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Cesitli Candida Tiirlerinde
Viriilansin Degerlendirilmesi:
In Vitro ve In Vivo Calisma

Evaluation of Virulence in Various
Candida Species: In Vitro and In Vivo Study

OZET Amag: Bu calismada notropenik olmayan 85 hastanin kan 6rneklerinden izole edilen Can-
dida kokenlerinin in vitro viriilans 6zelliklerine ve in vivo (farelerde) doku invazyonlarina bakil-
di. Gereg ve Yontemler: Viriilans testleri hastalarin tek kokenlerinde (85 izolat) denendi. Yiizey
hidrofobisite, epitel hiicrelerine baglanma, fosfolipaz ve proteinaz enzim aktivitesi in vitro dl¢iilen
viriilans faktorleriydi. Farelere (Swiss albino) fosfat tampnlu tuzlu su iginde sulandirilan kékenler
kuyruk veninden verildi. Bulgular: Sebat eden tiremelerden elde edilen kékenlerin in vitro élgiilen
viriilanslari, bir kez tireme olanlardan daha yiiksek bulunmadi. Fosfolipaz aktivitesi sadece C.albi-
cans kokenlerinde tespit edildi ve C.albicans kokenlerinin %87.5’1 in vivo doku invazyonu yapt.
Doku invazyonu yapmayan tek koken ise in vitro enzim aktivitesi géstermeyen kokendi. Fosfoli-
paz olusturmayan diger tiirlerin in vitro viriilanslar1 C.albicans'tan daha diisiiktii. Viriilansi en dii-
stik tiir ise C.krusei olarak belirlendi. Genel olarak doku invazyonu ile enzim (fosfolipaz ve/veya
proteinaz) salgilanmasi arasinda anlamh olarak iligki bulunmasi, enzim saliniminin invazyonda ade-
ziv 6zellikten daha 6n planda oldugunu diisiindiirdii. Ancak proteinaz salinim yiiksek olan C. pa-
rapsilosis kokenlerinde invazyonun olmamasi ilging bir bulguydu. Sonug: Candida tiirleri farkli in
vivo ve in vitro viriilans faktérlerine sahip oldugundan dolays, klinik izolatlarin tiir diizeyinde isim-
lendirilmesinin gergekten 6nemli oldugu bu ¢alismayla vurgulanmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Fungemi; viriilans faktorleri; hiicre yapigsmasi; lizofosfolipaz

ABSTRACT Objective: In vitro virulence features of Candida strains isolated from blood specimens
of 85 non-neutropenic patients, and in vivo (murine) tissue invasions were assessed in this study.
Material and Methods: Virulence tests were examined at a single strain (85 isolates) of the pati-
ents. Surface hydrophobicity, attachment to epithelial cells, phospholipase and proteinase enzyme
activity were examined in vitro virulence factors. Strains diluted with PBS were inoculated thro-
ugh the tail veins of the mice (Swiss albino). Results: In vitro virulence of the persisting strains
was not higher than the ones which were isolated only once. Phospholipase activity was only de-
tected in C.albicans strains and 87.5% of the C.albicans strains showed tissue invasion. The only
strain that did not demonstrate tissue invasion was the one which showed no in vitro enzyme ac-
tivity. In vitro virulence of the other species which do not produce phospholipase were lower
than C.albicans. The species with the lowest virulence was found to be C.krusei. Significant cor-
relation between tissue invasion and enzyme secretion (phospholipase and/or proteinase) sug-
gests that enzyme secretion was more impotant than adhesive property for invasion. However, the
absence of invasion in C.parapsilosis strains with high proteinase secretion was an interesting fin-
ding. Conclusion: It was highlighted in this study that the identification of the clinical isolates at
the species level is really important as Candida species had different in vivo and in vitro virulen-
ce factors.

Key Words: Fungemia; virulence factors; cell adhesion; lysophospholipase
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andida tiirleri her ne kadar diisiik viriilansh
C mikroorganizmalar olarak degerlendirilirse

de modern tiptaki gelismelere paralel olarak
ozellikle biiyiik egitim veren hastanelerde (>500
yatak) patojen olarak izolasyonlar1 hizla artmakta-
dir.! Candida tiirlerinin hastalik yapmalarinda,
“hiicre duvar ve zar1” ile “hiicre digina salinan en-
zimler” en 6nemli rolii oynar. Hiicre duvari ve za-
rinin viriilans ile ilgili en énemli islevi adezyonda
oynadig1 roldiir. Adezyonun 6nemi son yillarda
daha iyi anlagilmis olup bu konuda giderek artan sa-
yida caligmalar yapilmaktadir. Bu c¢aligmalarin
amaci1 molekiiler diizeyde adezyon mekanizmasini
anlamak ve in vivo adezyonu engelleyerek enfeksi-
yonlar: 6nlemektir.??

