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OZET

Calismamiz, bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda firsatgr invazif kandidiyazlara yol
acabilen albicans dis1 nadir ve/ veya yeni giincellesen Candida tiirlerinin tibbi 6nemlerini
belirleyebilecek bazi biyolojik 6zelliklerini arastirmak ve bu konuda yetersiz olan literatiire
katkida bulunabilmek amaciyla kurgulanmistir. Buna yonelik olarak, 2002 - 2009 yillar
arasinda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Birimi’ ne
gonderilen klinik 6rneklerden (30’ u idrar ) izole edilen 60 nadir kdkenin asit proteinaz,
fosfolipaz, esteraz ve sivisik Ortii (slime) {iretimi arastirilmis ve flukonazole karsi
duyarliliklar1 incelenmistir. Bu tiirler Candida lusitaniae (25), Candida intermedia (12),
Candida famata (4), Candida dubliniensis (4), Candida sake (4), Candida inconspicua (2),
Candida lipolytica (2), Candida pulcherrima (2), Candida utilis (2), Candida catenulata (1),
Candida mellibiosica (1), Candida pelliculosa (1)’ dir. C. lusitaniae ve C. intermedia’ nin
digerlerine oranla daha fazla izole edilmis olmasi1 hastanemiz i¢in 6nemli bir veridir. Calisilan
toplam 60 kdkenin %63,33” iinde 1liml1 (+), %8,33’ {inde yiiksek (++) asit proteinaz; %1,66’
sinda orta (++), %3,33’ linde kuvvetli (+++) fosfolipaz; % 15 inde esteraz ve %31,67’ sinde
zayif (+), %11,66° sinda orta(++), %5’ inde kuvvetli (+++) sivigik ortii iiretimi saptanmustir.
Bu verilerin ve flukonazol duyarlilik sonuglarin istatistiksel analizinde, anlamli ¢ikan ii¢
sonucumuz vardir. Birincisi, C. lusitaniae tiiriine ait kokenlerin tiimii flukonazol i¢in <8ug/ml
(duyarli) MIK sonucu verirken, geri kalan 35 kokenin 30’ unda (%85,7) MIK degeri <8pg/ml
(duyarli) bulunmus olmasidir ki iki grup arasindaki 5 direngli kékene bagl fark istatistiksel
acidan anlamlidir (p<0.05). Ikincisi, 30 adet idrar izolatnin 19 u (%63,3) stvisik ortii {iretimi
acisindan pozitif bulunmus ve bu sonug idrar dis1 pozitif koken sayisiyla (10) kiyaslandiginda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gdzlenmistir (p<0.02). Ugiinciisii ise en sik izole edilen
C. lusitainae tiiriine ait 25 kokenin higbirinde esteraz aktivitesi goriillmezken, diger tiirlere ait
toplam 35 kokenin 9’ unda. (%25.7) esteraz aktivitesinin saptanmis olmasidir (p<0.006).
Ozellikle idrar kaynakli ve sivisik ortii pozitif idrar izolatlarmin fazlaligi, nadir tiirler

acisindan one ¢ikan ozellikleri olmustur.
Anahtar Kelimeler: Flukonazol, nadir Candida tiirleri, viriilans faktorler.
SUMMARY

Detection of virulence factors and susceptibility against fluconazole of emerging non

albicans candida strains isolated from clinical samples
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Our study was designed to determine some biological properties of medical importance of the
rare and / or emerging non-albicans Candida species which may produce opportunistic
invasive candidiasis in immunocompromised patients. For this purpose, 60 strains isolated
from 60 clinical materials (30 were urine) which were sent to Marmara University Hospital,
Central Laboratory, Medical Microbiology Unit between 2002-2009, were investigated for
acid proteinase, phospholipase, esterase, slime production and for their susceptibilities against
fluconazole. The species detected, were; Candida lusitaniae (25), Candida intermedia (12),
Candida famata (4), Candida dubliniensis (4), Candida sake (4), Candida inconspicua (2),
Candida lipolytica (2), Candida pulcherrima (2), Candida utilis (2), Candida catenulata (1),
Candida mellibiosica (1), and Candida pelliculosa (1). High isolation rate of C. lusitaniae and
C. intermedia is an important finding for our hospital. Of the 60 strains studied, in 66,33 %
moderate (+), 8,33% high (++) acid proteinase; in 1,66% moderate (++), 33,3% strong (+++)
phospholipase; in 15% esterase; and in 31,67% weak (+), 11,66% moderate (++), 5% strong
(+++) slime production have been detected. Statistical analyses of these data and of the
susceptibility results revealed three significant results. First, all of the C. lusitaniae strains
were susceptible to fluconazole (< 8ug/ml) when 30 (85,7%) out of remaining 35 strains were
also sensitive to this drug (< 8ug/ml) and the difference resulting from 5 resistant strains was
statistically significant (p< 0.05). Second, in 19 (63,3%) out of 30 urine isolates biofilm
production was positive and when this number was compared with the strains from non- urine
samples (10), the difference was statistically significant (p<0.02). Third was the negative
esterase activity in all of the 25 C. lusitaniae strains whereas the remaining 35 (25,7%)
strains were esterase positive and the difference was significant (p<0,006). The findings
concerning high number of urine samples and slime positive urine isolates were outstanding

properties of those rare species.

Key Words: Emerging Candida species, fluconazole, virulence factors.



OZET

Calismamiz, bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda firsat¢1 invazif kandidiyazlara
yol acabilen albicans dis1 nadir ve/ veya yeni giincellesen Candida tiirlerinin tibbi
onemlerini belirleyebilecek bazi biyolojik 6zelliklerini arastirmak ve bu konuda
yetersiz olan literatiire katkida bulunabilmek amaciyla kurgulanmistir. Buna yonelik
olarak, 2002 - 2009 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1t Mikrobiyoloji Birimi’ ne gonderilen klinik 6rneklerden (30’ u idrar )
izole edilen 60 nadir kokenin asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz ve sivigik ortii (slime)
tiretimi arastirllmig ve flukonazole karst duyarliliklart incelenmistir. Bu tiirler
Candida lusitaniae (25), Candida intermedia (12), Candida famata (4), Candida
dubliniensis (4), Candida sake (4), Candida inconspicua (2), Candida lipolytica (2),
Candida pulcherrima (2), Candida utilis (2), Candida catenulata (1), Candida
mellibiosica (1), Candida pelliculosa (1)’ dir. C. lusitaniae ve C. intermedia’ nin
digerlerine oranla daha fazla izole edilmis olmasi hastanemiz i¢in 6nemli bir veridir.
Caligilan toplam 60 kdkenin %63,33” {inde 1liml (+), %8,33” iinde yiiksek (++) asit
proteinaz; %1,66’ sinda orta (++), %3,33’ iinde kuvvetli (+++) fosfolipaz; % 15 inde
esteraz ve %31,67 sinde zayif (+), %11,66° sinda orta(++), %5’ inde kuvvetli (+++)
stvigik Ortii iretimi saptanmistir. Bu verilerin ve flukonazol duyarlilik sonuglarinin
istatistiksel analizinde, anlamli ¢ikan ii¢ sonucumuz vardir. Birincisi, C. lusitaniae
tiiriine ait kokenlerin tiimii flukonazol i¢in <8ug/ml (duyarlr) MIK sonucu verirken,
geri kalan 35 kokenin 30° unda (%85,7) MIK degeri <8ug/ml (duyarli) bulunmus
olmasidir ki iki grup arasindaki 5 direngli kokene bagl fark istatistiksel agidan
anlamlidir (p<0.05). Ikincisi, 30 adet idrar izolatmin 19’ u (%63,3) sivisik ortii
iretimi agisindan pozitif bulunmus ve bu sonug idrar dis1 pozitif kdken sayisiyla (10)
kiyaslandiginda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik goézlenmistir (p<0.02).
Uciinciisii ise en sik izole edilen C. lusitainae tiiriine ait 25 kokenin hicbirinde
esteraz aktivitesi goriilmezken, diger tiirlere ait toplam 35 kdkenin 9° unda. (%25.7)
esteraz aktivitesinin saptanmis olmasidir (p<0.006). Ozellikle idrar kaynakli ve
stvigtk Ortii pozitif idrar izolatlarinin fazlaligi, nadir tiirler agisindan one ¢ikan

ozellikleri olmustur.

Anahtar Kelimeler: Flukonazol, nadir Candida tiirleri, viriilans faktorler.



SUMMARY

Detection of virulence factors and susceptibility against fluconazole of emerging

non albicans candida strains isolated from clinical samples

Our study was designed to determine some biological properties of medical
importance of the rare and / or emerging non-albicans Candida species which may
produce opportunistic invasive candidiasis in immunocompromised patients. For this
purpose, 60 strains isolated from 60 clinical materials (30 were urine) which were
sent to Marmara University Hospital, Central Laboratory, Medical Microbiology
Unit between 2002-2009, were investigated for acid proteinase, phospholipase,
esterase, slime production and for their susceptibilities against fluconazole. The
species detected, were; Candida lusitaniae (25), Candida intermedia (12), Candida
famata (4), Candida dubliniensis (4), Candida sake (4), Candida inconspicua (2),
Candida lipolytica (2), Candida pulcherrima (2), Candida utilis (2), Candida
catenulata (1), Candida mellibiosica (1), and Candida pelliculosa (1). High isolation
rate of C. lusitaniae and C. intermedia is an important finding for our hospital. Of the
60 strains studied, in 66,33 % moderate (+), 8,33% high (++) acid proteinase; in
1,66% moderate (++), 33,3% strong (+++) phospholipase; in 15% esterase; and in
31,67% weak (+), 11,66% moderate (++), 5% strong (+++) slime production have
been detected. Statistical analyses of these data and of the susceptibility results
revealed three significant results. First, all of the C. lusitaniae strains were
susceptible to fluconazole (< 8ug/ml) when 30 (85,7%) out of remaining 35 strains
were also sensitive to this drug (< 8ug/ml) and the difference resulting from 5
resistant strains was statistically significant (p< 0.05). Second, in 19 (63,3%) out of
30 urine isolates biofilm production was positive and when this number was
compared with the strains from non- urine samples (10), the difference was
statistically significant (p<<0.02). Third was the negative esterase activity in all of the
25 C. lusitaniae strains whereas the remaining 35 (25,7%) strains were esterase
positive and the difference was significant (p<0,006). The findings concerning high
number of urine samples and slime positive urine isolates were outstanding

properties of those rare species.

Key Words: Emerging Candida species, fluconazole, virulence factors.



1.GIRIS VE AMAC

Onceki yillarda hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler genellikle gram
negatif ve gram pozitif bakteriler iken, son yirmi yil i¢inde mantar enfeksiyonlarinin
insidansinda 6nemli derecede artis ortaya c¢ikmistir. Bu artis, genis spektrumlu
antibiyotiklerin, immiinosupresif ilaglarin yaygin kullanimi, sitotoksik tedaviye bagh
uzun siiren ndtropeniler, artan kateter kullanimi ve yogunlasan major kardiyak ve
abdominal cerrahi gibi girisimsel islemler ile iligkilidir. Mantarlar sadece enfekte
dokulardan degil, kontakt lens, periferal vendz kateterler, santral venoz kateterler ve
mesane kateterleri gibi biyomateryallerden de izole edilmektedir. Nozokomiyal
mantar enfeksiyonlari, siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen, tanis1 zor ve tedaviye
direncli hastaliklar olduklarindan, ciddi morbidite ve mortalite nedenidir. Ozellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda olmak iizere, mantar hastaliklarinin
goriilme sikliginda artis bulunmasi ve siklikla izole edilmeleri, bunun yani sira
yasami tehdit edici tablo gelistirmeleri nedeniyle hizli ve erken tanilarinin yapilmasi

oldukga 6nemlidir (1, 2, 3).

Mantar hastaliklarinin en sik rastlanan etkeni Candida tiirleridir ve siklikla;
direnci zayiflamis, 6zellikle de hiicresel bagisiklik sistemi tahrip olmus hastalardan
izole edilmektedirler. Bu enfeksiyonlarda en sik olarak mukozalar tutulmaktadir.

Ancak deri ve i¢ organlara da yerlesim olmaktadir (4).

