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OZET

Kandidemi yiiksek mortalite ile seyreden ciddi bir klinik tablodur. Ozellikle immiinyetmezlikli olgu-
larda sik goriilen bu tabloda erken tani ve uygun tedavi nem tasir. Bu retrospektif calismada, kan kuil-
tlrlerinden izole edilmis olan Candida suslarinin antifungal duyarlilik paternlerinin belirlenmesi; viriilans
faktorl olarak kabul edilen fosfolipaz, esteraz ve biyofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilmasi ve izolat-
lar arasindaki klonal iliskinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, laboratuvarimizda Subat
2005-Temmuz 2010 tarihleri arasinda, sekizi yenidogan, 38'i ise erigkin hastalarin kan kdltiirlerinden
izole edilen 46 Candida spp. susu alinmistir. Suslarin 17’si C.albicans, 18'i C.parapsilosis, besi C.glabra-
ta, dordu C.tropicalis, biri C.quilliermondii ve biri C.krusei olarak tanimlanan izolatlardir. Antifungal du-
yarlilik testleri “Sensititre Yeast One (Trek Diagnostic Systems, ABD)” ticari kiti ile yapilmis; esteraz ak-
tivitesi Tween-80'li besiyerinde, fosfolipaz aktivitesi yumurta sarili agarda arastirilmis ve biyofilm olus-
turma 6zelliginin belirlenmesinde mikroplak yontemi kullanilmistir. Suslarin genotiplendirilmesi; OPE-
03, OPE-18, AP50-1, Cnd-3 ve Cnd-4 primerleri kullanilarak “Random Amplified Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR)” yontemiyle yapilmistir. Calismamizda, tim suslarin amfoteri-
sin B, vorikonazol, posakonazol ve kaspofungine duyarli oldugu saptanmustir. C.albicans, C.parapsilosis,
C.glabrata ve C.tropicalis suslari flukonazole duyarli bulunurken, C.krusei susu flukonazole dogal direnc-
li kabul edilmistir. Bes C.glabrata izolatinin liclinde itrakonazol direnci belirlenmis, diger tiim suslarin
itrakonazole duyarli oldugu goérilmdstir. C.albicans suslarinin timiinde fosfolipaz ve esteraz aktivitesi
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pozitif, biyofilm olusumu negatif iken, tiim C.parapsilosis suslarinin fosfolipaz ve esteraz aktivitesi nega-
tif, biyofilm olusumu pozitif bulunmustur. Fosfolipaz aktivitesine hicbir albicans-disi tiirde rastlanma-
mis; C.tropicalis suslarinin hepsinde esteraz pozitifligi saptanirken, tg¢ C.tropicalis, bir C.glabrata ve bir
C.krusei izolatinin biyofilm olusturma 6zelligine sahip oldugu izlenmistir. Genotiplendirme sonucunda;
bes farkli primer ile C.albicans suslari 5-8 patern, C.parapsilosis suslari ise 2-3 patern olusturmus, C.pa-
rapsilosis izolatlarindan 14’ primerlerin hepsi ile ayni bulunarak tek bir paternde (patern A) toplanmis-
tir. Sonug olarak calismamizda, kandan izole edilen Candida spp. izolatlarinin test edilen antifungal
ajanlara karsi duyarlliklarinin oldukca yiiksek oldugu goérilmds; C.albicans suglarinda yiiksek oranda
fosfolipaz ve esteraz, C.parapsilosis suslarinda yiiksek oranda biyofilm pozitifligi saptanmustir. C.parap-
silosis izolatlari arasinda bulunan baskin paternin ise ekzojen yayilimla iligkili olabilecegi diistinilmustar.

Anahtar sézciikler: Candida tiirleri; kandidemi; antifungal duyarlilik; esteraz; fosfolipaz; biyofilm; geno-
tiplendirme; RAPD-PCR.