Onceki yillarda tavuk embriyosu koriyoallen-
toik zarini enfekte eden C. albicans blastospor ve
hiflerinde, diger arastirmacilar gibi hiicre zarina
yakin lokalizasyonda fosfolipaz A ve lizofosfolipaz
enzimleri tespit edilmis ve bu enzimlerin cevreye
salinmasiyla maya hiicrelerinin kendilerine yol
acarak invazyon yaptiklari gosterilmistir. Daha
sonraki yillarda ise yiiksek fosfolipaz aktivitesine
sahip C. albicans izolatlarinin yanak epitel hiicre-
lerine daha iyi baglandig1 ve farelerde daha pato-
jen oldugunun gosterilmesi, enzimin viriilansla
iligkisini pekistirmigtir.*

Viriilansta 6nemli oldugu diisiiniilen bir diger
ekstraselliiler enzim proteinaz, ilk kez 1964 yilinda
tanimlanmgtir. C. albicans ve diger bazi Candida
tiirlerinin bu enzimi salgiladiklar: belirlenmistir.>
' In vitro ¢aligmalarda proteinaz enziminin, fizyo-
lojik o6nemi olan albimin, immungloblin,
laktoferrin, laktoperoksidaz, miisin gibi substratlar
sindirdikleri saptanmigtir.® Diger bazi caligmalarda
ise epidermisin st tabakasinda yer alan, ekzojen
patojenlere karsi savunma iglevi goren ve sistatin A
olarak isimlendirilen epidermal sistein proteinaz
inhibitoriiniin, Candida proteinazi tarafindan yi-
kildig: tesbit edilmistir. Bu ¢aligmalar proteinaz en-
zimi salan Candida tirlerinin, viicutta bulunan pek
¢ok koruyucu proteini parcalayarak daha kolay in-

vazyon yapabildigini gostermektedir.'>'3

Candida tiirlerine ait cesitli viriilans faktorleri
ayr1 ayr1 denenerek bir¢ok in vitro ve in vivo ¢a-
ligmalarda olctilebilmektedir. Ancak son yillarda
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kandidozlarin patogenezi incelendigi zaman higbir
faktoriin tek basina her tiirlii enfeksiyonda tetikle-
yici olmayacag: fikri de 6ne ¢ikmaktadir. Bu calis-
manin amacit kandidemi etkeni c¢esitli Candida
tlrlerinin viriillans faktorlerinin toplu olarak in
vitro ve in vivo olarak degerlendirilmesi ve kandi-
demi patogenezinin anlasilmasina katkida bulun-
maktir.

I GEREC VE YONTEMLER

KOKENLER

Galigmada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Has-
tanesi'nin degisik kliniklerinde yatan 85 hastanin
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’na gonderilen kan 6rneklerinde iireyen Can-
dida kokenleri kullanildi. Kokenlerin tiir ve biyo-
tip ayrimlarinda germ tiip testi, klamidospor
olusumu, koloni tipi, asimilasyon paternleri (API
20 C AUX, France) ve cesitli fizyolojik 6zellikle-
rinden (s1v1 besiyerinde zar olusturarak iireme gibi)
yararlanildi.'* Biyotipi ayn:1 olmak kosuluyla her
hastanin bir izolat: viriilans testlerinde kullanildi.

IN VITRO VIRULANS TESTLERI

Kokenlerin adeziv 6zellikleri “yiizey hidrofobisite”
ve “epitel hiicrelerine baglanma” yetenekleriyle 61-
clildii. Ekstraselliiler enzimlerden ise “fosfolipaz”
ve “proteinaz” aktivitelerine bakildi. Ayrica L.J.
Douglas’dan alinmis adeziv 6zellikleri iyi bilinen
C. albicans GDH 2346 kokeni (Glasgow, UK) ve R.
Riichel’den elde edilmis enzim aktiviteleri iyi bili-
nen C. albicans CBS 2730 kokeni (Almanya) kont-
rol kokenler olarak kullanildi.

YUZEY HIDROFOBISITE TESTI

Bu deneyler igin polistiren mikrokiire yontemi kul-
lanildi." Stoklarda bulunan izolatlar Sabouraud
dekstroz agarda (SDA) iiretildi ve daha sonra 250
ml’lik Erlenmayer i¢inde bulunan 500 mM galak-
toz igceren 50 ml Yeast Nitrogen Base (YNB) besi-
yerine aktarildi. Kirksekiz saat aralarla 37°C’da
birinci ve ikinci pasajlar yapildi. Tkinci pasajdan
sonra elde edilen maya siispansiyonu 2500 devirde,
bes dakika, 4°C’de ¢evrilerek buzlu suda tutulan
soguk 0.05 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisiyle
(pH 7.2) ti¢ kez y1ikandi. Elde edilen ¢okelti Thoma
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laminda sayilarak 2x10® maya hiicresi/ml olacak se-
kilde sulandirilda.