Candida cinsi mayalar ABD’ de kan kiiltiirlerinde siklik agisindan koagiilaz
negatif stafilokoklar, S. aureus ve Enterococcus tiirlerinden sonra dordiincii sirada
izole edilen mikroorganizmalardir. Kandidalara bagli nozokomiyal kan dolagimi
enfeksiyonlarinin % 25-50" si yogun bakim iinitelerinde meydana gelmektedir.
Kandidemi, tanist ve tedavisi zor, bunun yaninda da mantar disindaki patojenler ile
ortaya ¢ikmis septisemi olgularina gore daha yiiksek mortaliteye (T %40) sahip ciddi
bir klinik tablodur (5).

Candida tiirleri arasinda en 6nemli yere sahip olan Candida albicans, siklikla
gastrointestinal sistem, vajina ve deriden normal flora elemani olarak izole
edilmektedir. Firsatgr patojen olan bu tiir, Ozellikle immiinsuprese hastalarin

florasinda baskin hale gecerek, derin doku ya da mukozal enfeksiyonlara neden



olmaktadir. Laboratuvar tanisinda germ tiip olusturmasiyla diger Candida tiirlerinden
ayirt edilmekte ve ayrica misir unlu Tween 80 besiyerinde olusturduklar1 yalanci
hiflerin ve klamidosporlarin goriintiileri bu ayrima yardimci olmaktadir (5, 6).

Albicans dis1 kandidalara bagli kandidemilerdeki artisin en 6nemli nedeni
profilaktik ve ampirik olarak antifungallerin sik kullanimina bagl olarak, etken
dagilminin  degisiklige ugramasidir. Ozellikle azol tiirevi ilaglarin  yaygin
kullanilmasmin, C. albicans gibi daha duyarl tiirlerin prevalansinda azalmaya ve
azol grubu antifungaller icin daha yiiksek MIK degerleri ya da direng gosteren C.
krusei ve C. glabrata gibi tiirlerin izolasyonunda artmaya neden oldugu
bildirilmektedir (3).

Son yillarda gerek Tiirkiye’ de gerekse diger iilkelerde yeni gilincellesen nadir
tiirlerin, klinik materyallerden artan oranda izole edildikleri goriilmektedir. Bunlar
arasinda; C. dubliniensis, C. intermedia, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. famata, C.
norvegensis, C. inconspicua, C. pelliculosa, C. pulcherrima, C. utilis, C. mellibiosica
ve C. sphaerica dikkat ¢eken tiirlerdir. Ancak bu tiirlere ait epidemiyolojik verilerin
yani sira, viriilans faktorleri ve antifungallere duyarlilik profilleri hakkinda yeterli
bilgi birikimi olusmamistir. Bu tiirlerin insan hastaliklarinda oynadiklar1 roliin
meydana ¢ikmast icin dogru tanimlama ve tiirler arasinda giivenilir bir ayrimin

yapilmasi gerekmektedir (7).

Candida tiirleri arasinda antifungal ajanlara ve Ozellikle kandida
enfeksiyonlarinin tedavisinde sik¢a kullanilan azol grubu ilaglara karsi, duyarlilik
farklilig1, izole edilen kokenlerin tiir diizeyinde tanimlanmasinin 6nemini ortaya
koymaktadir. Ornegin; bu yeni giincellesen tiirlerden C. famata; insanda nadiren
hastalik etkeni olan saprofit bir tiirdiir. Ozellikle katetere bagl fungemiye neden
oldugu belirtilmektedir. Candida inconspicua; ilk olarak HIV ile enfekte hastalardan
izole edilmistir. Candida lusitaniae; bagisiklik sistemi ¢okmiis hastalarda sistemik
kandidiyaza yol a¢makta ve kan, balgam, iiriner ve gastrointestinal sistem
orneklerinden izole edilmektedir. Amfoterisin B’ ye direngli kokenleri

bulunmaktadir. Candida norvegensis ise flusitozine direng gostermektedir (1, 8).

Bu nedenle kokenlerin tiir diizeyinde tanimlanmasi, oOzellikle duyarhilik

testlerinin yapilmadigi merkezlerde tedavi agisindan 6nem tagimaktadir. Dolayisiyla



Candida tiirlerinin hizli ve dogru tanimlanmasi; tedavi stratejisinin belirlenmesi,
tedavi yanitinin izlenmesi ve klinik tekrarlayan enfeksiyonlarin degerlendirilmesi

ac¢isindan onemlidir.

Hastanemizde de, yatan hastalarin ¢esitli klinik materyallerinden izole edilen ve
enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilen bu tiirlerin, 2002- 2009 yillar1 arasinda
sayisal artig gostermesi, dikkat ¢ekicidir. Ancak, yerel ve diger iilkelerdeki kisith
caligmalarin verileri, bu kokenlerin enfeksiyonlardaki olasi rollerini belirleyebilecek
olan Ozellikleri ve antifungal ilaglara karsi duyarlilik profilleri hakkinda genel

cikarsamalara olanak verecek diizeyde degildir.

Calismamiz, yeni giincellesen nadir Candida tiirlerine ait 60 adet klinik izolatin
baz1 tanimsal ve viriilans ile iliskili biyolojik o6zellikleri ile en sik kullanilan
antifungal ila¢ olan flukonazole kars1 duyarlilik profillerinin belirlenmesi ve olasi
diren¢ durumunun viriilans faktorleri ile baglantisinin irdelenmesi baglaminda

literatiire veri saglamak iizere planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

Kandidalar deri, mukoza ve gastrointestinal sistemin normal florasinda bulunur.
Dogumdan kisa siire sonra mukozalarda kolonize olurlar ve endojen enfeksiyon igin
risk yaratirlar. Kandidalar, tek hiicreli, hareketsiz, gram olumlu 6zellik gosteren,
hiicre duvarinda kitin, mannan, glukan igeren Okaryot hiicre yapisina sahip
kemoheterotrof mikroorganizmalardir. Kandidalar 3-5 um ¢apinda, yuvarlak veya
oval, tomurcuklanarak ¢ogalan maya seklinde mantarlardir. Birkag istisna diginda,
Candida cinsi igindeki mayalarin koloni morfolojisi ve mikroskopik 6zellikleri
farklilik gostermez. Cogu, 25°C ya da 37°C’ de 2-3 giinde iireyebilir ve Sabouraud
Dekstroz Agarda (SDA) 2-3 mm ¢apinda, beyaz veya krem renginde, diizgiin veya
tiimsekli ve bazilar1 uzayan inkiibasyonla birlikte burusuk hale gelebilen, mat ya da

parlak koloniler olustururlar (1).

2.1. Yeni Giincellesen Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Kandida cinsinin yaklagik 150 tiirii bulunmaktadir. Ancak bunlarin arasinda
insanda hastalik etkeni olarak saptanan birka¢ tiir mevcuttur, halen Candida
albicans, en sik izole edilen firsat¢1i patojendir. Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata, C. krusei gibi sik izole edilen diger tiirlerin yani sira;
son 20 yil i¢inde, yeni giincellesen tiirlere bagli enfeksiyonlar da literatiirde yer

almaya baglamstir.

Bu kisim, calismamizin kapsamina giren bu nadir tiirlerle ilgili bilgileri

icermektedir.

C. catenulata: Yalanci hiflere sahiptir. Cok tarafli tomurcuklanma gosterir.
Eseyli evresi yoktur. Siit iiriinlerinde, kiimes hayvam etlerinde ve suda bulunur.
Klinik 6rneklerden nadiren izole edilir ancak diski, kilsiz deri ve ayak derisinde flora

elemani olarak bulunabilir.



C. dubliniensis: Lateralde ve ugta klamidosporlu yalanci hiflere ve germ tiip
olusturma oOzelligine sahiptir. Bu nedenle C. albicans ile morfolojik benzerlik
gosterir. Ayirt edici 6zelliklerden biri olarak C. dubliniensis, 42 °C’ de zayif iirer
veya iiremez. 45 °C’ de iiremez. Irlanda’ da deniz kuslarini istila eden kenelerde

bulunur. Avrupa’ da siklikla HIV pozitif hastalarin agizlarindan izole edilir.

C. famata: Cok tarafli tomurcuklanma gosterir. Eseyli formu 1-4 sporlu askuslar
ile cogalir. Siit iiriinlerinde, suda, bitkilerde, sebzelerde ve memelilerde bulunur,

klinik materyalden nadir olarak izole edilir.

C. inconspicua: Cok tarafli tomurcuklanma gosterir. Eseyli evresi yoktur. Suda
bulunur, klinik materyalden nadir olarak izole edilir. Flukonazol direnci

bildirilmistir.

C. intermedia: Yalanct hif olusturur. Cok tarafli tomurcuklanma gosterir. Eseyli
evresi yoktur. Toprakta, liziimde ve birada bulunur, klinik 6rneklerden nadir olarak

izole edilir.

C. lipolytica: Cok tarafli tomurcuklanma gosterir. Eseyli formu 1-4 askospor
iceren askuslar igerir. Toprakta ve bitkisel yaglarda bulunur, klinik materyalden nadir
olarak izole edilir. Saglikli bireylerin diski, balgam ve orofarenksinden izole

edilebilir.

C. lusitaniae: Uzamis blastokonidya zincirleri ve kivrik yalanci hif olusturur.
Blastokonidya, yalanc hiflerin arasinda herhangi bir yerde gortiliir, kisa bir donemde
askosporlarla eseyli ¢ogalma gerceklestirirler. Giibrede, meyvede, kuslarda ve
memelilerde bulunur, nadiren bagisiklik sistemi baskilanmis hastalardan enfeksiyon
etkeni olarak izole edilebilmektedir. Bagisiklik sistemi ¢okmiis hastalarda sistemik
kandidiyaza yol agmakta ve kan, balgam, {iriner ve gastrointestinal sistem (GIS)

orneklerinden izole edilmektedir.

C. mellibiosica: Yalanci hif olusturur. Cok tarafli tomurcuklanma gosterir.
Eseyli evresi yoktur. Toprakta ve agaclarda bulunur. Bazi olgularda balgamdan izole

edilmistir.



C. pulcherrima: Coklu tomurcuklanma gosterir, yalanci hif bulunabilir. Lobut
seklinde askuslar 1-2 askospor igerir. Tirnaklardan izole edilmistir. Cok seyrek

olarak bagisiklik sistemi ¢okmiis kisilerde hastalik etkeni olabilmektedir.

C. pelliculosa: Bitki, toprak ve meyve sularinda bulunan bir tirdiir. Eseyli
donemde askosporlariyla ¢ogalan bir mayadir. Zaman zaman immiinkompetan ve
AIDS dahil immiinkompromize hastalarda enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir. Bu
olgularin biiyiik ¢ogunlugu damar i¢i kateter kullanimiyla iliskilidir. Ayrica diisiik
dogum agirlikli bebeklerde nozokomiyal serebral ventrikiilit, intravendz madde
bagimlilarinda  endokardit ve renal transplant hastalarinda idrar yolu

enfeksiyonlarinin etkeni olarak bildirilmistir.

C. sake: 42°C’ de iiremez. Beyaz veya krem rengi koloniler olusturur. Coklu
tomurcuklanma gosterir. Cesitli ¢igekler ve sebzeler, kayin agaci bitki 6zii, liziim
suyu, bira, sarap, Japon piring rakisi (sake), donmus somonda bulunur (1, 9). AIDS
hastalarinin agiz bosluklarindan izole edilmistir (http://web.gideononline.com Erigim

tarihi: 12.11.2010)

C. utilis: Insanlarda nadiren hastalik etkeni olarak izole edilen, 1s1ya tolerans

gosterebilen bir tiirdiir.

2.2. Candida Tiirlerinin Viriilans Faktorleri

Bu mantarin salgiladigi ve patogenezle ilgisi oldugu diisiiniilen enzimler, peptid
baglarini hidroliz eden proteinazlar, fosfogliseridleri hidrolize eden fosfolipazlar ile
lizofosfogliseridleri hidrolize eden lizofosfolipazlar olmak {iizere {i¢ ana grupta

toplanmaktadir (10).

