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OZET

Son yillarda tiim diinyada Candida parapsilosis’e bagl sistemik kandidiyaz olgularinin goriilme sikli-
ginda artis vardir. Ancak bu enfeksiyonlarin epidemiyolojik degerlendirilmesi icin belirlenmis standart bir
genotiplendirme yontemi bulunmamaktadir. Bu calismada, morfotiplendirmenin C.parapsilosis enfeksi-
yonlarinin epidemiyolojisinde, genotiplendirmenin yerine kullanilabilirligi ve belirli morfotiplerde olasi vi-
rilans faktorlerinin [fosfolipaz, esteraz, asit protemaz sivisik ortli (slime) tretimi ve hidrofobisite] belirlen-
mesi amaclanmustir. Buna yonelik olarak Marmara Universitesi Hastanesinde yatan hastalarin kan (n= 40)
ve idrar (n=13) kdltirlerinden izole edilen 53 C.parapsilosis susunun Sabouraud-trifeniltetrazolyum agar-
da (STTZ) yizey ve renk ozellikleri, malt 6zUtli agarda (MA) ise yiizey Ozellikleri dikkate alinarak morfo-
tiplendirmeleri yapilmis ve 10 farkli alt grup elde edilmistir. izolatlarin genotiplendirmesi icin RAPD-PCR
(Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction) yontemi kullanilmis ve %90.6’si tip Il
olmak tizere (g farkli genotip elde edilmistir. Yumurta saril (pH: 4.2) besiyerinde yapilan deneylerin so-
nucunda hicbir izolatta fosfolipaz tretimi saptanmamistir. Tween-80'li agarda incelenen esteraz aktivite-
si de, bir izolat diginda olumsuz olarak bulunmustur. Salgisal asit proteinaz aktivitesinin saptanmasi ama-
ciyla sigir serum albumini iceren (pH: 5.0) besiyeri kullanilmis ve suslarin 40 (%75.4)'inda orta diizey po-
zitiflik (+), 7 (%13.2)'sinde ise kuvvetli pozitiflik (++) saptanirken, 6 (%11.3)'si negatif sonug vermistir.
Glukoz (%8) iceren Sabouraud buyyon (SB) kullanilarak sivigik rtii Gretimi degerlendirildiginde, suslarin
%67.9'u negatif bulunmus; %20.7si zayif (+), %7.5'i orta diizeyde (++) ve %3.7'si kuvvetli (+++) pozitif
aktivite gostermistir. Hekzadekanli hidrokarbon aderens yontemi ile izolatlarin yiizey hidrofobisite 6zellik-
leri arastirldiginda ise bir izolat az, digerleri orta diizeyde hidrofobik olarak bulunmustur. Elde edilen ve-
riler kiyaslandiginda morfotiplendirmenin genotiplendirmeye gore Ustiinligu belirlenememistir. Ek olarak
virllans faktorleri acisindan da belirli bir morfotiple baglanti kurulabilecek bir 6zellik saptanmamugtir.

Anahtar s6zciikler: Candida parapsilosis, virtilans, morfotiplendirme, genotiplendirme.
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Candida parapsilosis Klinik izolatlarinin Morfotiplendirilmesi, Genotiplendiriimesi
ve Farkli Morfotiplerde Bazi Virllans Faktorlerinin Arastiriimasi

ABSTRACT

In recent years there is an increase in frequency of systemic candidiasis cases caused by Candida pa-
rapsilosis. However there isn’t any standardized genotyping method to be used in epidemiology of tho-
se infections. In this study we aimed to determine utility of morphotyping instead of genotyping to study
the epidemiology of 53 C.parapsilosis strains isolated from blood (n= 40) and urine (n= 13) cultures of
inpatients at Marmara University Hospital, Istanbul, Turkey. The isolates were morphotyped according to
their surface and color properties on Sabouraud-triphenyltetrazolium agar (STTZ) and surface characte-
ristics on malt extract agar (MA) media and 10 different subgroups were obtained. In order to genoty-
pe the strains, RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction) method
was used and three different genotypes were obtained comprising mostly type Il (90.6%). One of the
putative virulence factors investigated in the isolates was phospholipase activity. Phospholipase produc-
tion was not detected in any of the strains on egg-yolk agar (pH: 4.2). Esterase activity of the strains on
Tween-80 agar was negative except for one. In order to observe acid proteinase activity, bovine serum
albumin containing (pH: 5.0) agar was used and in 11.3% of the strains no acid proteinase activity was
seen while in 75.5% moderate (+), in 13.2% strong (++) activity was detected. Slime production was in-
vestigated in 8% glucose containing Sabouraud broth (SB) medium and 67.9 % of the strains were fo-
und to be negative; while 20.7% were weakly (+), 7.5% were moderately (++) and 3.7% were strongly
(+++) positive. Hydrophobicity of the strains was evaluated by using hexadecane hydrocarbon adheren-
ce assay and one isolate was weakly hydrophobic while the remaining strains were found to be mode-
rately hydrophobic. We could not observe superiority of morphotyping over genotyping. Additionally
no property was found to associate with a certain morphotype, in terms of virulence factors.