Hidrofobisiteyi degerlendirebilmek icin hid-
rofobik iligkiye uygun, 0.801 + 0.001 mm ¢apinda,
negatif yiiklii polistiren lateks boncuklar kullanilda.
Stok boncuklarin dokuz mI’si yine soguk 0.05 M
sodyum fosfat tampon ¢o6zeltisiyle (2 ml) sulandi-
rild1 ve boylece kabaca 9.02x10® boncuk/m1'lik siis-
pansiyon hidrofobisite deneyleri i¢in hazirlandi.

Hazirlanan soguk maya siispansiyonundan 0.1
ml, soguk boncuk stispansiyonundan 0.1 ml alina-
rak elde edilen karisim hizla oda 1sisina getirildi,
vorteks karistiricida yiiksek devirde 30 sn islem ya-
puldy, karisimdan bir damla lam tizerine alinarak la-
melle kapatilip 100x’lik biiyiitmeyle incelendi.
Sayilan maya hiicrelerinden, ii¢ veya daha fazla
boncuk baglanmis olanlarin yiizdesi, hidrofobik
ozellik olarak degerlendirildi.

EPITEL HOCRELERINE BAGLANMA (ADEZYON) TESTI

Kokenlerin adezyon yeteneklerini dl¢gmek icin
yanak mukoza hiicrelerinden yararlanildi. Epitel
hiicreleri, hep ayni kisiden ve yaklasik olarak
gliniin ayni zamaninda olmak {izere yanagin i¢ kis-
mina steril ekiivyon siiriilerek toplandi. Steril 0.1
M fosfat tamponlu tuzlu su (PBS, pH 7.2) ¢6zelti-
siyle ii¢ kez yikanan epitel hiicreleri, Thoma la-
minda sayilarak 1x10° epitel hiicresi/ml olacak
sekilde sulandirildi.

Stok kokenler, SDA’da 37°C’de iiretildikten
sonra, olusan kolonilerinden besi, 250 mI'lik Erlen-
mayer kaplarda bulunan, 500 mM galaktoz iceren 50
ml YNB (yeast nitrogen base) besiyerine ekildi. Cal-
kalayic1 ortamda 37° C'de 24 saatlik enkiibasyondan
sonra 2500 devirde bes dakika cevrilerek kokenler
¢oktiriildii ve ii¢ kez 0.1 M PBS ile yikandi. Daha
sonra yine Thoma laminda sayilarak 1x107 maya
hiicresi/ml olacak sekilde 0.1 M PBS’de sulandirim
yapildi.

Sulandirilmis ve yogunluklar1 ayarlanmig
maya hiicreleriyle epitel hiicrelerinden 0.1’er ml
alinarak karigtirildi ve elde edilen karigim 45 da-
kika 37° C’de galkalayici etiivde enkiibe edildi. En-
kitbasyon sonras: karisim, por ¢aplar: 12 mm olan
seffaf polikarbonat filtrelerden (Millipore, UK) sii-
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ziildii ve 60 ml1 0.1 M PBS ile yikandi. Béylece epi-
tel hiicreleri ve epitel hiicrelerine bagli mayalar
filtre {izerinde tutulurken, baglanamayanlarin por-
lardan siiziilmesi saglandi. Daha sonra seffaf filtre
oda 1s1sinda kurumaya birakild: ve bir hacim ase-
ton, bir hacim metanol karigimiyla 15 dakika tesbit
edildi. Gram y6ntemiyle boyandiktan sonra, tizeri
lamelle kapatilarak 40x’1ik objektifle incelendi. Her
filtrede 100 epitel hiicresi ve bunlara baglanan
maya hiicreleri sayild:.

FOSFOLIPAZ ENZIM AKTIVITESI TESTI

Ekstraselliiler enzimlerden fosfolipaz aktivitesinin
tayini i¢cin Samaranyake tarafindan modifiye edil-
mig, Price ve ark.nin yontemi kullanildi.’®!” Stok-
tan alimip SDA’da 37°Cde 18-24
canlandirilan kokenlerin enzim aktivitelerine, %8

saatte

yumurta sarisi ve sitrik asit-disodyum fosfat tam-
pon (pH 4.2) iceren besiyerinde bakildi. Canlan-
dirma igleminden sonra kokenler steril serum
fizyolojik icinde Mc Farland 0.5’e gore ayarlanarak
stispansiyon haline getirildi ve %8 yumurta sarisi
iceren besiyerine 6l¢iilii 6zeyle (0.01 ml) yiizeyine
degecek sekilde ekim yapildi. Nemli ortamda,
37°C’de dort giin enkiibe edildikten sonra fosfoli-
paz aktivitesi tayin edildi. Fosfolipaz aktivitesi (Pz
degeri) koloni ¢apinin, koloni ¢apiyla presipite
olmus zon toplamina orani olarak hesaplandi. Pz
degeri 1 olanlar fosfolipaz aktivitesi olumsuz, <1
olanlar olumlu olarak degerlendirildi.