2.2.1.Salgisal Aspartik Proteinaz ( SAP ):

Son yillarda Candida tiirlerinin patojenitesinde rolii olabilecegine dair bulgular

nedeniyle iizerinde en ¢ok calisilan enzimlerde salgisal asit proteinaz, Staib



tarafindan 1965 yilinda tanimlanmistir. Cok miktarda aspartik asit rezidiileri i¢erdigi
icin “aspartik proteinaz* olarak da adlandirilmaktadir. Pepstatin tarafindan 6zgiil
olarak inhibe edildigi i¢in ayni1 zamanda bir “karboksil proteinaz” dir. Enzim en iyi
pH: 2,5 - 4,0 arasinda aktivite gosterir. Asit proteinazin substratlar1 arasinda sigir
hemoglobini, ovalbumin, kollajen, kazein, keratin, immiinoglobulin A gibi azot

kaynag1 olusturan proteinler bulunmaktadir (11).

SAP, asit pH’ da ve yegane nitrojen kaynagi olarak proteinin bulundugu ortamda
salgilanir. Enzim C. albicans kokenlerinin ¢ogu tarafindan ve daha az oranda C.
tropicalis, C. parapsilosis kokenlerince iiretilir. Bu durum Candida tiirlerinin
insandaki viriilans siralamasina yansimaktadir. Yiiksek proteolitik etkinlige sahip C.
albicans kokenlerinin proteinaz salgilayarak farelerde daha yiiksek oranda

kolonizasyon ya da 6liime sebep olduklar1 gosterilmistir (10).

Yeni giincellesen tiirler agisindan irdelendiginde; C. dubliniensis izolatlari
proteinaz salgilanmasina neden olan sartlar altinda 10 giin inkiibe edildiklerinde en
1yl proteinaz aktivitesinin 7. giinde saptandigi, ancak aktivite diizeyinin kokenler

arasinda degisebilecegi bildirilmistir (12).

Pereira-Dias ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada peynirden izole
ettikleri C. famata ve C. intermedia kokenlerinin proteinaz aktivitesi gostermedikleri

saptanmistir (13).

Charoenchai ve arkadaglarinin 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, asit proteinaz
aktivitesi 2 adet C. pulcherrima izolatinda saptanmis olup, 17 adet C. pelliculosa

izolatinin higbirinde saptanamamustir (14).

Dostal ve arkadaslart 2003 yilinda 245 klinik Candida izolati ile yaptiklart
calismada, tamimlanan 7 adet C. lusitaniae izolatinin sigir serum albumini igeren
besiyerinde uzun siire inkiibasyon sonucu salgisal asit proteinaz enzimini zayif bir

diizeyde iirettigini bildirmislerdir (15).



2.2.2. Fosfolipaz:

Candida tiirleri konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak dokuda
ilerlemelerine (invazyona) yardimci olan enzimler olusturma yetenegine sahiptirler.
Hiicre zan lipid ve proteinlerden yapilmis oldugundan bu biyokimyasal maddeler

enzimlerin hedefini olustururlar.

Fosfolipaz, gliserofosfolipitlerdeki bir veya daha fazla ester bagini hidrolize
etme yeteneginde olan enzim grubunu kapsamaktadir. Tiim fosfolipazlar substrat
olarak fosfolipitleri hedefler ve ek olarak her bir enzim 0zgiil bir ester bagin
parcalama yetenegindedir. Bu enzimler konak hiicre zarinin baslica kimyasal
bilesenlerinden olan fosfolipitleri pargalayarak, hiicrenin invazyonu siirecinde rol

almaktadirlar (16).

Candida albicans’ in salgiladigi hiicre dis1 fosfolipazi ilk olarak 1960 yilinda
Costa ve arkadaslar belirlemis, Werner ise; yumurta saris1 ya da lesitin igeren kati
besiyerinde, lipit yikim driinlerinin analizine dayanarak bu enzimin varligmni

saptamistir (16).

Hiicre dis1 fosfolipazlar, konak hiicreyi lizise ugratmak yoluyla veya hiicrenin
ylizey Ozelliklerini degistirerek ve boylece de adezyonu ve penetrasyonu

kolaylastirarak virtilans1 artirmaktadir.

2.2.3. Esteraz:

Viriilanstaki yeri tartigmalidir. Ancak bir hidrolitik enzim olarak diger benzer
enzimlerle birlikte ve birbiri lizerine etkisi de arastirilmaktadir. Mayalarin lipolitik
aktivite gosteren enzimler salgiladigi ilk kez 1978 yilinda Rudek tarafindan Tween
80 opasite testi ile gosterilmistir. Tween 80 opasite testinde Candida tiirleri

tarafindan salgilanan esteraz enzimi ile besiyerindeki Tween’ i hidrolize edilmekte
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ve acgiga c¢ikan yag asitleri kalsiyum ile bilesikler olusturarak, inokiilasyon bolgesinin

etrafinda gozle goriiniir bir hale meydana getirmektedir (17, 18, 19).

Lipazlarin, triagil - gliserolden serbest yag asitleri olusturacak sekilde ester
baglarini hidroliz eden enzim ailesi olduklar1 bilinmektedir. Kandida kokenlerinde
belirlenen hiicre dis1 enzimin ise, uzun zincirli yag asitlerine sahip ve suda eriyebilen
ozellikteki monoesterler {izerine hidrolitik etki gdstermesi nedeniyle bir lipazdan

cok, esteraz olarak kabul edildigi belirtilmistir (17).

Pereira - Dias ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklar1 caligmada peynirden
izole ettikleri 38 C. famata kokeninin tiimiinde, 22 C. intermedia kokeninin ise 17 i

disinda digerlerinin (%95) esteraz aktivitesi gosterdikleri saptanmustir (13).

2.2.4. Svisik Ortii (Slime):

Sivigik Ortili; organik bir polimer matriksi i¢cine gomiilii ve birbirine ve bir kati
ylizeye (veya bir ara yiizeye) tutunmus halde yasayan mikroorganizma toplulugu

seklinde tanimlanmistir (20).

Sivi ortamlardaki planktonik hiicreler, 6zellikle yiizeyi piiriizli kat1 ortamlara
tutunma egilimindedirler. Tutunmayi1 takiben mikroorganizmalar yogun olarak
ekzopolisakkarit salgilar ve adezyon kapasitelerini artirirlar. Bu siiregte ¢ogalarak,

ekzopolisakkaritten zengin glikokaliksle ¢evrili bir mikrokoloni olustururlar.

Ekzopolisakkarit sivisik ortiiniin matriksini olusturmaktadir. Bu matriks hem bir
iyon degistirici ortam, hem dis sartlardan koruyucu bir zirh, hem de biitlinliigii ve
beslenme sartlarin1 temin eden Ozel bir Oneme sahip bir ara maddedir.
Mikrokolonileri birbirine baglayan, por ve kanalciklardan olusan transport sistemi
icinde s1v1 fazin akis yontinde siirekli bir siv1 hareketi vardir, bir anlamda sivigik ortii

stvi kiitlesiyle stirekli olarak yikanir (20).
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Sivisik ortii liretimi kandidalar i¢in de bir patojenite faktérii olarak kabul
edilmekte ve sivisik ortii maddesi araciligiyla kandidanin konak hiicresine, protezlere
ve kateterlere daha kolay tutunarak, kolonizasyona ve invazif enfeksiyonlara yol
actig1 belirtilmektedir (21). Kandidalarin yol agtig1 sistemik enfeksiyonlarin ¢ogunun
hemen hemen degismez bir bi¢imde viicuda yerlestirilen intravaskiiler ya da iiriner
kateterler, endotrakeal tiipler, yapay kalp kapakc¢iklari, kalp atiglarin1 diizenleyen
aygitlar gibi medikal biyomateryallerin iizerlerinde gelisen sivigik ortil ile iligkili
oldugu bildirilmistir (22). C. albicans ve C. parapsilosis kokenlerinde yiiksek oranda
stvigik Ortll tiretimi bilinmektedir (23).

Yeni glincellesen tiirler arasinda C. dubliniensis’ in sivisik Ortii ireten
kokenlerinde, klinik olarak uygulanan amfoterisin B gibi, flukonazol’e kars1 da

direnc gelistigi belirtilmistir (24).

Candida lipolytica’ da sivisik ortii iiretiminin kateter kolonizasyonu i¢in katkida

bulundugu gosterilmistir (25).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Calismaya alinan yeni giincellesen albicans dis1 Candida tiirleri

2002 - 2009 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 Mikrobiyoloji Boliimii’ ne gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen;
albicans dis1 nadir Candida tiirlerine ait 60 koken caligmaya dahil edildi. Tirlerin
tanimlanmasi i¢in izole edilen kdkenlere germ tiip testi uygulandi. Kdkenlerin misir
unlu — Tween 80’ li agar besiyerinde morfolojik 6zellikleri belirlendi. Germ tiip
negatif bulunan kdékenlerin ID 32C (bioM¢érieux, France) ticari asimilasyon kiti ile
tiir diizeyinde tanimlamasi yapildi. ID 32C kiti ile C. norvegensis / C. inconspicua
olarak tanimlanan kokenlere, eskiilin hidrolizi testi uygulanarak ayrimlari saglandi

(26).

3.1.3. Standart Kokenler:

Asagidaki kokenler sirastyla; asit proteinaz, fosfolipaz, sivisik ortii {iretimi

testlerinde kontrol koken olarak kullanildi.

e C. albicans CBS 2730, salgisal asit proteinaz iireten koken (Reinhard
Riichell, Almanya)

e C. albicans SC 5314, fosfolipaz iireten koken (Mahmoud A. Ghannoum,
ABD)

e Pseudomonas aeruginosa PAO-1 (sokak tipi-wild type), sivisik ortii tiretimi
pozitif koken

e Trichosporon asahii CBS 2479, esteraz aktivitesi pozitif koken
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3.1.4. Besiyerleri:

Sabouraud Dekstroz Agar (Oxoid)

Misir Unlu Agar (Oxoid)

Eskiilin Hidrolizi Besiyeri*

Asit Proteinaz Besiyeri*

Fosfolipaz Besiyeri*

Esteraz Besiyeri*

Maya Oziitii Pepton Dekstroz Sivi Besiyeri*
%38 glukozlu Sabouraud Dekstroz Buyyon*
Antifungal Duyarlilik Besiyeri*

*: Bkz. Yontemler

3.1.6. Kimyasal Maddeler ve Antifungal la¢

S1gir serum albiimini Fraksiyon V (BSA) (Sigma)
KH,PO4 (Merck)

MgS0O47H,0 (Merck)

CaCl,2H,0 (Merck)

NaCl (Merck)

CaCl, (Merck)

MOPS (Biochemica)

RPMI (L glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) (Sigma)
Glukoz (Merck)

Flukonazol (Sigma)



3.1.7. Tampon Cozeltiler:

Sitrik asit - disodyum fosfat tampon ¢dzeltisi

a) CcHgO 19.21 gr/ 1000 ml distile su
(0.1 M)

b) Na,HPO47H,0 53.66 gr/ 1000 ml distile su
(0.2 M)

a ve b ¢ozeltileri pH 4,2 degeri elde edilene kadar karistirilarak tampon ¢ozelti

hazirlandi.

3.1.8. Boyalar:
Safranin-O (Merck)
%1’lik Safranin-O boyasinin hazirlanisi:

Safranin-O 1 gr
Distile su 100 ml

Safranin-O cam beherin i¢inde, distile su ile karistirilarak ¢oziildii. Daha sonra
koyu renk bir cam sisede karanlik bir ortamda 24 saat dinlenmeye birakilan boya,

filtre kagidindan iki kez siiziildii.