Key words: Candida parapsilosis, virulence, morphotyping, genotyping.

GiRiS

Son yirmi yilda mantar enfeksiyonlarinin prevalansindaki artisin yani sira, etken olarak
izole edilen mantarlarin cesitliliginde de artis goriilmektedir. Halen basta Candida albi-
cans olmak uzere, cesitli Candida turleri tibbi 6nemleri ile en 6n sirada yer almaktadir. Al-
bicans disi tirler arasinda Candida parapsilosis, 6zellikle fungemilerden artan siklikta izo-
le edilmektedir'-2. Candida enfeksiyonlarinin gerek patogenezini gerekse epidemiyoloji-
sini arastirmak amaciyla yapilan calismalarin cogu C.albicans Uzerinde yogunlagsmistir.
Ancak her iki ydonden de C.parapsilosis ile yapilan calismalar sinirli sayidadir ve 6zellikle
bu organizmaya bagl enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde basvurulacak herhangi bir ge-
notiplendirme yontemi belirlenmemistir.

Bu calismada birinci amac, idrar ve kan kilturlerinden izole edilen C.parapsilosis sus-
larinin cesitli besiyerlerinde morfotiplendirmesi ve RAPD-PCR (Random Amplified Poly-
morphic DNA-Polymerase Chain Reaction) yontemi ile genotiplendirmesiyle olasi alt
gruplarin belirlenmesine dayanarak, daha kolay ve ucuz olan morfotiplendirmenin
epidemiyolojik arastirmalarda kullanilabilirliginin saptanmasidir. ikinci amag ise, fosfo-
lipaz, asit proteinaz, sivisik orti (slime) Uretimi ve hidrofobisiteyi iceren virllans fak-
torleri ile belirli morfotipler ve genotipler arasindaki olasi baglantilarin arastirilmasi ve
C.parapsilosis’e bagh enfeksiyonlarin patogenezi hakkinda 6ngoru saglayacak verilerin
elde edilmesidir.

606 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Akyol V, Cerik¢ioglu N.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Bu retrospektif calismada, Marmara Universitesi Hastanesinde 2000-2004 yillar ara-
sinda farkl servislerde yatan hastalarin kan (n= 40) ve idrar (n= 13) 6rneklerinden Sabo-
uraud dekstroz agar (SDA)'da izole edilen ve germ tiip Gretimi, misir-unlu Tween 80li
besiyerindeki morfolojik 6zellikleri ve ID32C (bio Meriéux, Fransa) kiti ile sergiledikleri
asimilasyon profillerine gore C.parapsilosis olarak tanimlanan maya suglari virtlans fak-
torleri acisindan incelendi3.

Referans suslar olarak; salgisal asit proteinaz treten C.albicans CBS 2730 (Reinhard
Richell, Almanya), fosfolipaz treten C.albicans SC5314 (Ghannoum M, ABD) ve sivisik
ortl Ureten Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (RP62A) kullanildi.

Viriilans Faktorlerinin incelenmesi

Salgisal asit proteinaz (SAP) varliginin arastinlmasinda, %1’lik sigir serum albumini
(Fraksiyon V, Sigma) iceren, pH: 5.0 olarak ayarlanan besiyeri kullanildi. Deney ve sonug-
larin irdelenmesi énceden belirtildigi gibi yapildi*.

Fosfolipaz arastirilmasinda, yumurta sarisi iceren ve pH: 4.2 olarak ayarlanan besiyeri
kullanildi. Deney ve sonuclarin irdelenmesi 6nceden belirtildigi gibi yapl|d|5’6.

Esteraz arastirlmasinda, Tween 80 iceren ve pH: 6.8 olarak ayarlanan besiyeri kulla-
nildi. Deney ve sonuclarin irdelenmesi 6nceden belirtildigi gibi yapildi®”=°.

Sivisik orta (slime) Gretiminin arastinimasinda, modifiye tiip aderens yontemi kullanil-
di. Deney ve sonuglarin irdelenmesi 6nceden belirtildigi gibi yapildi®10-13,