PROTEINAZ ENZIM AKTIVITESI TESTI

Candida’larin proteinaz aktivitesini 6l¢gmede tek
azot kaynagi olarak %1’lik sigir serum albiimini
iceren kat1 besiyeri kullanildi. Stoktan alinip
SDA’da iiretilen maya kolonilerinden yeast eks-
trakt pepton dekstroz (YEPD) sivi besiyerinde
30°C’de, dort saat sonra yaklagik Mc Farland 0.5
yogunlugunda siispansiyon elde edildi. Daha sonra
bu siispansiyondan 10 ml alind: ve %1 sigir serum
albiimini igeren kat1 besiyerinde dizili bulunan 6
mm c¢apindaki steril kagit diskler (Whatmann No
2) tizerine damlatildi. Yedi giin 30°C'de enkiibas-
yona birakildi. Yedi giiniin sonunda kiltiirler
amido black igeren protein boyasiyla boyand1. Yi-
kayarak renk giderme isleminden sonra, proteinin
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parcalandig lizis zonlarindan boya geri verildigi
i¢in zon olusturanlar “proteolitik aktivitesi olanlar”
olarak degerlendirildi.

IN VivO DENEYLER

In vitro deneylerde diisiik ve yiiksek viriilansh ola-
rak kargimiza ¢ikan degisik tiirlere ait 22 koken fa-
relere damar yolu ile verilerek karaciger ve dalak
dokular: invazyon agisindan degerlendirildi. Yak-
lagik 40 gram agirliginda erkek farelere (Swiss al-
bino) 107 maya/ml olacak sekilde 0.1 M PBS i¢inde
sulandirilan kékenler kuyruk veninden 0.2 ml ve-
rildi.’® Birinci ginden sonra 10 giin iginde 6len fa-
relerin karaciger ve dalak dokular: alindi. Daha
sonra 10 ml 0.1 M PBS ile ezilerek 0.01 ml kanh
agara ekildi. 10 giine kadar 6lmeyen fareler 10.
glinlin sonunda 6ldiiriilerek dokular1 ayni1 sekilde
isleme alindi. Fareler tizerinde yapilan deneyler
“Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi
Kilavuzu” (www.nap.edu/catolog/5140.html) pren-
sipleri dogrultusunda yapildi. Calisma igin yerel
etik komiteden onay alindu.

istatistiksel yontem

Kiimelerin belirlenmesi i¢in ¢ok degiskenli istatis-
tiksel analizlerden hiyerarsik kiimeleme analizi
kullanildi. Bireyler arasindaki benzerlik i¢in karigik
veri seti olmasindan dolay1 Gower benzerlik katsa-
yist hesaplandi. Hiyerarsik kiimeleme yontemi ile
yapilan kiimeleme analizinde tam baglant1 yontemi
kullanilda.

Kiimelerin olusmasinda etkili olan degisken-
lerin belirlenmesi i¢in Kruskal Wallis testi, Mann
Whitney U testi, ki-kare testi ve Fisher’in Kesin Ki-
kare testi kullanildi.

Verilerin analizinde Clustan Graphics 8.0 ve
SPSS 13.0 programlar: kullanildi.

I BULGULAR

Calismamizda Haziran-1995 / Aralik-1997 tarihleri
arasinda hastanemiz gesitli kliniklerinde takip edi-
len ve notropenik olmayan 85 hastanin kan 6rnek-
lerinde iireyen Candida kokenleri kullanild.
Uremelerin yaklasik 2/3’ sinin C. albicans dis1 tiir-
lerden (%63.5) olustugu dikkati ¢ekmekteydi. En
fazla izole edilen tiir C. parapsilosis olarak belir-
lendi.

Tablo 1’de viriilans faktorlerinin tiirler arasin-
daki toplam dagilimi goriilmektedir. C. albicans ko-
hi¢cbir  koken
olusturmuyordu. Tim tiirlerin kokenleri arasinda

kenleri disinda fosfolipaz
proteinaz salgilanmaktaydi. Ancak, bu 6zellik C. al-
bicans ve C. parapsilosis kokenleri arasinda belir-
ginken, C. tropicalis ve C. krusei kokenlerinin ¢ogu
negatif olarak bulundu. C. albicans ve C. tropica-
lisin adezyon ortalamalar: diger iki tiirden daha
yiiksekti. En hidrofobik olarak C. parapsilosis ve C.
tropicalis bulundu. C. kruserde ise higbir viriilans
faktorii belirgin olarak dne ¢ikmadi.

Kan kiltiriinden sadece bir izolasyon olan
kandidemili olgu izolatlar: ile birden fazla izolas-
yon olanlarda in vitro virulans faktorleri karsilagti-
rild1. Fosfolipazi sadece C. albicans salgiliyordu ve
pozitif olanlarin tek iiremeliler ve birden fazla tire-
mesi olanlardaki dagilimi arasinda anlamh bir fark
bulunamadi (p> 0.05) (Tablo 2). Ayni anlamsiz bul-
gunun, proteinaz enzim salinimina baktigimizda,
C. albicans ve C. parapsilosis igin de gegerli oldugu
saptandi (p> 0.05). C. tropicalis ve C. krusei koken-
leri arasinda proteinaz olusturanlarin sayist zaten
azdi. Ancak, enzim salgilayanlarin birden fazla iire-
meliler arasinda olmas: dikkat ¢ekiyordu. Yiiksek
adeziv ve hidrofobik 6zellikteki kokenler yine bir-

TABLO 1: Virilans faktorlerinin turler arasindaki toplam dagilimi.