3.1.10. Kullanilan Aragclar ve Aygitlar:

Hassas terazi (Sartorius)
Kaba terazi (Scaltec)

Etiiv (Memmert)

Su banyosu (Electro-Mag)

Otoklav (Hirayama)
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Pastor firmi (Memmert)

Dondurucu (-20°C) (Ugur)

Dondurucu (-40°C) (Biohit)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij (Elektro-Mag)

Vorteks karistirict (Yellow line)
Manyetik karistirict (Yellow line)

pH metre cihazi (Ino Lab)

Isik mikroskobu (Nikon)

Tek kanalli otomatik pipetler (Biohit Isolab)
Cam pipetler 1,2, 5, 10 ml

Enjektor 5, 10 ml

0.45 pm’ lik membran filtre (Sartorius)
0.22 pm’ lik membran filtre (Sartorius)
pH indikator kagidi (Merck)

Kagit diskler (Oxoid)

Kurutma kagidi

Petri kutular

Balonlar

Tiipler

Meziirler

100 pul’ lik ve 1000 pl” lik pipet uglar
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3.2. Yontemler:

3.2.1. Misir unlu - Tween 80’ li agar besiyerinde morfolojik o6zelliklerin

belirlenmesi:

3.2.1.1. Besiyerinin hazirlanmasi

e  Misir unu agar 17 gr
e Tween 80 10 ml
e Distile su 1000 ml

Karigim otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Su banyosuna konularak
sicaklig1 50°C’ ye getirildi. 70 mm’ lik petri kaplarina 10’ ar ml olacak sekilde
dokldii.

3.2.1.2. Deneyin yapihisi

Kokenlerin her biri SDA’ ya ekilerek 37°C* de 18 saat inkiibe edildi. Ureyen
kolonilerden igne 6ze ile alinip misir unlu Tween 80 agar iizerine {i¢ paralel ¢izgi
seklinde ekim yapilarak ekim ¢izgilerinin tizeri lamelle kapatildi. 25°C” de 72 saat
inkiibe edilen plaklar, klamidospor olusumu bakimindan ve tiirler arasinda farkl

morfolojik yapilanmalar agisindan incelendi (Resim 1).
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Resim 1. Misir unlu-Tween 80’ 1i besiyerinde C. lusitaniae’ ye ait
yalanct hiflerin goriintiisii (calismamizdan)

3.2.2. Eskiilin hidrolizi:
C. inconspicua ile C. norvegensis tiirlerinin ayrim: amaciyla kullanilmustir.

3.2.2.1. Besiyerinin hazirlanmasi

e  Sigir eti Oziitl 0,3 gr
e Pepton 0,5 gr
e Agar 1,5 gr
e  Sigir safrasi 4 gr

e Ferrik sitrat 0.05 gr
e Distile su 90 ml

Karisim otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Su banyosuna konularak
sicaklig1 50°C’ ye getirildi.

e Eskiilin 0,1 gr

e Distile su 10 ml

50°C’ ye sogutulan besiyerine hazirlanan eskiilin siispansiyonu eklendi. Petrilere

dokiildi.

18



3.2.2.2. Deneyin yapilis1

SDA’ ya ekilen kokenlerin kolonilerinden 37°C’ de 24 saat inkiibasyonun
ardindan igne 6zeyle alinarak eskiilinli besiyerine ¢izgi seklinde ekildi. 35°C’ de 48
saat inkiibe edilen plaklarda siyah renkli kolonilerin olusmasi pozitif reaksiyon
olarak tanimlandi.

C. norvegensis eskiilini hidroliz ederek pozitif sonug verir.

Calismamizda onceden ID 32C ile C. inconspicua/ norvegensis olarak
tanimlanmis olan 2 kdkenin eskiilin hidrolizi deneyi sonucu C. inconspicua oldugu

tespit edildi.

3.2.3. Asit proteinaz deneyi:

Seyrek rastlanan albicans disi kandida kokenlerinin salgisal asit proteinaz
aktivitelerinin saptanmasi amaciyla %1’ lik sigir serum albiimini i¢eren, pH: 5,0 olan

kat1 besiyeri kullanild1.
3.2.3.1. Besiyerinin hazirlanmasi

a) YEPD buyyon

Maya oziiti 1 gr
Pepton 2 gr
Dekstroz 2gr
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 121°C” de 15 dakika steril edildi ve steril tiiplere 5¢ er ml
seklinde boliistiirtldii.

b) Temel besiyeri

Dekstroz 2 gr

KH2P04 O, 1 gr
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MgS0,7H,0 0,05 gr
Agar 2 gr
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 110°C° de 15 dakika steril edilerek, sitrik asit tampon
cozeltisiyle pH 5.0° a ayarlandi ve 50°C’ lik su banyosuna konuldu.

Temel besiyerine eklenen protein ¢ozeltisi

Si1gir serum albiimini (Fraksiyon V) 1 gr

Distile su 100 ml

Karigim manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra 0.2pum’ lik membran filtreden
gecirilerek steril edildi. Hazirlanan protein ¢ozeltisinden 50°C’ ye sogutulmus temel

besiyerine %20 oraninda eklendi ve 70 mm c¢apindaki petrilere 10 ar ml seklinde

dokiildii (27).

3.2.3.2. Deneyin yapilisi

Kokenler SDA’ ya ekilerek 37°C° de 24-48 saat inkiibe edildi. Ureyen
kolonilerden alinip YEPD siv1 besiyerine pasajlart yapildi. 30°C’ de 4 saat inkiibe
edildikten sonra maya siispansiyonlarinin bulanikliklar1 0,5 McFarland standardina
(1-5x10° KOB/ml) ayarlandi. Sigir serum albumini iceren temel besiyeri yiizeyine

yerlestirilmis 6 mm ¢apindaki steril kagit diskler iizerine 10° ar pl olarak damlatildi

(21, 27).

Plaklar 30°C’ de 6 giin boyunca inkiibe edildi ve her giin incelendi. Inkiibasyon
oncesinde besiyeri pH: 5,0’ da hafif opaktir. Uremeyle beraber disk gevresindeki
artan opaklagsmay1 takiben seffaflasma seklinde zon olusur. Olusan seffaf lizis
zonlari, lireyen maya hiicrelerinin asit proteinaz aktivitelerine bagli olarak ortamdaki
albliminin parcalandigini gostermektedir. Altinci gilinde lizis zonlarinin mm olarak

genislikleri dlgiilerek proteolitik aktivitenin diizeyi belirlendi (21, 27).
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Lizis zonu olmayan (-), lizis zonu en fazla diskin 1-2 mm disindaki alana yayilmis
reaksiyon ilimli (+), lizis zonu diskin 3-5 mm digindaki alana yayilmis reaksiyon ise

kuvvetli (++) olarak degerlendirildi (27, 28).

Pozitif kontrol olarak salgisal asit proteinaz iireten standart CBS 2730 kokeni

kullanildi.

Resim 2. Sigir serum albiiminli besiyerinde asit proteinaz pozitif

(C.albicans, CBS 2730) kokenin goriintiisii (calismamizdan)

Resim 3. Sigir serum albliminli besiyerinde asit proteinaz negatif kokenin goriintiisii
(calismamizdan)
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3.2.4. Fosfolipaz deneyi:
3.2.4.1. Besiyerinin hazirlanmasi

Ana Besiyeri:

Pepton 1.25 gr
Glukoz 2,5 gr
Agar 2,5 gr
NacCl 7,3 gr
CaCl,6H,0 0.14 gr
Distile su 115 ml

Karigim otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilerek 50°C’ lik su banyosuna

konuldu.

3.2.4.2. Yumurta sarisinin hazirlanmasi:

Oncelikle yumurtalar % 10 sulandirilmis ¢amasir suyunda 1 dakika bekletildi.
Steril gazl1 bezle kurulanan yumurtalar steril kosullarda kirilarak sarist steril bir
mezura aktarildi. Uzerine esit hacimde steril serum fizyolojik eklenerek, steril cam
boncuklar bulunan bir balonda iyice karistirildi. 24 saat buzdolabinda bekletildikten
sonra steril tiiplere alinarak 2000 rpm’ de 30 dakika santrifiij edildi (27, 29).

Santrifiijiin ardindan yumurtal slispansiyonun iist kismindan alinan 10 ml siv1
ile 125 ml sitrik asit disodyum fosfat tamponu 50°” deki ana besiyerine eklendi ve 70

mm c¢apli petrilere 10° ar ml seklinde dokiildi (27, 30).
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3.2.4.3. Deneyin yapihis1

Kokenlerin SDA’ da 18-24 saatlik inkiibasyon sonucu iireyen kolonilerinden
steril serum fizyolojik i¢cinde McFarland 0.5’e gore maya silispansiyou hazirlandi.
Her bir petriye 6l¢iilii 6zeyle (0.01 ml) besiyeri yiizeyine degdirmek suretiyle maya
siispansiyonlarindan ekim yapildi. 37°C* de 4 giin inkiibe edildi (27, 30). Pozitif
kontrol olarak C. albicans SC 5314 kokeni kullanildi.

Fosfolipaz aktivitesinin oOl¢lilmesinde ve hesaplanmasinda koloni etrafinda

olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu (Pz) dikkate alindi.

Fosfolipaz aktivitesi koloni ¢apinin koloni ile birlikte presipitasyon zonunun
toplam ¢apina orani olarak hesaplandi. Bu sistemde Pz degeri kiigiildiik¢e fosfolipaz
aktivitesi artmaktadir. Pz = 1.00 degeri kokenin fosfolipaz aktivitesinin negatif
oldugunu gostermektedir. Bu durumda Pz degeri 0,9-1,00 olanlar (+), 0,89-0,80
olanlar (++), 0,79-0,70 olanlar (+++), <0.69 olanlar ise (++++) grubunu

olugturmaktadir (31).

Sekil 1. Fosfolipaz Aktivitesi I¢in Pz Degerinin Hesaplanmasi

A
@

@

+—>
Y A Y a \J
a Y ]
Pz =1 b
Koloni ¢ap1 a
Presipitasyon zonu (Pz) = =
Koloni ¢ap1 + Pz ¢ap1 b
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Resim 4. Yumurta sarili besiyerinde fosfolipaz pozitif (C. albicans SC

5314) kokenin goriintiisii (calismamizdan)

Resim 5. Yumurta sarili besiyerinde fosfolipaz negatif kokenin goriintiisii

(caligmamizdan)

3.2.5. Esteraz deneyi:
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3.2.5.1. Besiyerinin hazirlanmasi

Tween 80 Agar Besiyeri:
Pepton 10 gr
NaCl Sgr
CaCl, 0,1 gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Karisim otoklavda 121°C’ de 15 dakika steril edilerek 50°C’ lik su banyosuna
konuldu. Daha sonra besiyeri icerisine 5 ml steril Tween 80 eklenerek sitrik asit

disodyum hidrojen fosfat tamponu ile pH 6.8’e ayarlandi1 (17, 32, 33, 18).

3.2.5.2. Deneyin yapilisi

SDA’ da 24 saatlik inkiibasyon sonucu Tlretilen kokenlerin kolonileri steril
pamuklu ¢ubuk dokundurmak suretiyle alindi ve Tween 80 agara daire seklinde (~
10 mm ¢apinda) ekim yapildi. 30°C* de 10 giin inkiibe edilen plaklar her giin
arkadan 151k verilerek incelendi. Inokiilasyon bélgesinin etrafinda Tween 80’ in
hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller

halinde ¢okmesi pozitif esteraz aktivitesi olarak degerlendirildi (18, 33, 34).
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Resim 6. Tween 80’ li besiyerinde esteraz pozitif kokenin goriintlisii

(calismamizdan)

Resim 7. Tween 80’ 1i besiyerinde esteraz negatif kokenin goriintlisii

(calismamizdan)
3.2.6. Sivigik ortii iiretiminin arastirilmasi

Sivisik Ortii tiretimi modifiye tlip aderens yontemi kullanilarak arastirildi (35, 36,

37). Sabouraud Dekstroz Agar’ daki 24-48 saatlik kolonilerden bir 6ze dolusu
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aliarak son konsantrasyonu %8 olacak sekilde glukoz iceren 10 ml Sabouraud

buyyon bulunan 10 ml polisitren falkon tiiplere inokiile edildi.

Tiipler 35°C” de 48 saat inkiibasyonun ardindan igerikleri dikkatlice bosaltilarak
iki kez distile su ile yikandi; %1’ lik safranin-O ile boyandi. Havada kurutulan
tiplerin i¢ ¢eperinde renkli, gozle goriiniir bir film tabakasi varligi sivisik Ortii
tiretimi agisindan olumlu olarak degerlendirildi. Olusan tabakanin kalinligina goére
sonuglar, zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) olarak yorumlandi. Besiyeri ile havanin
kesistigi yerlerdeki boya tutulmalari ise olumsuz olarak degerlendirildi. Pozitif

kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAO- 1 kokeni kullanilda.