Yiizey Hidrofobisitesinin Olgiilmesi

izolatlarin yiizey hidrofobisitesi “hidrokarbon aderens” yontemi uygulanarak belir-
lendi® 1416, Kisaca, kolonilerden bir 6ze dolusu Sabouraud glukoz buyyon (SGB)'a
ekildi ve 37°C’de 14 saat inkube edildi. Sivi kiltirden alinan 6rnek yeniden taze
SGB'ye ekildi ve calkalayici etiivde 1200 rpm’de inkibasyonu takiben 4°C’de 5 daki-
ka 1500xg’'de santrifij edildi. Dibe ¢6ken mayalar soguk PUM tamponu (KH,PO,,
ure, MgSO,,, distile su, pH: 7.2) ile yikandi ve tekrar PUM ile sulandirilarak spektro-
fotometrede 600 nm’de 0.400 (+ 0.100) absorbansta stispanse edildi. Iki ayri tipe
ayrilan stspansiyondan birine n-hekzadekan eklendi; digeri kontrol olarak kullanild.
37°C su banyosunda inkiibasyonu takiben test tiiplinde iki fazin ayrilmasi gozlendi.
Alttaki sivi fazin 660 nm’de absorbansi dlclldi ve kontrol tlipiindeki sonucla karsilas-
tinldi. Test her bir sus icin gin icinde Ug¢ kez ve ardisik iki glin uygulandi. Her bir de-
neyden elde edilen 6 absorbans degerinin ortalamasi alinip; % A 660= [(A 660 kont-
rol-A660 test)/(A660 kontrol)] X 100 formulliine gore yuzde absorbans degeri hesap-
landi. A degeri %0-20 ise dusuk, %20-80 ise orta ve %80-100 ise yiiksek hidrofobik
olarak degerlendirildi.
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izolatlarin Morfotiplendirilmesi

Bu amacla malt 6zIi agar (MA) ve Sabouraud-trifeniltetrazolyum kloriir agar (STTZ)
besiyerleri kullanildi. MA'da kolonilerin ylizey 6zellikleri, STTZde ise trifeniltetrazolyum
kloririin farkh potansiyellerde indirgenmesine bagli olarak olusan degisik koloni renkle-
ri ve yiizey 6zellikleri degerlendirilerek suslarin morfotiplendirilmeleri yapildi'”-22.

izolatlarin Genotiplendirilmesi

DNA ekstraksiyonu, ticari bir DNA ekstraksiyon kiti (NucleoSpin, Macherey/ Nagel,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. islem 6ncesinde “Yeast Extract Peptone Dext-
rose (YEPD)” buyyonda maya siuspansiyonu hazirlandi (600 nm, 10 absorbans).
5000xg’de 10 dakika santrifiij edilip, T ml T0 mM EDTA (pH: 8.0) ile yikandi ve tek-
rar santrifij edildi. Cozeltiye 600 pl sorbitol tampon ve 100 U litikaz eklendi ve
30°C’de 30 dakika inklbe edilerek sferoplast olusumu saglandi. Karisim 2000xg’de
10 dakika santrifiij edildi ve bundan sonraki islemler uretici firmanin talimatina uy-
gun olarak yurutilda.

RAPD-PCR yonteminde, her bir test susu icin toplam 50 pl’lik reaksiyon karigimi [25
ul 2x PCR master miks, 5 ul (50 pM) GGA7 (5‘GGAGGAGG AGGAGGAGGAGGA3’)
primer, 15 yl DNAz ve RNAz'dan arindiriimig su ve 5 pl DNA lizati] hazirlandi. Karigim,
termal dongu cihazinda (Techne, Progene, ingiltere) 3 dakika, 95°C; 45 dongi (1
dakika 95°C, 1 dakika 30°C, 1.5 dakika 74°C); ve 10 dakika 74°C uzatma is1 dongusu
uygulanarak GGA primerine 6zgiil DNA bélgeleri cogaltildi?®. PCR trtinleri elektrofo-
rez ile T ug/ml etidyum bromiur iceren %2‘lik agaroz jelde 90 Volt'ta, 45 dakika yuru-
tdlup, UV altinda bantlarin sayisi ve buyuklikleri géruntilendi (Vilber Lourmat, TFX-
20.M, Fransa).

BULGULAR

Calismada, yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilmis ve C.parapsilosis olarak
tanimlanip stoklanmis 53 sus kullanilmistir. izolatlarin klinik drneklere ve servislere gore
dagilhimi Tablo I'de gosterilmistir.

SAP aktivitesi; suslarin 40 (%75.4)"inda orta diizey pozitif (+), 7 (%13.2)'sinde ise kuv-
vetli pozitif (++) olarak saptanirken, 6 (%11.3)’sinda negatif olarak bulunmustur. SAP
aktivitesinin, kan izolatlarinin %80 (32/40)'inde orta diizey, %7.5 (3/40)'inde kuvvetli
pozitif oldugu izlenmistir. Bu oranlar idrardan izole edilen suslar icin sirasiyla; %61.5

Tablo I. Candida parapsilosis Izolatlarinin Servislere ve Klinik Orneklere Gére Dagjilimi

Servis Kan (%) idrar (%) Toplam (%)
Yogun bakim unitesi 11 2 13 (24.5)
Pediatri 12 2 14 (26.4)
Diger servisler 17 9 26 (49.1)
Toplam 40 (75.4) 13 (24.6) 53 (100)
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(8/13) ve %30.7 (4/13) olarak belirlenmistir. izolatlarin higbirisinde fosfolipaz aktivitesi
saptanmamis; esteraz aktivitesi ise yalnizca 1 idrar izolatinda (%1.8) tespit edilmistir.