Tiirler (n) C. parapsilosis (33) C. albicans (31) C. tropicalis (11) C. krusei (10)
Fosfolipaz olusturanlar - 26 (% 84) = =
Proteinaz olusturanlar 28 (%85) 28 (%90) 2 (%18) 1(%10)
Adezyon {ort + SD) 946+ 96.7 453 +393.1 375+ 467.9 31.7+ 303
Hidrofobisite (ort + SD) 88.2 + 23.6 27 +251 86.5 + 25.3 52.8 +28.3
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TABLO 2: Viriilans faktorlerinin tek Gremeli ve birden
fazla Uremeli kbkenler arasindaki dagilimi.
N ) Bir kez Birden fazla
Viriilans faktorleri / Kokenlerin . . . .
. uremeli uremeli
lireme sayisi (n) . .
kokenler koékenler
Fosfolipaz {n) 11 15
Proteinaz (n) 29 30
Ortalama 200.28
Ortanca 116.00
Adhezyon Standart sapma 223.02
Minimum 4.00
Maksimum 921.00
Ortalama 66.18
Ortanca 81.00
Hidrofobisite Standart sapma 36.42
Minimum 2.00
Maksimum 100.00
=
o 1. Kiima
————————————
= A——
=
2, Hiizes
=—|
=E::|7 3. Kikme
=
= pomronent s | #, Mmes
Lo DERE  DFE 0 0% s 0D olew 00E

SEKIL 1: Kimeleme analizi sonucu olusan dort kiimenin dendrogramda gos-
terilmesi.

den fazla iiremelilerin oldugu grupta toplanmi-
yordu (> p 0.05). Sonugta viriilans faktorleri tek tek
irdelendiginde kaninda iiremeleri sebat eden has-
talarin kokenleri daha viriilan bulunmadi.

Viriilans faktorlerinin tek tek irdelenmesi di-
sinda, toplu olarak degerlendirildiginde kokenleri
ayirma giiciint anlamak i¢in “kiimeleme analizi
(cluster analysis)” uyguland: (Sekil 1).1%% Kiime-
leme analizi sonucu ortaya ¢ikan dendrogram (agag
grafigi) Sekil 1’de gosterilmektedir. Tablo 3’te 6zel-
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likleri belirtilen kiimeler, $ekil 1’deki dendrog-
ramda gosterilmigtir. Grafik incelendiginde koken-
lerin dort kiimede toplandigi  saptandu.
Kiimelemede kokenlerin tamami kullanildi ve
0.446 benzerlik diizeyinde dort kiime inceleme i¢in

degerlendirmeye alindu.

Tablo 3’te, olusturulan kiimelerdeki kokenle-
rin viriilans 6zellikleri goriilmektedir. Fosfolipaz
olusturanlarin hepsi birinci kiimede toplandi ve iki
koken hari¢ timiniin proteinazlari da pozitifti.
Adezyon ortalamalar1 diger kiimelerden yiiksek
olup, bu yiikseklik ii¢lincii kiimeden anlaml olarak
farkli degilken, iki ve dérdiincii kiimelerden an-
laml olarak farkliydi. Hidrofobik ozellikleri ise
diger kiimelerden anlamli olarak diisiiktii. Birinci
kiimeyi olusturan 25 koken tek tek incelendiginde
hemen hemen tiimiinde ¢alismada incelenen tiim
virtilans faktorlerinin bulundugu ve hepsinin C. al-
bicans oldugu gortldi. Proteinaz (+) fosfolipaz (-)
kokenlerden olusan ikinci kiime, tiglincii kiime ile
benzer adeziv ve hidrofobik 6zellikteyken dordiincii
kiimeden anlaml olarak daha adeziv ve hidrofobik
ozellikte olan bir gruptu. Proteinaz ve adezyon
olmak {izere en az iki viriilans faktériine sahip ko-
kenlerden olustugu diisiiniildii ve kiimeyi olusturan
tiirler heterojendi. Uciincii kiime ise fosfolipaz ve
proteinaz negatifliginin yanisira yiiksek hidrofobik
ozellik gostermekteydi ve 9 kokenden 6 tanesi C.
tropicalis'ti. Bu kiime enzim negatifligi olan dor-
diincii kiimeden ¢ok daha yiiksek adezyon ve hid-
rofobisite viriilans 6zelliklerine sahip olmasiyla in
vitro viriilans testlerine gore siralamada tigiincii s1-
raya yerlesti. Diisiik virtilansh son kiime ise C. albi-
cans digindaki g tiiri de kapsayan heterojenite
gostermekteydi ve 15 kokenin dokuzu C. krusei idi.
Bu kiimeyi olusturan kokenlerde hicbir enzim sali-
nimi yoktu. Viriilans: en yiiksek kokenlerin birinci
kiimede, orta diizeyde olanlarin iki ve {i¢lincii kii-
melerde, en diisiik olanlarin ise son kiimede toplan-
dig1 izlenimi olustu.