3.2.6.1. %8 glukozlu Sabouraud dekstroz buyyon (BD)

Sabouraud Dekstroz Buyyon 3 gr
Glukoz 8 gr
Distile su 100 ml

Resim 8. Modifiye tiip aderans yontemi ile sivigik ortii pozitif (en sagda +++) ve

stvigik Ortli negatif (en solda)kdkenlerin gosterilmesi (¢alismamizdan).

3.2.7. Flukonazol i¢cin minimal inhibisyon konsantrasyonlarmm ( MIiK )
belirlenmesi
Secilen kdkenlerin flukonazol’ e karst MIK degerlerinin belirlenmesi amaciyla,

referans metot olarak CLSI M27- A dokiimanindan yararlanildi (38). SDA’ da 35°
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C’ de 24 saatlik kiiltiirde tiremis kolonilerden ¢alisildi. MOPS tampon ve RPMI-
1640 (L glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) ile hazirlanan besiyeri, pH: 7,0 olacak
sekilde NaOH ile ayarland1 ve por ¢ap1 0.22 um olan membran filtrelerden
gecirilerek steril edildi.

3.2.7.1. Antifungal duyarhhlk besiyerinin hazirlanmasi

e RPMI-1640 0,36 gr
e MOPS 1,2 gr
Bir miktar distile su ile ¢oziindiiriiliir ve NaOH ile besiyeri pH* s1 7,0” a

ayarlanir ve son hacim distile su ile 35 ml’ ye tamamlanir.
3.2.7.2. Antifungal stok soliisyonunun hazirlanmasi

Antifungal olarak; flukonazol (Sigma), etken maddesi kullanildi. Coziicii olarak
distile su kullanildu.
Stok soliisyonu hazirlanirken, antifungal ilag miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplandi:

Agirlik (mg) x Potens (ng/mg)
Hacim (mL) =

Konsantrasyon (png/mL)
Stok soliisyonu 2560 pg/mL oraninda hazirlandi.

Hazirlanan antifungal stok soliisyonu 0,22 um membran filtreden gecirilerek
ImL’lik hacimlere bdliiniip steril eppendorf tiiplerine kondu ve kullanilincaya kadar

-80°C’de saklanda.

3.2.7.3. Deneyin yapihisi

Antifungal duyarhilik testi flukonazol diliisyonlar1 0.125-256 pg/mL hazirlandi
ve 100 pl olacak sekilde tiiplere konuldu iizerlerine de final konsantrasyonu 0,5-

2,5x10% kob/ml’ ye ayarlanan maya siispansiyonu 900’ er ul olarak eklendi.
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3.2.8 istatistiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analizinde Pearson Ki- Kare yontemi uygulanmistir.
Viriilans faktorlerinin ve Flukonazol MIK degerlerinin klinik materyallere gére
kiyaslanmasinda en fazla kdkenin izole edildigi idrar ve idrar dist diger klinik

materyallere ait izolatlar olmak tizere iki grup karsilagtirilmigtir.
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4. BULGULAR

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde 2002-2009 yillar arasinda

Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilen materyallerden izole edilen nadir rastlanan

albicans dis1 60 kandida kokeni ¢aligmaya alinmistir.

Kokenlerin 25” i (%41.6) C. lusitaniae, 12’ si (%20) C. intermedia, 4’ er tanesi
(%6.6) C. famata, C. dubliniensis, C. sake, 2’ ser tanesi (%3.3) C. inconspicua, C.

lipolytica, C. pulcherrima, C. utilis, 1’ er tanesi (%1.66) C. catenulata, C.

mellibiosica ve C. pelliculosa’ dir (Sekil 1). En fazla izole edilen iki kdken olan C.

lusitaniae ve C. intermedia’ nin toplami 37 olup tim kokenlerin %61,6° sini

olusturmaktadir ve bunlar siklik sirasina gore idrar, kan ve balgam orneklerinden

soyutlanmigtir (Tablo 1)

C. catenulata; 1 .
C. pelliculosa; 1

C. pulcherrima; 2 C. utilis; 2 C- mellibiosica; 1
C. lipolytica; 2 e
C.

inconspicua;
2

C. famata; 4

C.
dubliniensis;
4

mC.
mC.
uC.
uC.
mC.
uC.
uC.
mC.
. utilis
uC.
mC.

. pelliculosa

lusitaniae
intermedia
famata
dubliniensis
sake
inconspicua
lipolytica

pulcherrima

catenulata

mellibiosica

Sekil 1. 60 albicans dis1 kandida kdkeninin tiirlerine gore dagilima.
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Tablo 1. Kokenlerin Izole Edildikleri Klinik Materyale Goére Dagilimi

=
s
(=]
i
=
@)
C.lusitaniae |14 2 |5 |2 |1 |1 | -] -] -|-|-]-]-125
Ciintermedia | 6 | 2 | - [ 2| - -| -] 1| -] -] -]1]-]12
C. famata 3 -] - -] - -] -|-]--]1]-]-14
C.pulcherrima| 2 | - | - | -| -| -| -| -| -] -] -|-]-/]2
C.pelliculosa | - | 1| -| -| -] -| -] -]-]-1-]-1]-1]1
C.catenulata | 1| - | -| - | -| -| - -|-|-|-1]-1]-1]1
C.inconspicua | 1 | - | 1| -| -| -| -] -| -| -|-]-]-1]2
C.dubliniensis | 2 | 1 | = | - | -| -| - -| - -] -]-1]-]4
C. lipolytica SN T [ i i I I I S O A B i )
C. sake 1| -] -|-|1|-|1|-]1|-]-|-1]-]4
C.mellibiosica | - | - | 1| -| -| -| -] -| -] -|-]1-1]-1]1
C. utilis Sl - - -] - - - - -] -] -2
TOPLAM 30088421 1|1 ]1]1]1]1]1]60
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Sekil 2. 60 albicans dig1 Candida kokeninin izolasyon yillarina gore
dagilim.



4.1. Albicans dis1 kandida  kokenlerinde viriilans  faktorlerinin

degerlendirilmesi:
4.1.1. Salgisal asit proteinaz (SAP) aktivitesinin degerlendirilmesi:

Calismaya alinan 60 albicans dis1 kandida kokeninin 16’ sinda (%

26,6) proteinaz aktivitesi saptanmadi. Diger 44 kokenin 40’ inda SAP diizeyi
(%66,6) (+) iken, 4’ linde (%6,25) (++) olarak bulundu (Tablo 2).

Tablo 2. Candida tiirlerinin SAP aktivitesi oranlari

Salgisal Asit Proteinaz Uretim Diizeyi

Tiir adi N - A 4F -+
C. lusitaniae 25 5 19 1 -
C. intermedia 12 7 4 1 -
C. famata 4 - 4 - -
C. dubliniensis 4 1 3 - -
C. sake 4 - 3 1 -
C. inconspicua 2 - 2 - -
C. lipolytica 2 1 1 - -
C. pulcherrima 2 1 - 1 -
C. utilis 2 1 1 - -
C. catenulata 1 - 1 - -
C. mellibiosica 1 - 1 - -
C. pelliculosa 1 - 1 - -
TOPLAM 60 16 40 4 -

Kokenlerin, izole edildikleri klinik materyalin cinsine gore SAP iiretim diizeyleri

kiyaslandiginda;

Idrar izolatlarinin 23 iinde (%76,6) ve idrar dis1 diger izolatlarin 21 inde (%70)
SAP pozitif bulunmustur. Bu kiyaslamali sonuglar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamisgtir (p>0.05)

Kokenlerimiz arasinda en sik izole edilen C. lusitainae’ nin proteinaz aktivitesi
diger kokenlerin proteinaz aktivitesiyle karsilastirildiginda anlamli  farklilik

saptanmamustir. (p>0.05)
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4.1.2. Kokenlerin fosfolipaz aktivitesinin degerlendirilmesi:

Calismaya alinan 60 albicans disi candida kdkeninin 2’ sinde (% 3.125) (C.
dubliniensis, C. utilis) (+++), 1 tanesinde (%1.56) (C. utilis) ise (++) enzim aktivitesi

saptand1. Diger kokenlerde fosfolipaz aktivitesine rastlanmadi (Tablo 3).

Tablo 3. Candida tiirlerinin fosfolipaz aktivitesi oranlari

Fosfolipaz Uretim Diizeyi

Tiir ad1
C. lusitaniae 25 25 - - -
C. intermedia 12 12 - - -
C. famata 4 4 - - R
C. dubliniensis 4 3 - - 1
C. sake 4 4 - - -
C. inconspicua 2 2 - - -
C. lipolytica 2 2 - - -
C. pulcherrima 2 2 - - -
C. utilis 2 2 - 1 1
C. catenulata 1 1 - - -
C. mellibiosica 1 1 - - -
C. pelliculosa 1 1 - - -
TOPLAM 60 57 - 1 2

Kokenlerin, izole edildikleri klinik materyalin cinsine gore fosfolipaz iiretim

diizeyleri kiyaslandiginda;

Idrar izolatlarmin higbirinde fosfolipaz aktivitesi saptanmazken idrar dis1 diger
izolatlarin 3’ {inde (%10) pozitif bulunmustur. izolatlar arasinda klinik materyale
gore fosfolipaz aktivitesi yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

(p>0.05)

Kokenlerimiz arasinda en sik izole edilen C. lusitaniae ile diger tiirler
karsilastirildiginda fosfolipaz aktivitesi agisindan anlamli farklilik saptanmamustir.

(p>0.05)
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4.1.3. Kokenlerin esteraz aktivitesinin degerlendirilmesi:

Calismaya alman 60 albicans disi kandida kokeninden 9 u (%15) esteraz

iiretimi agisindan pozitif olarak bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. Candida tirlerinin esteraz aktivitesi oranlari

Esteraz Aktivites Diizeyi

Tiir adn -
. lusitaniae 25
. intermedia 12
. famata

[\
(9]
1

. dubliniensis

. sake

. inconspicua
. lipolytica

. pulcherrima
. utilis

—_— N = (N W N[O

1
—_—

. catenulata

. mellibiosica
. pelliculosa
TOPLAM

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

—_— == N NN

D
(=]

51 9

Kokenlerin, izole edildikleri klinik materyalin cinsine goére esteraz iiretim

diizeyleri kiyaslandiginda;

Idrar izolatlarimin 5° i (%16,7) ve diger idrar dis1 izolatlarin 4’ {inde (%13,3)
esteraz aktivitesi pozitif bulunmustur. Bu sonuclar istatistiksel olarak anlamh

bulunmamastir. (p>0.05)

Kokenlerimiz arasinda en sik izole edilen 25 C. lusitainae’ nin esteraz aktivitesi
goriilmezken diger tiirlere ait 35 kokenin 9’ unda (%25,7) esteraz aktivitesi

gbzlenmistir. Bu durum istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.006).
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4.1.4. Sivisik ortii liretiminin degerlendirilmesi:

Calismaya alinan 60 albicans dis1 kandida kokeni biofilm tiretimi agisindan
degerlendirildiginde 31’ 1 (% 51,6) negatif, 19° u (% 31,6) (+), 7" si (% 10.93) (++)
ve 3’ i (% 5) (+++) bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Candida tiirlerinin s1visik ortli aktivitesi oranlari

Swvisik Ortii Uretim Diizeyi
Tiir ad1
. lusitaniae 25 11
. intermedia 12
. famata
. dubliniensis

sake

. inconspicua
. lipolytica
. pulcherrima

. utilis

._._._._._._NNN\]+
1
1

. catenulata

. mellibiosica
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1
1
|

OO 0000000000
—_ = = (NN (NN (B
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1
1
1

. pelliculosa
TOPLAM

D
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w
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Kokenlerin, izole edildikleri klinik materyalin cinsine gore sivisik Ortii iiretim

diizeyleri kiyaslandiginda;

Idrar izolatlariin 19” unda (%63,3), idrar dis1 diger izolatlarin 10> unda (%3,3)
pozitif bulunmustur. Bu sonuglar karsilastirilan iki grup arasinda istatistiksel agidan

anlamli bir farklilig1 yansitmaktadir (p<0.02).