ABSTRACT

Candidemia is a serious clinical picture with a rather high mortality. Early diagnosis and appropri-
ate treatment is crucial in this picture especially in immunocompromised cases. The aims of this ret-
rospective study were to investigate the antifungal susceptibility patterns and to detect the presence
of phospholipase, esterase and biofilm production which are excepted as virulence factors of Candida
spp. strains and to evaluate the clonal relationships between isolates. A total of 46 Candida spp. stra-
ins isolated from blood cultures of patients of whom eight were newborn and 38 were adults, betwe-
en the period of February 2005 to July 2010, were included in the study. Of the isolates 17 were iden-
tified as C.albicans, 18 were C.parapsilosis, five were C.glabrata, four were C.tropicalis, one was C.guil-
liermondii and one was C.krusei. Antifungal susceptibility tests were performed by using “Sensititre Ye-
ast One (Trek Diagnostic Systems, USA)” commercial kit. Esterase activity was detected in Tween-80
medium; phospholipase activity in yolk egg agar and biofilm formation was investigated by micropla-
te assay. Strain genotyping was performed by RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA-poly-
merase chain reaction) by using OPE-03, OPE-18, AP50-1, Cnd-3 and Cnd-4 primers. All strains were
found to be susceptible to amphotericin B, voriconazole, posaconazole, and caspofungin. C.krusei stra-
in was defined as resistant (intrinsically) to fluconazole. All strains of C.albicans, C.parapsilosis, C.glab-
rata, and C.tropicalis were found to be susceptible to fluconazole. Three of five C.glabrata strains we-
re resistant to itraconazole, while the other strains were found to be susceptible. All of the C.albicans
strains had phospholipase and esterase activity, however none were biofilm-producing isolates. In
contrast all of the C.parapsilosis strains were negative for phospholipase and esterase activity, however
all were positive for biofilm formation. Phospholipase activity has not been detected in non-albicans
strains; esterase activity were found positive in all of the C.tropicalis strains, while biofilm formation was
detected in three C.tropicalis, one C.glabrata and one C.krusei isolates. The results of genotyping de-
monstrated that C.albicans strains displayed 5-8 different patterns and C. parapsilosis strains 2-3 pat-
terns with the use of five primers. Among C.parapsilosis strains, 14 were found identical (with the use
of all the primers forming a single pattern (pattern A). In conclusion, the Candida spp. isolated from
blood samples were highly susceptible to the tested antifungals, and C.albicans strains had high
phospholipase and esterase activity, while C.parapsilosis strains had high rate of positivity for biofilm
formation. The predominant pattern amongst C.parapsilosis strains was thought to be related to exo-
genous dissemination.

Key words: Candida spp.; candidemia; antifungal susceptibility; phospholipase; esterase; biofilm; genoty-
ping; RAPD-PCR.
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Kan Kiltiirlerinden izole Edilen Candida Suslarinda Antifungal Duyarliligin ve
Bazi Virilans Faktorlerinin Arastiriimasi ve RAPD-PCR ile Genotiplendirilmesi

GiRis

Kandidemi, 6zellikle immunyetmezligi olan olgularda goriilen, yiksek mortalite ile
seyreden ciddi bir klinik tablodur. Kandidemilerde en sik etken Candida albicans olmak-
la birlikte albikans-digi tiirlerin gortlme sikhgr da giderek artmaktadir. Candida turleri ara-
sinda antifungallere duyarlilik agisindan farklar gériilmektedir. Ornegin; C.krusei flukona-
zole dogal olarak direnclidir; C.glabrata suglarinda flukonazole, C.lusitaniae suslarinda ise
amfoterisin B’ye karsi duyarliigin diger tiirlere gore daha diisiik oldugu belirtilmektedir'.
Son yillarda tlkemizde de kullanilan ve duyarllik oranlarinin oldukca yiiksek oldugu bil-
dirilen kaspofungin, vorikonazol ve posakonazol gibi yeni antifungal ilaclar, diger anti-
fungallere direncli bulunan suslarda tedavi seceneklerini artirmaktadir?>.

Hastane kokenli enfeksiyon etkenlerinin arasinda mantarlarin sikhgr giderek artmakta-
dir*. Enfeksiyonlardan izole edilen suslarin genetik olarak iliskili olup olmadiklari, mole-
kuler yontemlerle arastiriimakta, etkenin kaynagi (ekzojen veya endojen) ve bulas yolla-
r saptanabilmekte ve epidemiyolojik siirveyans yapilabilmektedir®. Molekiiler genotiple-
me yontemleri icinde yer alan “random amplified polymorphic DNA (RAPD)-polymera-
se chain reaction (PCR)” ile Candida turlerinin hizli ve kolay bir sekilde tiplendirilebilece-
gi belirtiimektedir®’. Bu yontemle yapilmis calismalarda birden fazla primerin kullanil-
masi ve elde edilen sonuclarin kombine edilmesiyle yontemin ayirim giiciniin artinldig
ifade edilmektedir’-1°.