Cesitli Candida tirlerinden segilen 22 koke-
nin farelerde invazyon yeteneklerini degerlendir-
mek i¢in yapilan in vivo deney sonuglari ve
kokenlerin 6zellikleri, Tablo 4’te belirtilmistir.
Fare deneylerinde kullanilan C. albicans kokenle-
rinden 7/8’si (% 87.5) invazyon yapt1. Birinci ve
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TABLO 3: Kumelerin olusmasinda etkili olan degiskenler .

3. kiime 4. kiime Genel

2. kiime

1. kiime

1-3.kime 1-4.kime 2-3.kime 2-4.kime 3-4. kiime

1-2. kiime

p

n=15

n= 36
1(2.8)
36 (100)
204.33

n=25
25 (100}
23(92.0)

438.00

Viriilans faktorleri/Kiimeler

1.000
<0.001

1.000
<0.001
0.146

<0.001

<0.001

<0.001
<0.001
<0.355

<0.001
0.163
<0.001

0(0)

Fosfolipaz (+) n (%)

0(0)
334.00

Proteinaz (+) n (%)

0.000

0.001

0.000

<0.001

38.33
17.00
51.88

3.00

Ortalama

Adhezyon

165.00

96.00
289.00

288.00

Ortanca

379.70

412.42

Standart sapma

33.00
1218.00

114.00

15.00
4898.00

Minimum

201.00

1314.00

Maksimum

<0.001 0.000 0.000 0.006 0.686 0.000 0.000

50.93
59.00
31.49

84.36 98.44
8.00

100.00

21.96
20.00
15.7

Ortalama

Hidrofobisite

99.00
2.

Ortanca

29

27.43
7.00
100.00

Standart sapma

93.00
100.00

2.00
61.00

Minimum

89.00

Maksimum
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ikinci kiimede bulunan ve en az bir enzim salgila-
yan yedi kokenden doérdiiniin adezyonu ortalama
adezyon degerlerinden yiiksek, ti¢iiniin ise dii-
stiktii; ancak hepsi invazyon yapti. Oysa enzim sal-
gilamayan ve ikinci kiimede kalan bir koken
yliksek hidrofobisite gosterse de invazyon yapa-
madi. Fareye inokule edilen alt1 C. tropicalisten
¢t (%50) invazyon yapti. Bunlarin ikisi proteinaz
pozitifti. Diger invaziv koken ise nispeten daha az
viriilan gruptaydi (li¢lincii kiime). Proteinaz enzim
salinimi, adezyon, hidrofobisite acisindan farkl
olan ve {iglincii ve doérdiincii kiimelerde yer alan
C. parapsilosis kokenlerinin hicbiri invazyon yap-
madi. Fareye verilen dort C. krusei’den sadece bir
koken (%25) invazyon yapti. Bu kokenin diisiik vi-
rilansh dérdiincii kiimede yer almasi ve izole edil-
digi hastanin 26 kan 6rneginde tespit edilmesi
diisiindiriictiyd.

In vivo fare deneyleri sonunda invazyonla
enzim salinimi (fosfolipaz ve/veya proteinaz) ara-
sinda baglanti oldugu goriildii ve Tablo 5’te bu bag-
lantinin anlamhiligi gosterildi. Tablo 5te de
gortildiigi gibi invazyonla enzim olusu arasinda
anlaml bir iliski bulunmaktaydi (p< 0.05).

I TARTISMA

Kandidemi, hematojen yaygin enfeksiyonun bir
bulgusu olarak karsimiza ¢ikan bir tanidir. Genel
olarak Candida tiirleri viriilans: diisiik mikroorga-
nizmalardir ve ancak uygun konakta (nétropenik
hastalar gibi) ciddi tablolar olusturur. Staphylo-
coccus epidemidis enfeksiyonlarina benzer tarzda,
notropenik olmayan hastalarda kontaminasyon ya
da “benign= gecici” kandidemi kavramlari s6z ko-
nusudur.? Bu nedenle kandidemilerin anlamlilig
tartisilirken birtakim klinik ya da diger laboratu-
var bulgulan kan kiiltiir pozitifligine eklenmelidir.
Tanida yasanan bu problemin boyutlari, hastadan
alinan kan orneklerinden sadece bir tanesinde
iireme oldugu durumlarda daha da biiytiir. Nétro-
penik olmayan hasta grubumuzun hemen hemen
yarisinda (%44.7) tek kan 6rneginde iireme sap-
tand1. Ayrica, C. tropicalis harig tiirler arasinda da
belirgin dagilim fark: bulunamadi. Tek kan 6rne-
ginde iireyen kokenlerin diisiik viriilansli olma
olasiligini anlamak i¢in 85 hastadan elde edilen
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TABLO 4: Farelerde invazyon yetenekleri denenen kdkenlerin ézellikleri.
Tirler Fosfolipaz Proteinaz Adezyon Hidrofobisite (%) invazyon Yer aldigi kiime
1 C. albicans + + 1020 6 + 1
2 C. albicans + + 235 48 + 1
3 C. albicans + + 15 6 + 1
4 C. albicans + + 1033 95 + 2
5 C. albicans + 225 10 + 1
6 C. albicans + 652 16 + 1
7 C. albicans = + 850 68 + 2
8 C. albicans 7 99 2
9 C. tropicalis - + 245 100 + 2
10 C. tropicalis - + 1314 98 + 2
11 C. tropicalis 165 100 + 3
12 C. tropicalis 440 100 3
13 C. tropicalis 91 98 3
14 C. tropicalis 6 19 4
15 C. parapsilosis - + 388 97 2
16 C. parapsilosis - + 71 99 2
17 C. parapsilosis 261 100 3
18 C. parapsilosis 3 8 4
19 C. krusei - + 15 43 2
20 C. krusei 65 9 + 4
21 C. krusei 7 66 4
22 C. krusei 5 79 4