Sivisik ortli Gretimi; suslarin 11 (%20.7)'inde zayif (+), 4 (%7.5)'linde orta dlizeyde
(++), 2 (%3.7)'sinde ise kuvvetli (+++) olarak saptanmis, 36 (%67.9) susun “slime” uret-
medigi gorilmustar. “Slime” pozitifliginin, kan izolatlarinin %15 (6/40)’inde zayif, %10
(4/40)’'unda orta diizeyde; idrar izolatlarinin ise %38.4 (5/13)'lnde zayif, %15.3
(2/13)"inde kuvvetli diizeyde oldugu belirlenmistir.

Suslarin hidrofobisiteleri degerlendirildiginde; 39'u kan ve 13’U idrar izolati olmak
Uzere toplam 52 (%98.1)'sinin orta hidrofobik (A= %20-80); kandan izole edilen 1
(%1.9) susun ise dusiik hidrofobik (A= %0-20) oldugu gorilmdstur.

Calismaya alinan 53 C.parapsilosis susu icinde 40 kan izolatinin 30 (%75)’'unda MA
besiyerinde diizgun (D), 2 (%5)’sinde burusuk (B), 8 (%20)’inde 1sinsal cizgili koloni (C)
saptanirken; 13 idrar izolatinin hepsinde yalnizca D morfotipi belirlenmistir. Dolayisiyla
toplam 43 (%81.1) susun D, 2 (%3.7) susun B ve 8 (%15.1) susun C morfotipine sahip
oldugu gorilmustir (Resim 1). Buna karsin STTZ besiyerinde, 40 kan izolatinin hepsinin
(%100) diizgin (d), 29 (%72.5)’'unun koyu mor (M2), 4 (%10)'Gnin acik mor (MT1), 2
(%5)'sinin koyu pembe (P2) ve 5 (%12.5)'inin acik pembe (P1) morfotipte oldugu sap-
tanmistir (Resim 2). idrar izolatlari dikkate alindiginda; hepsinde (13/13; %100) d,
%76.9 (10/13)'unda M2, %15.4 (2/13)'inde M1, ve %7.7 (1/13)'sinde P1 morfotipi
belirlenmistir. Dolayisiyla 53 izolatin hepsinin d, 39 (%73.6)'unun M2, 6 (%11.3)'sinin
MT, 2 (%3.8)'sinin P2, 6 (%11.3)’sinin P1 morfotipine sahip oldugu gorulmus; bu mor-
fotiplere ek olarak 3'U kan ve 2’si idrar olmak Uizere toplam 5 (%9.4) izolatta “micelyal
zon” olusumu gozlenmistir (Resim 3).

Calismamizda, MA ve STTZ besiyerlerinde elde edilen farkli morfotiplere ait kodlar bir-
lestirilerek, daha dogru bir ayinm gtici elde edilmis ve 10 farkli grup olusturulmustur

Resim 1. MA besiyerinde C.parapsilosis suslarinin farkli yiizey morfolojileri; (1) Burusuk: B, (2) Diizgtin: D, (3)
Tek merkezli, isinsal ¢izgili: C.
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Resim 2. STTZ besiyerinde C.parapsilosis suslarinin farkli yiizey morfolojileri; (1) dM2 (diizgiin, koyu mor), (2)
dM1 (diizgiin, actk mor), (3) dP2 (diizgiin, koyu pembe), (4) dP1 diizgiin, agcik pembe).

Resim 3. Micelyal zon olusumu.

(Tablo I1). izolatlarin STTZ ve MA'daki 6zelliklerinin caprazlandirimasina dayanarak yapi-
lan analizlerde, hastanemizin ¢ocuk hastaliklari servislerinde B ve D grubuna ait; yogun
bakim (initesi (YBU) ve diger servislerde ise yalnizca B grubuna ait morfotip kiimeleri
saptanmigtir. Toplam 53 izolatin genotipik dagilimi incelendiginde; 48 (%90.6)’i tip Il, 4
(%7.5)'G tip | ve 1 (%1.9)'i tip Ill olarak belirlenmis; kan izolatlarinin hepsi (n= 40) tip Il
iken, 13 idrar izolatinin 8'i tip Il, 4'U tip | ve 1'i tip Il genotipinde saptanmistir.