Kokenlerimiz arasinda en sik izole edilen C. lusitaniae’ nin biyofilm iiretimi
diger kokenlerin biyofilm iiretimi ile karsilastirildiginda ise anlamli farklilik

saptanmamustir. (p>0.05)
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4.1.5. Kokenlerin flukonazole kars1 duyarhliklarimin belirlenmesi:

Calismaya alinan toplam 2 C. inconspicua kokeninin ikisi de flukonazole
direngli bulunmustur (MIK:64 pg/ml). Bunun yan sira 2 C. lipolytica kdkeninin 17 i
ve 4 C. dubliniensis kékeninin 1” i (16 pg/ml), 2 C. utilis kékeninin 1’ i ve de 12 C.
intermedia kokeninin 17 i (32 pg/ml) doza bagh duyarli (DBD) olarak belirlenmistir
(Tablo 6).

Tablo 6. Kokenlerin Flukonazole Kars1 Duyarliliklar

Duyarhi | Duyarli(%) DBD (n) DBD (%) Direngli (n) Direngli (%)

(<8) (16-32) (>64)
C. lusitaniae 25 100
C. intermedia 11 91.66 1 %8.33
C. famata 4*
C. dubliniensis 4*
C. sake 4*
C. inconspicua 2%
C. lipoytica 1* 1*
C. pulcherrima 2%
C. utilis 1* 1*
C. catenulata 1*
C. mellibiosica 1*
C. pelliculosa 1*

*: Kokenlerin az sayida olmasi nedeniyle % deger bildirilmemistir.

Kokenlerin, izole edildikleri klinik materyalin cinsine gore flukonazol MIK

diizeyleri kiyaslandiginda;

Idrar ve idrar dis1 kokenlerin MIK degerleri karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Kokenlerimiz arasinda en sik izole edilen 25 C. lusitaniae izolatinin tamaminda
(%100), diger 35 izolatin 30’ unda (%85,7) MIK degeri < 8ug/ml (duyarl)
bulunmustur. Bu kiyaslamali sonuclar arasinda istatistiksel acidan fark, anlamlilik

siirinda olarak degerlendirilmistir (p=0.048) (Tablo 7).
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En fazla izolata sahip C.lusitaniae tiiriiniin 25 kokeninin flukonazol i¢in MIK 50

degeri 0,25 pg/ml ve MIK 90 degeri ise 1,0 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. albicans disi1 kandida kokenlerinin viriilans faktor iiretim diizeyleri ve
flukonazol MIK degerleri

Tiir Adi IZOlatlfl Izolatin As.lt Fosfolipaz | Esteraz |Sivisik Fluko_nazol
(n*) Kaynagy Numarast | . 082 | oy siitesi | Aktivitesi| Orti MIK
(n) Aktivitesi (ng/ml)
1
2 - - - ++ 1
3 + - - - 1
4 + - - - 0,25
5 + - - ek 0,5
6 - - - 2
. 7 - - = ++ 0,25
I((}rj)r 8 + ; ; + 0,5
9 + - - - 0,25
10 + - - - 0,5
11 + - - + 0,25
12 + - - - 0,25
13 + - - + 0,25
14 - - - 4 0,125
C. lusitaniae - - - -+ 0,5
(25)
} 2 + - - - 0,5
Balgam 17 + - - ++ 0,25
®)) 18 - - - R 0,5
19 s - - 4 0,25
+ - - ++ 0,25
k20
& n ] i ; 0,25
D(g“ ;g + ) ; + 0,25
+ - - - 0,5
Yara Stiriintiisti
(1) 24 + - - - 0.25
Doku 1
(1) 25 + - - -
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26

. 7| i R A
r - S S R )
30 - ’ * X 2
31 - - + + 1
+ - - - 0,25
C. intermedia o 32 ) ) ) i 8
(12) ) 33 _ i : _ 0,25
DTA 34 4+ - - 4t 0,5
(2) 35 - - - - 1
BAL 32
(1) 36 - - - -
PEG Siir. 2
(1) 37 - - + -
Idrar - = - - = 8’;2
39 + - - - >
C. famata 3) 40 N 0,5
“4) - - :
Ozefagus Siir. 0,5
1) 41 + - - +
Idrar 42 + - + + 1
) 43 + - + + 0,5
C. dubliniensis Kan )
“) (1) 44 - - - -
Periton 0,25
@)) 45 + e - -
Idrar 0,25
(1) 46 + = = +
Doku 2
C. sake (1) 47 + = + -
(4) Tirnak 0,5
(1) 48 ++ = - -
Kateter Ucu 0,5
(1) 49 + - - -
Idrar 64
C. inconspicua (D) 50 + - - +
2 Balgam 64
(1) 51 + - - ,
Kan 1
C. lipolytica (1) 52 + - + -
2) ETA 16
1 53 - - - +
C. pulcherrima Idrar 54 T+ ; ) n 0,5
(2) 2) 55 - - ; T+t 0,5
C. utilis Kan 2
(2) (1) 56 + +++ + +

38




Balgam 32
(D) 57 - ++ - -

C. catenulata Idrar 2
(1) (1) 58 4 - + +

C. mellibiosica Balgam 0,5
(1) (1) 59 + = = -

C. pelliculosa Kan 1
(1) (1) 60 + = = =

n*: izolat sayi1si

Tablo 7’ de de goriildiigii gibi yiiksek MIK diizeylerine sahip 2 C. inconspicua, 1
C. lipolytica, 1 C. utilis’ in virilans faktdrlerine baktigimizda yiiksek MIK

degerleriyle viriilans faktorleri arasinda bir baglant1 gézlenmemistir.
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5. TARTISMA

Kandidemi prevalanst ve etken tiirlerin dagilimlar1 ¢esitli arastirmalarla
belirlenmeye calisilmaktadir. Bunun nedeni son 20 yil i¢inde kandidemilerde ve
diger invazif kandidemi enfeksiyonlarmin sikhgindaki artistir. Ornegin; ABD’ de
180 hastanenin dahil oldugu National Nosocomial Infections Surveillance Sistemi
(NNIS) toplam kandidemi oranini 1980 yilinda %5,4, 1990’ da ise %9,9 olarak
belirlemistir (39). Ulusal Tayvan Universitesi Hastanesi ise kandidemi oranini 1981

yilindan 2000 yilina kadar tam 36 kat arttigin1 saptamstir (3).

Immiin sistemi baskilannms hasta sayismin yillar iginde giderek artmasi
nedeniyle firsat¢1 enfeksiyonlara yol acan yeni ya da yeniden giincellesen fungal
tirlerin ortaya ¢ikmasiyla albicans disi nadir rastlanan Candida tiirlerinin

tanimlanmas1 da giderek daha fazla 6nem kazanmugtir.

Ornegin; Arslan ve arkadaslarinin 22.426 kan kiiltiirii 6rneginden izole edilen
Candida tiirlerinin dagilimini saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 136 kandida
kokeninin 70° i C. albicans (%51,5) 17° si C. sake (% 12,5) 12° si C.
inconspicua/norvegensis (%38.,8), 9° u C. tropicalis (%6,6), 7° si C. parapsilosis
(%5,1), 4’ i C. dubliniensis (%2,9) 17’ si diger (%12,5) (3” i C. lusitaniae, 2’ si C.
famata, 1’ i C. utilis ) olarak saptamis olup buna gore albicans disi kandida oranini
%48,5 olarak belirlemiglerdir. Ayn1 ¢alismada C. sake ve C. inconspicua/
norvegensis’ e bagl kandidemi oranlar1 diger albicans disi kandidalardan daha
yiiksek bulunmugstur. Arastiricilar bunun nedenini 2004 yili igerisinde yeni dogan
servisindeki C. inconspicua/norvegensis’ in etken oldugu total parenteral nutrisyon
(TPN)’ a bagl bir hastane enfeksiyonu salgin1 meydana gelmesi ile aciklamislardir.
Aragtiricilar ayn1 yil iginde karsilastiklar1 kandidemili olgu sayisinin caligsma
kapsamindaki diger yillara gore yiiksek olmasinin da sonuglarda etkili olabilecegini

belirtmislerdir (3).

Calismamizda ise yillar iginde albicans disi nadir Candida tiirlerinin izolasyon
oranlar1 incelendiginde siirekli artis gozlenmemistir. Ancak, izolasyonun 2003 ve

2005 yillarinda pik yaptig: fakat ilerleyen yillarda diistiigii goriilmiistiir (SEKIL 2).
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Bu da bizim olas1 artis beklentimizin tersine bir sonu¢ olarak karsimiza ¢ikmustir.
Bununla beraber bulgularimizdaki pik yillar1 ile Arslan ve arkadaslarinin belirledigi
pik yil1 (2004) y1l1 arasinda bir paralellik oldugu da asikardir. Her iki ¢alismadaki bu

durum Tiirkiye i¢in donemsel bir nemi yansitabilir.

Albicans dist nadir Candida tiirlerinin sayisal dagilimina bakildiginda bu konuda
literatiirde smirli sayida calisma oldugu gozlenmistir. Ornegin; Barchiesi ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada 98 Candida izolat1 kullanilmistir. Bunlarin
16> s1 C. kefyr, 15” er tanesi C. famata, C. inconspicua, C. lusitaniae, C. pelliculosa,
13’ i C. guilliermondii ve 9’ u da C. lipolytica olarak tanimlanmistir (40). Siiziik ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada 19 klinik maya izolat1 ile yaptiklar1 ¢aligmada
nadir goriilen albicans disi nadir kandidalarin 1° i C. utilis, 1’ i C. sake ve 1’ i de C.
inconspicua olarak tamimlanmistir (41). Yang ve arkadaslarimin yaptiklart bir
calismada 6 aylik siirede 737 materyalden (kan, solunum, vajinal akinti 6rnegi ve
diger) izole edilen 775 kandida izolatinin 20’ si (% 2,7) C. dubliniensis, 8’ i (%1) C.
famata olarak tanimlanmistir (42). Coleman ve arkadaslarinin ¢alismasinda oral
kandidiyazli AIDS hastalarinin %32’ sinden ve yine oral kandidiyazli HIV (+)
bireylerin %27’ sinden C. dubliniensis izole edilmistir; buna karsilik HIV ile enfekte
ancak herhangi bir oral lezyonu olmayan hastalarin %19’ undan ve yine oral
kandidiyaz semptomlar1 olmayan AIDS’ 1i hastalarin % 25’ inden izole edilmistir.
HIV (-) ve saglikli kisilerde bu oran % 3’ tiir (43). Hamal ve arkadaslarinin 646
izolatla yaptiklar1 calismada 386 albicans dis1 kandida kdkeninin 14° i C. lusitaniae,
8’ 1 C. pelliculosa olarak tanimlanmistir (44). Kantarcioglu ve arkadaslarinin invazif
mantar enfeksiyonu olan hastalardan izole ettikleri 146 maya izolatinin 1’ inin C.

catenulata oldugu belirlenmistir (45).

Calismamizda ise 7 yillik izlemde laboratuvarimiza gonderilen 6rneklerden izole
ettigimiz 60 izolatin 25 i (%41.6) C. lusitaniae, 12’ si(%20) C. intermedia, 4er
tanesi (%6.6) C. famata, C. dubliniensis, C. sake, 2ser tanesi (%3.3) C. inconspicua,
C. lipolytica, C. pulcherrima, C. utilis, ler tanesi (%1.66) C. catenulata, C.
mellibiosica ve C. pelliculosa’ dir. Bu nadir tiirler agisindan ilgi g¢ekici bir durum
olarak literatiirde, kendi ¢alismamiz disinda C. mellibiosica’ nin 2 olguda kan

kiiltiirtinden etken olarak izole edildigini bildiren sadece tek bir yayina ulagabildik
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(46). Sonuglarimiza gore, hastanemizde yukaridaki caligmalardan farkli olarak C.
lusitaniae %41,6 orani ile en sik izole edilen nadir albicans dis1 Candida tiirii olarak
belirlenmigtir. Toplam 60 izolatin 30’ u (%50) idrar, 8’1 (%13,3) balgam, 8 i
(%13,3) kan, 4’ i (%6,6) DTA, 2’ si (%3,3) doku, ler tanesi de (%1,6) yara, tirnak,
BAL, kateter ucu, ETA, Ozefagus siirlintiisi, PEG siiriintiisii ve periton
materyalinden izole edilmistir. Idrar izolatlarinin ¢oklugu (%50) sistemik

enfeksiyonlarda idrar kiiltiirlerinin tanidaki 6nemini ortaya koymaktadir.