izolatlarin birer tanesi viriilans testlerine alindu.
Ancak Tablo 2’de goriildiigii gibi tek kan 6rne-
ginde tireyen kokenler ile birden fazla 6rnekte
ireyen kokenlerin viriilans faktorleri agisindan
anlaml farklar1 yoktu (p>0.05). Uremelerin sebat
etmesi olasilikla olumsuz konak faktorlerinin
devam etmesi ile iligkili olabilir. Ancak bu ¢aligma
konak faktdrlerinin roliine odaklanmadigi i¢in bu
konu tartigma dig1 birakildi.

Viriilans faktorlerinden fosfolipaz sadece C. al-
bicans tarafindan olusturuldu (Tablo 2 ve 3) ve ben-
zer bulguya literatiirde de rastlanmaktadir.**
Calismamizda deney hayvanlarina verilen C. albi-
cans kokenlerinin %87.5’inin invazyon yaptig ve
invazyon olusturmayan bir kokenin ise fosfolipaz
negatif oldugu goriildii. Dolayistyla yaklasik son iki
dekatta viriilans faktorleri arasinda ilginin biraz azal-
dig1, fosfolipaz enzimine tekrar doniilmesi gerektigi
diistintilmelidir. Boyle bir dontis bir grup arastirmaci
tarafindan da zaten baglatildi.?> Nitekim Dolan ve

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(5)

TABLO 5: Enzim salgilama ve invazyon iligkisi.
invazyon invazyon Toplam
yapanlar yapmayanlar

Enzim salgilayanlar 9 3 12
Enzim salgilamayanlar 2 8 10
Toplam 11 11 22

ark. fosfolipaz D1 (PLD1) salgilayan C. albicans ké-
kenleriyle kiyaslandiginda fare modellerinde PLD1
mutantlarinin intraventz uygulanmasi sonrasi igor-
ganlarda canlihgin siirdiiriilemedigini saptadilar.”
Dagdeviren ve ark. da kan dolasim1 enfeksiyonuna
neden olan C. parapsilosis kokenlerinde fosfolipaz
tiretiminin 6nemli bir virulans faktorii olabilecegini
belirlediler.”* Yiicesoy ve ark. da kandidozlu olgu-
lardan izole ettikleri Candida tiirlerinin, saglikl
kisilerden elde edilenlere gore daha yiiksek oranda
fosfolipaz tirettiklerini belirlemiglerdir.”
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Invazyonla ¢ok yakindan iliskili oldugu diisii-
niilen diger bir ekstraselliiler enzim proteinazin,
ilk aragtirilmaya baglandiginda aynen fosfolipaz
gibi C. albicans’a 6zgii olarak salgilandig: diisi-
niildi.”® Zamanla kullanilan yontemlerle iligkili
olarak bagka tiirlerin de diisitk diizeyde bu enzimi
olusturabildigi fark edildi.'®'' Bununla beraber
Tablo 1’de goriildiigd gibi bizim caligmamizda
biitiin tiirlerin kokenleri arasinda proteinaz salgi-
layanlarin bulundugu ancak bunun C. albicans ve
C. parapsilosis kokenleri arasinda yogun oldugu
anlagildi. Dagdeviren ve ark. 33 C. parapsilosis
kokeninin %42’sinin proteinaz olusturdugunu sap-
tamiglardi.?* Giilen ve ark.?® cesitli Candida tiir-
lerinin yaridan fazlasinin proteinaz enzimi
salgiladiklarini belirlemislerdi. Sunulan ¢alismada
ise C. parapsilosis kokenlerinde neredeyse C. albi-
cans kokenleri kadar yiiksek oranda (%85) pro-
teinaz {iretimi saptandi. Ulkemizde yapilmis baska
bir ¢aligmada?” saptanan C. albicans kékenlerinin
proteinaz tretimi bizim ¢aligmamizdakine benzer
oranlarda yiiksek iken bizim koékenlerde ayrica
fosfolipaz iiretiminin daha fazla olmasi, C. albicans
kokenlerimizin in vitro olarak daha virulan
oldugunu gostermektedir.