Farkli donemlerde, farkli servislerden izole edilen C.parapsilosis suslarinin morfotiplen-
dirilmesi sonucu saptanan alt gruplar, virtilans 6zelliklerine ve genotiplerine gore de kar-
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Tablo Il. STTZ ve MA Besiyerlerinde Candida parapsilosis Suslarinin Morfotiplendirilmesi Sonucunda Elde
Edilen Alt Gruplarin Kodlarina ve Yiizdelerine Gére Dagilimlari

Alt gruplar Grup kodu Toplam (%)
MA besiyerinde STTZ besiyerinde
koloni 6zelligi koloni 6zelligi MA + STTZ
D d M1 Var* A 3(5.7)
D d M2 Yok B 33 (62.3)
B d M2 Yok C 1(1.9)
C d M2 Yok D 5(9.4)
D d P1 Yok E 5(9.4)
B d M1 Var F 1(1.9)
C d P1 Yok G 1(1.9)
D d P2 Yok I 2(3.8)
C d M1 Var ] 1(1.9)
C d M1 Yok K 1(1.9)

* Micelyal zon olusumunu ifade etmektedir.
D: Diizgiin, B: Burusuk, C: Isinsal cizgili koloni (C), d: Diizgiin, M1: Agik mor, M2: Koyu mor, P1: Acik pembe,
P2: Koyu pembe, STTZ: Sabouraud-trifeniltetrazolyum klorir agar, MA: Malt 6zl agar.

silastinlmis ve A-K arasi yeni bir gruplandirma yapilmistir (Tablo 11I). Suslar, klinik 6rnek-
lere gore irdelendiginde, kan izolatlarinda tiim gruplarin (A-K) gézlendigi; idrar izolatla-
rinda ise A, B ve E olmak Uzere yalnizca ti¢ grubun belirlendigi saptanmustir.

TARTISMA

Diinya genelinde kandidemiler, kan dolasimi enfeksiyonlarinda dérdiinct sirada yer
almaktadir. Bu enfeksiyonlarin %50'sinden fazlasi C.albicans’a bagli olarak gelismekle bir-
likte, dzellikle yenidogan ve cerrahi YBU'lerde C.parapsilosis ve Candida glabrata’nin ar-
tan siklikta izole edildigi belirtiimektedir 23-26 gy enfeksiyonlarin ortaya cikisinda kona-
Ja ait faktorlerin yani sira, etken olan mantara ait virtlans faktorleri de 6nemli rol almak-
tadir?’. Ek olarak, bu organizmalarin bulas yollar, capraz yayilimlari ve ilag direnci gibi
enfeksiyon kosullarina epidemiyolojik bir yaklagim getirebilmek icin de tir ve alt tirlerin
belirlenmesi ve morfotiplendirme/karyotiplendirme gibi yontemlerle tiplendirme yapil-
masi biiyiik Gnem tasimaktadir?%:22,

Calismamizda asit proteinaz (AP) aktivitesi, izolatlarin %11.3’linde negatif,
%75.4'linde orta, %13.2'sinde kuvvetli olarak bulunmustur. Orta ve kuvvetli AP akti-
vitesi kan izolatlari icin sirasiyla %80 ve %7.5; idrar izolatlari icin sirasiyla %61.5 ve
%30.7 oranlarindadir. Chakrabarti ve arkadaslari* balgam ve diski kaynakli C.parapsi-
losis izolatlarinda %88.8; Dagdeviren ve arkadaslari® ise C.parapsilosis'in kan disi izo-
latlarinda %64.3 ve kan izolatlarinda %26.3 oraninda proteolitik aktivite bildirmisler-
dir. Literatirdeki az sayida veri ile kiyaslandiginda, AP etkinligi daha ¢ok kan disi or-
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Tablo Ill. Candida parapsilosis izolatlarinin Viriilans ve Genotiplendirme Sonuglarinin Alt Gruplara Gére
dagilimlar

No Kod Grup Genotip E F Pr SO H (%) Servis Ornek Dénem Yil

1 A DdM1V I - -+ 21.2 D idrar Mart 2000
27 A DdM1V 1] + - - - 38.6 YBU idrar Kasim 2002
34 A DdM1V Il - -+ - 24.3 D Kan Kasim 2002
2 B DdM2Y I - -+ 28.9 P idrar ~ Temmuz 2000