Albicans dis1 nadir Candida tiirlerine bagl enfeksiyonlarda artis goriilmekle
birlikte konak faktorlerinin yani 1sira bu tiirlerin sahip oldugu viriilans faktorlerinin
patogenezdeki rollerini irdeleyen genis kapsamli calismalar da yoktur. Bu
caligmalardan biri olan Pinto ve arkadaslarinin arastirmasinda, 232 klinik maya
izolatinin iginde yer alan 3 C. pulcherrima ve 1 C. famata kokenlerinin hig¢birinde
asit proteinaz aktivitesi saptanmamistir (47). Arsenijevic ve arkadaslarinin tamami
onikomikozlu olan 28 hastadan izole ettikleri 7 C. famata kokeninin hepsinde asit
proteinaz akivitesi saptamiglardir (48). Rodrigez ve arkadaslart HIV (+) hastalarin
oral kavitesinden ve yogun bakim iinitesindeki hastalarin kateter ve kan
orneklerinden izole edilmis 112 candida kokeninin 53’ iiniin albicans dis1 candida
oldugunu bunlarin da 37’ sinin (%69,8) proteinaz aktivitesinin pozitif oldugunu
bulmuslardir, bu kokenler arasinda kateterden izole edilen nadir tiirler olarak C.
famata (1)ve C. lusitaniae’ nin (5) hepsinde proteinaz aktivitesi saptanmistir (49).
Kantarcioglu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada invazif enfeksiyonlu hastalarin
cesitli klinik Orneklerinden izole edilen 4 C. lipolytica’ nin 3’ {inde proteinaz
aktivitesine rastlanirken, 1 C.lusitaniae’ nin proteinaz aktivitesi gostermedigi ortaya
konmustur (50). Benzer bicimde Oksiiz ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da tiimii
immiin sistemi baskilanmamuis, antifungal terapi gérmemis saglikli kisilerden izole
edilen 4 C. famata’ nin (1’ i tirogenital bdlgeden, 1’ i fekal, 2° si ise solunum
orneginden) 2’ sinde ve C. lusitaniae’ nin (1’ i oral kavite, digeri deriden) 2 kdkenin
ikisinde de proteinaz aktivitesi saptanmistir (51). Bizim ¢alisgmamizda ise 60 adet
albicans dis1 nadir tiirlerde yer alan kandida kokeninden 16 tanesinde (% 26,6)
proteinaz aktivitesi negatif saptanmistir. SAP aktivitesi saptanan 44 kokenimizin
etkinlik diizeyleri ise, 40 tanesinde (%66,6) (+) iken, 4 tanesinde (%26,6) (++) olarak

bulunmustur. Calismamizda en sik izole edilen 25 C. lusitaniae kdkeninin %80’ inin
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Costa ve Oksiiz’ {in sonuclarmi destekler sekilde yiiksek oranda proteinaz aktivitesi
gosterdigi saptanmustir. C. famata igin yaptgimiz analizde daha onceki ¢alismalara
benzer sekilde tiim izolatlarda proteinaz aktivitesi pozitif bulunmustur. C. lipolytica’
nin proteinaz aktivitesini inceledigimizde 2 izolatin 1° inin proteinaz aktivitesi
gosterdigini belirledik. (Tablo 2). Kantarcioglu ve arkadaslariun ¢alismasi da bizim

bu yondeki bulgumuzla uyumludur.

Calismamizda nadir albicans dis1 Candida tiirlerinin en sik iiretildigi materyal
olan idrar izolatlarinda %76,6 oraninda SAP etkinligi saptanirken, diger klinik
materyallerden liretilen izolatlarda bu oran %70 olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamsizdir (p>0,005), bu veri, nadir tiirlerin patojenitesinde SAP iiretiminin etkili
olabilecegini ancak farkli viicut bolgelerine gore bu etkinligin dilizeyinin
degismeyecegini gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda nadir albicans disi Candida
tiirii olarak en fazla izole edilen 25 adet C. lusitaniae kokeninin 20’ sinde ve diger
tirler kapsamina giren 35 kokenin 24’ {inde belirlenen SAP etkinligi istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik gostermemistir (p>0.05). Bu da nadir albicans disi
candida tiirlerine ait kdkenlerin herhangi birinin digerlerinden SAP iiretimine baglh

viriilans bakimindan farkli olamayacagini isaret etmektedir.

Viriilans faktorlerinden bir digeri olan fosfolipaz aktivitesinin arastirildig:
calismalardan biri olarak Pinto ve arkadaglarinin arastirmasinda, 232 klinik maya
izolatinin iginde yer alan 3 C. pulcherrima ve 1 C. famata kdkenlerinin hig¢birinde
fosfolipaz aktivitesi saptanmamustir (47). Costa ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
kan ve kateterden izole edilen 54 kandida kokeni oral kaviteden elde edilen 58
izolattan daha diisiik fosfolipaz aktivitesi gostermistir (49). Aymi calismada 5 C.
famata kokeninin 2’ sinde fosfolipaz aktivitesi goriiliirken 1 C. lusitaniae izolatinda
aktiviteye rastlanmamistir; fosfolipaz pozitif bulunan 2 koken kateter izolatidir.
Kantarcioglu ve arkadaslar1 35 albicans dis1 candida izolatinda fosfolipaz aktivite
diizeyini arastirmiglar 4 C. lipolytica ve 1 C. lusitaniae’ de aktivite saptamamiglardir
(50). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda 25 C. lustaniae ve 2 C. lipolytica’ nin
hi¢birinde fosfolipaz aktivitesi gozlenmemistir. Bir diger ¢alismada ise 4 C. famata’
nin 2’ sinde fosfolipaz aktivitesi bulunurken 2 adet C. lusitaniae’ nin higbirinde
rastlanmamustir (51). Scheid ve arkadaglarinin (2010) 48 adet C. albicans ve 24 adet
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C. dubliniensis ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda bu kokenlerin hi¢ birinde fosfolipaz
iretimine rastlanmamistir (52). Benzer olarak bizim ¢alismamizda da 4 C.
dubliniensis kokeninin 3’ {inde fosfolipaz aktivitesine rastlanmamustir; ancak 1’ inde
(+++) diizeyde fosfolipaz etkinligi saptanmistir; bu sonug tiiriin kendi kokenleri

arasinda degiskenlik olabilecegini ifade etmektedir.

Calismamizda 2 C. utilis kokeninin 1’ i (++) digeri ise (+++) diizeyinde
fosfolipaz pozitif bulunmustur; bu da bu nadir tiiriin fosfolipaz liretimi ile ilintili

viriilans potansiyelinin yiliksekligine dikkat cekmektedir (Tablo 3).

Calismamizda en fazla sayida yer alan 30 idrar izolatinin hig¢birinde fosfolipaz
aktivitesi saptanmazken, idrar digi kokenlerin 3’ iinde (%10) enzim etkinligi
saptanmistir ancak; aradaki fark istatistiksel agidan anlamsizdir. Buna gore
calismamizda viicut bolgelerine gore nadir tiirlerin fosfolipaz aktivitelerinin
etkilenmedigi ortaya konmustur. Ayrica en fazla izole edilen 25 adet C. lusitaniae
kokeninin higbirinde fosfolipaz iiretimi saptanmamistir. Buna karsin diger tiirler
grubunda yer alan 35 kdkenin sadece 3’ {inde bu etkinlik gézlenmistir. Ancak aradaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir. Bu sonug¢ nadir Candida tiirlerine bagh
enfeksiyonlarin patogenezinde fosfolipaz aktivitesinin onemli olmadigmin bir

gostergesi olabilir.

Incelenen bir diger enzim aktivitesi esterazdir. Bununla ilgili ulasabildigimiz
genis kapsamli bir ¢alismada aralarinda C. sake ve C. famata’ nin da bulundugu
cesitli klinik materyallerden izole edilen albicans dis1 candida tiirlerine ait 40
kokenin %73’ iinde fosfolipaz aktivitesi gozlenirken, kokenlerin esteraz enzimi
tiretimine bakildiginda ise 40 kokenin sadece (%35)’ 1 pozitif olarak bulunmugtur.
Ancak, bu kokenlerin arasinda yukaridaki nadir tirlerin yer alip almadigi

belirtilmemistir (53).

Bizim g¢alismamizdaki 12 C. intermedia kokeninin 3’ iinde, 4 C. dubliniensis
kokeninin 2’ sinde, 4 C. sake kokeninin 1’ inde, 2 C. lipolytica’ nin 1’ inde, 2 C.
utilis’ in 1’ inde ve 1 C. catenulata kokeninde esteraz pozitif bulunmustur. Toplamda

60 kokenin 9 (%]15) unda esteraz aktivitesi goriilmiistiir.
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Diger viriilans faktorleriyle benzer bir irdeleme olarak, 30 idrar izolatinin 5’ inde
(%16,7) ve idrar dis1 izolatlarin 4’ iinde (%13,3) saptanan esteraz etkinligi
istatistiksel agidan kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). En fazla
sayidaki izolat olan 25 C. lusitaniae kokeninin higbirinde esteraz {iretimi
goriilmezken diger tiirler grubuna ait 35 kokenin 9’ unda esteraz aktivitesi

gozlenmistir ve iki grup arasi farklilik istatistiksel agidan anlamlidir (Tablo 4).

Sonuglarimiza goére albicans disi nadir tiirlerin viicut bolgesine bagimli
olmaksizin fakat tiirle baglantili olarak farkli diizeyde esteraz enzimi

uretebileceklerini ileri surebiliriz.

Ancak, esteraz enzimi liretiminin viriilansla iliskisi halen tartigmalidir. Candida
albicans basta olmak {izere pek c¢ok caligmada klinik izolatlarin bu etkinligi
arastirilmakta olup, elde edilen verilerin esteraz aktivitesinin olas1 bir viriilans

faktorii olup olmadigina dair bir fikir birligi olusturacagini diisiinmekteyiz.

Mikroorganizmalarin enfeksiyon patogenezinde en Onemli faktorlerden biri
olarak tanimlanan sivigik Ortli iiretimi agisindan literatiirii arastirdigimizda nadir
tirlerin de c¢alisildig1 tek kaynak olarak Mumcuoglu ve arkadaslarinin yayimina
ulasabildik. Bu arastiricilar yaptiklar1 c¢alismada albicans dist1 40 kokenin 13
tanesinde sivigik Ortii tiretimi bildirilmistir fakat, ¢alismada yer alan C. sake ve C.

famata kokenlerinin etkinlik durumu ayrica belirtilmemisir (53).

Calismamizda 60 kokenin 19° u (+), 7° si (++), 3” U (+++) diizeyinde sivisik ortii

tiretimi bakimindan pozitiflik gosterirken 31 tanesi (-) bulunmustur (Tablo 5).

Bu oOnemli viriilans faktoriiniin farkli viicut bolgelerine gore iiretimini
irdeledigimizde 30 idrar izolatimizin %63,3’ linde ve idrar dis1 kdkenlerimizin %3,3’
tinde sivigik Ortli Uretimi saptadik. Bu farklilik istatistiksel ac¢idan anlamlidir
(p<0,02). Bu sonuca gore idrar yolu enfeksiyonlarinda nadir tiirlerin dahi sivisik ortii
tiretimine bagli yiliksek patojeniteye sahip olabilecegi Ozellikle mesane kateteri

bulunduran hastalar agisindan géz dniinde bulundurulmalidir.

Flukonazol en sik bagvurulan bir antifungal ila¢ olarak etkinlik diizeyi en ¢ok

arastirilan ajandir. Bu nedenle biz de nadir tiirlere ait kdkenlerimizin bu ilaca karsi
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duyarlilik durumlarini incelemeyi gerekli gordiik. Literatiirde bu degerlendirmeye

yonelik olarak diger parametrelere oranla oldukg¢a fazla caligmaya eristik.