Hidrofobisite genellikle adezyonu baslatan bir
virillans faktori olarak gorilmektedir.®?%
Hidrofobik olan mikroorganizmalarin 6zellikle
dakron, teflon, akrilik gibi yiizeylere adezyonu-
nun daha iyi olacag: diisintilmektedir.>?® Calis-
mamizda hidrofobisitesi en yiiksek kokenlerin C.
parapsilosisller arasinda olmas: (Tablo 2, 3), bu
tirlin damar ici kateterlerle iligkisini destekleyen
diger bir veridir. Epitel ya da endotel hiicrelerine
baglanmada C. albicans kokenlerinde goriildiigii
gibi boyle bir pozitif destekleme s6z konusu de-
gilken, C. tropicaliste belirgindir (Pearson kore-
lasyon, p< 0.05).

Gerek Tablo 1 gerekse kiimeleme analizi so-
nucu olusturulan Sekil 1 ve Tablo 3’te, literatiirde
de viriilan olarak tanmidigimiz C. albicansin diger-
lerinden farkli oldugu, bildigimiz kadariyla, ista-
tistiksel olarak ilk kez bu caligmada irdelendi.
Kiimeleme analizinin diger bir bulgusu da C. albi-
canstan sonra ikinci sirada viriilan olarak tanidi-
gimiz C. tropicalis kokenlerinin ¢ogunun orta
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diizeyde viriilan kiimelerde toplanmasiydi. On C.
krusei kokeninin dokuzunun en disiik viriilansh
grupta yer almasy, literatiirde en az viriilan tiirler-
den biri olarak bilinen bu tiirlerin istatistiksel kii-
meleme analiziyle de dogrulandigin: diistindiirdi.
Hayvan modelinde yapilan invazyon deneylerinde
ise, kullanilan alt1 C. tropicalis kékeninin ti¢ii in-
vazyon yapt1 ve gercekten in vivo modelde %50
invazyonla C. albicanstan sonra ikinci siraya
oturdu. Ancak invazyon yapan ii¢ kdken incelen-
diginde bunlarin ikisinin proteinaz salgiladig: ve
daha viriilan gruplarda yer aldig, sadece bir tane-
sinin enzim negatif oldugu ve ti¢iincii kiitmede bu-
lundugu anlagildi. Bu kékenin izole edilen hastada
da mortaliteye sebep olmasi, yukarida da bahsedil-
digi gibi metodla ilgili enzimi tesbit edememe veya
denedigimiz faktorlerden farkli viriilansa sahip
olma olasiligini diisiindiirdii. Daha sonra farkl ¢a-
lismalarla (6zellikle in vivo) bu bulgunun deger-
lendirilmesi diistiniildii. Son kiimede yer alan ve
invazyon yapan C. krusei kokeni icin de, izole
edildigi hastanin 26 kan drneginde sebat etmesi
ayni diistinceyi doguran ve farkl tiir i¢in elde edi-
len bir bulguydu.

Hem kiimeleme analizi hem de in vivo fare
modelinin verileri, viriilansta en belirleyici faktor-
lerin enzimler oldugu sonucunu ¢ikard: (Tablo 5).
Tablo 5’te invazyonla enzim salinimi arasinda an-
lamh bir iligkinin oldugu goriildii. Fakat C. parap-
silosis kokenlerinin %851 proteinaz olustururken
(Tablo 1) enzim salgilayan ve invazyon yapmayan
kokenlerin ikisinin C. parapsilosis arasindan olmasi
dikkati cekti. Ancak C. parapsilosis ile yapilan in
vivo deneylerin sayica kisith olmasi bu sonucun
yorumlanmasini zorlastirir. Ayrica ileride yapila-
cak in vivo invazyon deneylerinde bu bulgunun
dogrulanmasi ve invazyonda ¢ok 6nemli olan C. al-
bicans proteinazi ile C. parapsilosis proteinazinin
genotipik olarak farkli olmasinin durumu agikla-
yabilecegi diistintildi.

Bu ¢aligsma, nétropenik olmayan hastalardan
izole edilen dort tiirde, 85 Candida kokeninin vi-
rtilans 6zelliklerini irdeleyen genis kapsamli bir ¢a-
ligmadir. Cok sayida in vitro viriilans testinin in
vivo deneylerle uyumunu arastiran bu kapsamdaki
caligmalara literatiirde ¢ok az raslanmaktadir. Su-
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nulan ¢aligmanin sonucundan, yukarida da bahse-
dildigi gibi, bir¢cok yorum ¢ikarmak miimkiindiir.
Elbette Candida tiirleri ile olusan enfeksiyonlarda
konak faktorleri cok 6nemlidir. Ancak bu faktor-
lerin irdelendigi ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur ve
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