B DdM2Y Il - -+ - 28.9 P Kan Haziran 2000

B DdM2Y Il - -+ 373 YBU Kan Ekim 2000

B DdM2Y Il - -+ - 40.4 P Kan Aralk 2000
11 B DdM2Y Il EEREEE S 47 D idrar Agustos 2001
12 B DdM2Y I - -+ - 32.3 D idrar  Adustos 2001
13 B DdM2Y Il - -+ - 34.8 P Kan Ocak 2001
15 B DdM2Y I - -+ - 28 YBU Kan Subat 2001
16 B  DdAM2Y I - -+ - 436  YBU Kan Subat 2001
19 B DdM2Y Il - -+ o+t 43.6 D Kan Haziran 2001
22 B DSM2Y I - -+ o+ 40.5 P Kan Ekim 2001
23 B DdM2Y I - -+ 42,5  YBU Kan Ocak 2001
24 B DdM2Y | - -+ o+ 43.6 P idrar Mart 2002
25 B DdM2Y I - -+ - 41 D) idrar Nisan 2002
26 B DdM2Y | - -+ o+ 411 D idrar Mayis 2002
28 B DdM2Y Il - - - - 452 YBU Kan Subat 2002
29 B DdM2Y Il - -+ o+ 32.2 D Kan Haziran 2002
30 B DdM2Y Il - -+ - 26.7 P Kan Temmuz 2002
31 B DdM2Y Il - -+ - 34.7 P Kan Ekim 2002
32 B DdM2Y Il - - - - 41.8 D Kan Ekim 2002
33 B DdM2Y Il - -+ - 39.9 D Kan Kasim 2002
35 B DdM2Y Il N 39.7 D Kan Kasim 2002
37 B DdM2Y Il - -+ - 41.6 YBU idrar Temmuz 2003
38 B DdM2Y Il - -+t - 43.2 D idrar Ekim 2003
45 B DdM2Y Il - -+ - 48.3 YBU Kan Temmuz 2003
46 B DdM2Y Il - -+ - 45.4 D Kan Agustos 2003
47 B DdM2Y Il - - - - 37.2 D Kan Agustos 2003
48 B DdM2Y Il - - - - 34.4 P Kan Haziran 2003
49 B DdM2Y | - -+ o+ 40.8 D idrar Haziran 2004
50 B DdM2Y Il - -+ - 26.2 D idrar Eyldl 2004
51 B DdM2Y I - - - - 414  YBU Kan Nisan 2004
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Tablo Ill. Candida parapsilosis izolatlarinin Virtilans ve Genotiplendirme Sonuclarinin Alt Gruplara Gére
Dadgihmlari (devami).

No Kod Grup Genotip E F Pr SO H (%) Servis Ornek Dénem Yil

52 B DdM2Y Il - -+t - 37.7 D Kan Nisan 2004
53 B DdM2Y Il - -+ o+ 34.7 D Kan Ekim 2004
3 C BdM2Y Il - -+ o+t 24 YBU Kan Mayis 2000
4 D Ccdm2y Il - -+ - 31.9 P Kan Haziran 2000
14 D Cdmzy Il - -+ - 40.8 D Kan Ocak 2001
39 D cdmzy Il - -+ - 37.2 D Kan Nisan 2003
40 D Cdmzy Il - -+ - 41.8 P Kan Mayis 2003
42 D Cdm2y Il - -+ o+t 48.6 P Kan Haziran 2003
6 E DdP1Y Il - -+ - 23.1 D Kan Temmuz 2000
10 E DdP1Y Il S 23.6 YBU Kan Aralik 2000
20 E DdP1Y Il - -+ 54.6 D Kan Temmuz 2001
36 E DdP1Y I I 50.5 D idrar Nisan 2003
41 E DdP1Y Il - -+ - 30.4 YBU Kan Mayis 2003
7 F BdM1V Il - -+ o+ 22.7 D Kan Adustos 2000
17 G CdP1y Il - -+ - 28.6 P Kan Nisan 2001
18 | DdP2Y Il - -+ - 39.5 D Kan Mayis 2001
44 | DdP2Y Il - -+ - 11.6 P Kan Haziran 2003
21 J Cdm1v Il - -+ - 32.2 D Kan Eyldl 2001
43 K CdM1Y Il S 31.6 YBU Kan Haziran 2003

E: Esteraz, F: Fosfolipaz, Pr: Proteinaz, SO: Sivisik ortii, H: Hidrofobisite, P: Pediatri, D: Diger servisler grubu,
YBU: Yogun bakim initesi.

neklerde gosterilmis olmakla birlikte, calismamizda kan izolatlarinda daha yiksek bu-
lunan oran, caligilan sus sayilarinin farkliligi ile aciklanabilir. Calismada, C.parapsilosis
izolatlarimizda fosfolipaz ve esteraz etkinligi anlamli bulunmamistir; 6zellikle kan do-
lasimi enfeksiyonlarinda C.parapsilosis suslarinin lipolitik salgilarinin énemini vurgula-
mak olanakli degildir. Diger yandan Dagdeviren ve arkadaslarinin® calismasinda, kan-
dan izole edilen C.parapsilosis suslarinda anlamli dizeyde fosfolipaz uretimi saptan-
mistir. Benzer olarak Gacser ve arkadaslari®®, fare modellerinde lipaz Uretemeyen C.pa-
rapsilosis mutantlarinin virilansinin zayifladigini ve makrofajlar tarafindan daha kolay
fagosite edildiklerini gostermislerdir.