Sebti ve aradaslarinin yaptiklari ¢calismada 974 germ tiip pozitif mayanin 22’ sini
C. dubliniensis olarak tanimlanmislar ve bu kokenlerin flukonazol MIK degerlerine

bakildiginda hepsinin flukonazole duyarli oldugunu bulmuslardir (54).

Asmundsdottir ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 9° u C. dubliniensis olmak
tizere 12 kandida kdkeninin flukonazol duyarliliklarina bakmiglar ve 9 kdkenin de

duyarli oldugunu tespit etmislerdir (55).

Siiziik ve arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada 228 izolat ile ¢alisilmis ve bunlarin
19’ u Candida cinsi olarak belirlenmistir. Bu 19 kokenin 11’ i C. albicans, 3’ i C.
tropicalis, 2’ si C. glabrata, 1’ i C. utilis, 1’ i C. sake ve 1’ i de C. inconspicua
olarak tamimlanmustir. Tiim bu kandida kokenlerinin flukonazol MIK degeri

saptandiginda hepsi bu antifungale duyarli bulunmustur (41).

Becerra ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada 29 kan dolasimi enfeksiyonu
olgusundan izole edilmis olan 12 (%41) kandida kokeninin 1° i C. lipolytica olup,
flukonazole duyarli bulunmustur (56).

Bedini ve ark yaptiklar1 calismada kandan izole edilen toplam 94 kandida
izolatimin 2° si C. lusitaniae, 1’ i de C. pelliculosa olarak belirlenmis ve hepsi

flukonazole duyarli bulunmustur (57).

Sneha ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada, HIV ile enfekte hastalarin oral
lezyonlarindan izole edilen 132 kandida izolatinin 22 tanesini C. dubliniensis olarak
belirlemislerdir. Tiim C. dubliniensis kokenlerinin flukonazole karsi duyarliligi
incelendiginde 12 duyarli, 5 doza bagh duyarli, 5 direngli koken tespit etmislerdir
(58).

Badiee ve arkadaslar yaptiklari calismada HIV ile enfekte hastalarin orofarenks
ve vajinal orneklerinden izole ettikleri toplam 359 kdkenin 31’ ini C. dubliniensis
olarak tanimlanmig ve 31 kokenin de 2 tanesini flukonazole karsi direngli

bulmusglardir (59).
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Torres ve arkadaslar1 yaptiklari calismada immiin sistemi baskilanmig
hastalardan izole ettikleri 90 kandida kokeninin 2’ sini C. lusitaniae olarak
tanimlamiglardir. Bu 2 kdkenin 1° 1 flukonazole karsi duyarli bulunurken 1° i de

doza bagli duyarli (DBD) olarak tespit edilmistir (60).

Kalkanc1 ve arkadaglar1 4 yeni dogan hastadan izole ettikleri 4 C. pelliculosa
kokeninde flukonazol MIK degerlerine bakmislar ve 4 kdkenin de DBD oldugunu
tespit etmislerdir (61).

Barchiesi ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada 98 klinik kandida izolatinin
16> sim1 C. kefyr, 15 er tanesini C. famata, C. inconspicua, C. lusitaniae, C.
pelliculosa, 13° {nii C. guilliermondii ve 9’unu da C. lipolytica olarak
tanimlamiglardir. Kokenlere uygulanan flukonazol duyarlilik testi sonucu; C. kefyr
kokeninin %7’ si, C. famata kokeninin %40’ 1, C. inconspicua kokeninin %87’ si, C.
pelliculosa kokeninin %53°1, C. guilliermondii kokeninin %23’ i ve C. lipolytica
kokeninin % 56’ s1 8 pug/ml’ nin iizerinde MIK degerleri verirken, C. lusitaniae’ nin

tiim kokenleri bu degerin altinda tespit edilmistir (40).

Kantarcioglu ve arkadaslarinin invazif mantar enfeksiyonu olan hastalardan
izole ettikleri 146 maya ile yaptiklar1 ¢aligmada kdkenlerin 97’ sinin (%66,4) C.
albicans, 49’ unun ise (%33,6) albicans dis1 candida oldugu belirlenmistir. Albicans
dis1 kandida kokenlerinin 6” s1 (%4,1) C. glabrata, 4’ 1i(%2,7) C. kefyr, 6” s1 (%4,1)
C. krusei, 3’ 1 (%2) C. lipolytica, ler tanesi(%0,7) C. lusitaniae ve C. catenulata
(%0,7), 8 1(%S5,5) C. parapsilosis, 2° si (%1,4) C. rugosa, 12’ si ise (%8,2) C.
tropicalis olarak tammlanmustir. Bu kokenlerin flukonazol MIK degerlerine
bakildiginda 1 C. catenulata ve 1 C. lusitaniae kokeninin flukonazole direngli; 3 C.
lipolytica kokeninin hepsinin flukonazole duyarli oldugu tespit edilmistir. Toplamda
21 C. albicans (%21,6) ve 19 albicans dis1 kandida (%38,8) kokeni flukonazole
direngli bulunmustur (45).

D’antonio ve arkadaslar1 hematolojik malignansisi olan ve fungal hepatitli 3
hastadan izole ettikleri 3 C. inconspicua kokeninin tamamini flukonazole direngli

olarak tespit etmislerdir (62).
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Mevcut literatiir verilerine gore 6zellikle zemininde ciddi sistemik hastaliklar
bulunan hasta gruplarinda nadir Candida tiirlerinde flukonazole karsi MIK
degerlerinde ylikseklik ve hatta diren¢ gelisimi goze c¢arpmaktadir. Bu durum
izolasyon sikliklar1 az da olsa yeni gilincellesen nadir tiirlerin de kritik hasta
gruplarinda flukonazole kars1 primer ya da sekonder direng gelistirebilecegini ortaya
koymaktadir. Calismada en fazla izolati i¢eren C.lusitaniae (n=25) kokenlerimizin bu
ilag i¢in MIK 50 degeri 0,25 ve MIiK 90 degeri 1,0 p/ml olarak belirlenmistir. Bu
veriler, yeni giincellesen bir tiir olarak C.lusitaniae izolatlarinda flukonazol direnci

acisindan yakin bir tehditle kars1 karsiya olmadigimizi gostermektedir (Tablo 7).

Calismamizda kokenlerimizin flukonazole karsi duyarliliklarint inceledigimizde
60 albicans dis1 kandida kokeni arasindaki 2 C. inconspicua kokeninin 2’ sinin de
flukonazole direngli oldugu sonucunu aldik. D’ antonio ve arkadaslarinin ¢aligsmasi
da bizim bulgularimiz1 destekler yondedir. Yine kendi calismamizin bir sonucu
olarak 12 C. intermedia’ nin 1’ i, 2 C. utilis’ in 1’ i ve 2 C. lipolytica’ nin 1’ i doza
bagl duyarli olarak bulunmustur. Barchiesi ve arkadaglarimin ¢alismasinda da C.
lipolytica kokenlerinin %56’ sinda 8 pg/ml’ nin iizerinde MiK saptanmistir. Calisma
sayist az olmakla birlikte C. lipolytica kokeni igin bu sonuglara gére MIK
degerlerinin artisinda bir egilim géze ¢arpmaktadir. Dolayisiyla kritik hastalarda bu
tiirlin izole edilmesi durumunda flukonazole karsi duyarliligimin belirlenmesi

gerektigini sOyleyebiliriz.

Calismamizdaki 30 idrar izolatinin 1’ 1 ve 30 idrar dis1 izolatin 4’ i flukonazole
karst DBD ya da direngli olarak nitelendirilen yiiksek MIK diizeyleri vermislerdir.
Ancak, iki grup arasindaki bu farklilik istatistiksel agidan anlamli degildir (p>0.05).
Ayrica 25 C. lusitaniae kékeni flukonazole karst <8 pg/ml MIK degeri verirken
diger tiirler altinda toplanan 35 kokenin 30° unda aym deger saptanmustir. iki grup
arasindaki fark, C. lusitaniae dis1 tiirlerdeki yiiksek MIK diizeyine sahip kokenlerin
sayisina bagli olarak istatistiksel acidan sinirda anlamli olarak belirlenmistir
(p=0.048), (Tablo 7). Bu istatistiksel veriler nadir tiirlerin viicut bolgelerine gore
flukonazole kars1 duyarhiliklarinin degiskenlik gostermeyebilecegini fakat, C.

lusitaniae digindaki nadir tiirlerde bu ilaca karst MIK diizeyinin > 8ug/ ml
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olabilecegini ve oOzellikle durumu kritik hastalarin izolatlar1 i¢in duyarlilik testi

yapilmasinin énemini vurgulamaktadir.

Calismamizdaki bir C. lipolytica kékeni igin flukonazol duyarliligi ¢alismasinin
tiim tekrarlarinda bulaniklik izinin siirmesi (trailing end point) durumu goézlenmistir.

3

Bu veri 1s1ginda C. lipolytica kokenlerinde karsilasilabilecek ve “yanlis direngli”

yorumuna yol acabilecek bu soruna dikkat edilmelidir.

Sonug olarak ¢alismamizin tiimii irdelendiginde klinik agidan en dikkat cekici

noktalar;

i.  Yeni giincellesen nadir albicans dis1 tiirler arasinda en sik izole edilen C.
lusitaniae olmustur.

ii.  Nadir ve yeni giincellesen albicans disi tiirlerin en fazla idrar 6rneklerinden
izole edilmis olmas1 ve mikroorganizmalarin en dnemli viriilans faktorlerinin
basinda gelen biyofilm iiretiminin de yine idrar izolatlarinda saptanmasidir.
Bu veriler, sistemik mantar enfeksiyonlarina kaynak olusturabilmede idrar

orneklerindeki liremelerin 6nemini bir kez daha ortaya koymustur.

Nadir ve yeni giincellesen kandidalara bagli enfeksiyonlarin sikliginda giiniimiiz
kosullarinda giderek artis olacagi dngoriisiine dayanarak, mikoloji laboratuvarlarinda
taniya yonelik islemlerin yani sira, izolatlarin viriilans faktorlerinin ve antifungal
duyarliliklarinin da arastirilarak, sonuglarinin klinik ile birlikte degerlendirilmesinin

tedaviyi yonlendirmeye katkisi olacagi goriisiindeyiz.

49



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Ovgii Soyadi CELIK
Dogum Yeri Uskiidar Dogum Tarihi 16.01.1988
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 29914712892
E-mail ovgu_celikl @hotmail.com | Tel 0534 463 46 83
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans Marmara Universitesi - Saglik Bilimleri Enstitiisii -T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Lisans Balikesir Universitesi — Fen-Edebiyat Fakiiltesi — Biyoloji {2008
Lise Suadiye Hac1 Mustafa Tarman Lisesi 2004

is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Mikrobiyoloji Uriin Yoneticisi CDK Tibbi Malzeme Tic. Ltd. Sti. 2011-
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Cok iyi lyi lyi
* Cok 1iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Yabanci Dil Smav Notu *
KPDS |UDS IELTS | TOEFLIBT |TOEFLPBT |TOEFL CBT |FCE CAE CPE
64 67.5

# Basarilmis birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir

# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Sinavi; IELTS: International

English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-Based Test TOEFL PBT:
Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-
Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in

English

Sayisal

Esit Agirhk

Sozel

LES Puam

81

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

*Cok iy1, iyi, orta, zay1f olarak degerlendirin

Uluslararasi ve Ulusal Yaymlari/Bildirileri/Sertifikalari/Odiilleri/Diger




SAYT: B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/ Yy
ILGI:

25.06.2009
Sayin : Dog.Dr. Nilgiin CERIKCIOGLU
MARiYC-2009-O285 protokol nolu “ Klink érmeklerden izole edilen yeni

giincellesen albicans dis1 Candida kékenlerinin viriilans faktorlerinin ve flukonazole kars:

duyarliliklarimn belirlenmesi” isimli projeniz Fakiiltemiz Arastirma Etik Kurulu tarafindan
incelenerek onaylanmustir.