Arastirdigimiz bir diger virtlans faktort “slime” (sivisik orth) Gretimidir. Cesitli calis-
malarda, kan ve kateterden izole edilen C.parapsilosis suslarinda bu etkinlik, diger viicut
bdlgelerinden izole edilenlere oranla daha yiiksek diizeyde saptanm|§tlr1'10'12. Calisma-
mizda 53 adet C.parapsilosis susu arasinda 40 kan izolatinin %15’i zayif, %10’u orta; 13
idrar izolatinin ise %38.4'U zayif, %15.3'U kuvvetli sivisik 6rti Gretimi gostermistir. Kuv-
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vetli “slime” Uretiminin yalnizca idrar izolatlarinda saptanmasi da dikkat cekicidir (Tablo
I1). Literatlr verileri ile kendi verilerimiz arasindaki bu farkhhg aciklayabilecek olasi bir
neden bulunamamistir. Ayrica, diger calismalarda tek basina idrar izolatlarina ait sivisik
ortl dretimi olduguna dair bir veriye de rastlanmamustir.

Candida suslarinin bir diger virtlans faktori hidrofobisitedir. Calismamizda, Rosen-
berg ve arkadaslarinin?® ilk kez uyguladigi hidrokarbon adezyon testi ile izolatlarin hid-
rofobik ozellikleri arastinlmistir. Bu konudaki en kapsamli verileri iceren bir calismada,
agiz, deri lezyonlari ve kandan izole edilen 24 C.parapsilosis susunda ksilen hidrokarbon
aderens yontemi kullanilarak hidrofobisite arastinlmig ve iki izolatta az, diger izolatlarda
ise orta diizeyde hidrofobisite saptanm|§t|r29. Bu calismada artan hidrofobisite ile yanak
epiteline adezyon giicii arasinda uyum oldugu gésterilmistir?®. Ureme sicakhiginin da
hidrofobisite diizeyini etkilemesinden yola c¢ikarak, calismamizda C.parapsilosis izolatlari
insan vicut i1sisinda (37°C) inkiibe edilmis ve bir kan izolati disinda tiim izolatlar orta hid-
rofobik olarak saptanmistir (Tablo II). Bunun da C.parapsilosis izolatlarinin virtilansinda
onemli bir yeri oldugu distinilmdastar.

Epidemiyolojik veri elde edebilmek amaciyla gerceklestirdigimiz morfotiplendirme ¢a-
ismasinda, STTZ ve MA besiyerlerinden elde edilen verilere gore alt gruplar olusturul-
mus ve bunlar, izolasyon donemi, servis ve virllans faktorleri temel alinarak irdelenmis-
tir. Literatlirde her iki yontemin de uygulandigi bir calismada, C.parapsilosis izolatlarinin
STTZ'de diizglin yiizeyli tim kolonilerde acik pembe, koyu pembe, acik mor, koyu mor
olmak tizere 4 farkl morfotip; MA'da ise cogu diizgiin ylizeyli olmak Uzere kesintisiz sa-
cakli ve yer yer sacakli olarak 3 farkli morfotip gésterdigi saptanmustir'®. Miguel ve arka-
daslan?® ise, C.parapsilosis kan izolatlarinda koloni rengini géz ardi ederek, MA ve STTZ
yontemiyle cogu diizgiin olmak tzere, burusuk ve kismen burusuk yuzeyli olmak tzere
3 farkl morfotip belirlemislerdir. Ancak literatiirdeki hicbir calismada epidemiyolojik de-
gerlendirme icin uygulanan yontemlere dayali yeterli ve guivenilir sonuglar elde edilme-
mistir. Calismamizda, MA besiyerinde suslarin %81.1'i diizglin (D), %3.7'si burusuk (B)
ve %15.1'i 1sinsal cizqgili (C) olarak belirlenmistir (Tablo II). Kan izolatlarinin cogu D ola-
rak gozlenirken, 13 adet idrar izolatinin hepsi D morfotipi sergilemistir; bu da idrar izo-
latlarinin sayica az olmasiyla agiklanabilir. izolatlarimizin hepsi STTZ besiyerinde dizgin
yuzey (d) morfolojisinde olup, koloni rengi olarak cogunlukla koyu mor (M2) ve daha az
oranda acik mor (M1), acik pembe (P1) ve en az oranda koyu pembe (P2) olarak goz-
lenmistir. izolatlarin %9.4’tGinin ise migelyal zon olusturdugu saptanmustir (Tablo I1). Her
iki besiyeri ile elde edilen sonuclar literatiir verilerinin cogu ile uyumludur'”-2122_ Ancak
verilerimiz epidemiyolojik degerlendirme acisindan yetersiz kaldigi icin, morfotiplendir-
menin ayirm gicunu artirmak amaciyla MA ve STTZ besiyerlerinden elde edilen veriler
birlestirilerek degerlendirilmistir (Tablo II). Buna goére kan izolatlarinda ¢cogu B olmak
Uzere 10 farkh alt gurup, idrar izolatlarinda ise cogu B olmak tzere A ve E dahil 3 farkh
morfotip belirlenmistir (Tablo I1l). Miguel ve arkadaslari®®, C.parapsilosis suslarinda, renk
dagiimina bakmaksizin 8 farkli alt grup elde etmistir. Elde ettigimiz alt gruplar, servis ve
donem temelinde degerlendirildiginde; pediatride 2000-2002 déneminde saptanan B
grubu 8 izolat ve 2003'te saptanan D grubu 2 izolat kimelenme olasiligini akla getirmis-
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tir. Yogun bakim Unitesinde ise 2001'de 3 ve 2003’te 2 adet B grubu susun izolasyonu
kiimelenmeyi distindurirken, diger servislerde 2001-2004 arasinda izole edilen 16 adet
B grubu susun, olasi kimelenme ile baglantili oldugu stiphesini dogurabilir (Tablo II1).

RAPD-PCR yontemiyle yapilan genotiplendirmede, suslarimizda, biyik ¢ogunlugu
(%90.5) tip Il olmak tizere toplam 3 farkli genotip belirlenmistir. Calismamizda elde edi-
len morfotipler agirlikl olarak tip Il altinda toplanmis olmakla birlikte, morfotipler ve k-
melenme paternleri belirli bir genotiple iliskilendirilememistir. Miguel ve arkadaslan®°,
morfo- ve genotiplendirmeyi yeniden bir arada degerlendirerek, izolatlarinin salgin sus-
lari oldugunu ileri sirmuglerdir. Ancak bizim calismamizda, morfo-ve genotiplendirme
arasindaki uyumun irdelenebilmesi ve miimkiinse epidemiyolojik arastirmalarda morfo-
tiplendirmenin de gtivenle kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla bir “yeniden kodla-

ma” yapilmamustir.

Ulasilabildigi kadariyla literattrde, izolatlarin gerek klinik 6rnege, gerekse STTZ ve MA
morfotiplerine ve farkli virlilans faktorlerine gore bir arada degerlendirildikleri calismala-
ra rastlanmamistir. Khun ve arkadaslari?>, genotiplendirme ile salgin susu olarak tanim-
lanan 6 adet C.parapsilosis (grup ) izolatinda sivisik 6rtti, AP ve fosfolipazi irdelemisler ve
fosfolipaz ve AP aktiviteleri acisindan buyuk farkliliklar belirlemislerdir. Arastiricilar, yalniz-
ca sivigik ort Uretiminin klonal olarak benzer suslarda sporadik suslara oranla daha faz-
la Gretildigini ve bunun da salginda 6nemli bir faktor olabilecegini 6ne siirmiislerdir?>.
Bernardis ve arkadaslari'” ise, yiiksek proteolitik aktivite saptadiklari C.parapsilosis izolat-
larinda cok farkli karyo ve biyotip profilleri bildirmiglerdir. Calismamizda, izolatlarin viri-
lans faktorleri birbirleriyle kiyaslandiginda, bir sus disinda esteraz ve fosfolipaz negatif ol-
malari ve hidrofobisitenin tiim suslarda orta diizeyde saptanmasi, bu faktorler acisindan
izolatlar arasi benzerligi yansitmaktadir. Ancak AP ve “slime” Gretimleri arasinda farklilik-
larin saptanmasi, Khun ve arkadaslarinin?® sonuclarina uyan bir veridir.

Calismamizda, virtilans faktorleri ile genotipler arasindaki iliski incelendiginde, belir-
gin bir iliskiye rastlanmamuistir. Yalnizca, tip Ill olarak belirlenen tek izolatimizin ayni za-
manda tek esteraz pozitif sus olmasi da dikkat cekicidir (Tablo Ill). Hastanemizde kiime-
lendigini distindugumiiz suslarin “slime” Gretimi disinda, diger virtilans faktorleri acisin-
dan pediatri ve yogun bakim biriminde uyumluluk sergiledikleri gozlemlenmis; diger ser-
visler grubunda ise boyle bir uyum elde edilmemistir (Tablo IIl). Dolayisiyla servisler ara-
sinda morfotip olarak B alt grubunda yogunlasan suslarimizin, gerek genotipik gerekse
virlilans faktorleri ile ilgili net bir profil cizdikleri ileri siirilememektedir. Bundan sonraki
amacimiz, bu calismaya dahil edilen C.parapsilosis suglarinin, anabilim dalimiz biinyesin-
de C.orthopsilosis ve C.metapsilosis agisindan yeniden degerlendirilmesidir.

Sonug olarak, ucuz ve kolay olmakla birlikte MA ve STTZ yontemlerine dayali morfo-
tiplendirmenin, C.parapsilosis enfeksiyonlarinin epidemiyolojik irdelenmesinde ve salgin
suslarinin Grettikleri virtlans faktorlerinin belirlenmesinde yeterli olmadigi ve ayirm gu-
cli daha ytuksek birka¢c yontemin bir arada uygulanmasi ve sonuclarin PFGE gibi ileri mo-
lekller yontemlerle kiyaslanmasiyla daha gtivenilir fenotiplendirme yontemlerinin elde
edilecegi kanisindayiz.
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