Kandidoz gelisiminde, konagin savunma mekanizmalarindaki zayiflamanin yani sira
etkene ait virlilans faktorleri de nemli rol oynar. Bu konuda lizerinde en cok calisilan tir
C.albicans olup, fenotipik degisim, morfolojik dimorfizm, cesitli adezyon molekdlleri,
hidrolitik enzimler (fosfolipaz, lipaz, aspartik proteinazlar vb.), katalaz, siperoksit dismu-
taz ve 1si-sok proteinleri gibi bircok viriilans faktéri belirlenmistir''. C.albicans disindaki
tiirlerde viriilans faktorleri ile ilgili calismalarin sayisi da giderek artmaktadir®'214,

Sunulan bu retrospektif calismada, kan kilttrlerinden izole edilmis olan Candida sus-
larinin cesitli antifungal ajanlara karsi duyarliiginin belirlenmesi; fosfolipaz, esteraz ve bi-
yofilm olusturma 6zelliklerinin arastiriimasi ve izolatlar arasindaki klonal iliskinin deger-
lendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Candida Suslan

Calismaya, Subat 2005-Temmuz 2010 tarihleri arasinda laboratuvarimizda BACTEC
9120 sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile kan kultirlerinden izole edilmis ve saklanmis
olan Candida suslari alindi. Suslar iki kez sabouraud dekstroz agar (SDA)’a pasajlanarak
saflastinldi ve tanimlama testleri [germ tiip testi, misir unu-Tween 80 agarda mikrosko-
bik gériinim, CHROMagar Candida (Oxoid, ingiltere) besiyerinde koloni rengi] tekrar-
landi. C.albicans olarak tanimlanan izolatlar arasinda C.dubliniensis olup olmadigi PCR ile
arastirildi’®. Kontrol suslari olarak C.albicans ATCC 90028, C.tropicalis ATCC 750, C.kru-
sei ATCC 6258 ve C.glabrata ATCC 90030 kullanildi.
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Antifungal Duyarlilik Testi

izolatlarin antifungal ilaglara duyarlihgi “Sensititre Yeast One Test Panel Y06 (Trek Di-
agnostic Systems Inc., ABD)” kiti ile arastirildi. Kolorimetrik mikrodillisyon yontemine
dayanan bu testte, her kuyucukta belirli miktar antifungal bulunmaktadir. “Sensititre Ye-
ast One” buyyonunda 1.5-8 x 103 hiicre/ml icerecek sekilde hazirlanmis maya siispan-
siyonu cukurlara eklendi ve 35°C’de 24 saat inklbe edildi. Degerlendirmede, pozitif ire-
me cukurundaki kirmizi rengin gozlenmedigi ilk cukura ait deger, minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) degeri olarak kabul edildi.

Antifungal duyarlilik testinde direng sinir degeri olarak kabul edilen MiK degerleri; flu-
konazol icin C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis’de > 4 ug/ml, C.glabrata’da > 32
pg/ml; kaspofungin icin C.albicans, C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei’de > 0.5 pg/ml,
C.parapsilosis'de > 4 pg/ml; itrakonazol icin > 0.5 pg/ml; vorikonazol ve posakonazol icin
> 2 pg/ml idi'®"®. Amfoterisin B icin, “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” tarafindan MIK degeri < 1 pug/ml olan suslar duyarl kabul edildi. Direncin sap-
tanmasinda CLSI tarafindan belirlenen sinir deger bulunmasa da, bazi ¢alismalarda MiK
degeri > 1 pug/ml saptanan suslarin direncli kabul edilmis olmasi dikkate alindi?.

Viriilans Faktorlerinin Arastiriimasi

Esteraz aktivitesinin tespitinde; suslar Tween 80 agara 10 mm caph daire seklinde eki-
lerek 10 giin 30°C’de inkiibe edildi ve ekim bolgesinin etrafinda 151§1 geciren hale olu-
sumunun saptanmasi pozitif olarak kabul edildi?°.

Fosfolipaz aktivitesinin tespitinde; yumurta sarili agara 0.5 McFarland bulanikhginda-
ki maya stispansiyonundan 10 pl ekilmesinden ve 37°C’de dort glin inkiibasyondan son-
ra, koloni capinin presipitasyon capina orani (Presipitasyon zonu; Pz) hesaplandi. Fosfo-
lipaz aktivitesi acisindan; Pz degeri < 0.69 bulunan suslar ¢cok kuvvetli (++++), Pz= 0.70-
0.79 olan suslar kuvvetli (+++), Pz= 0.80-0.89 olan suslar orta (++) ve Pz= 0.90-0.99 olan
suslar zayif (+) pozitif olarak kabul edilirken; Pz > 1 olan suglar negatif olarak degerlen-
dirildi®!,

izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak yéntemiyle arastirildi?3. Kisaca,
%0.9 NaCl icinde 3 McFarland standardina ayarlanan maya suspansiyonu (20 pl) ile
%8 glukoz iceren Sabouraud-dekstroz buyyon (BioMérieux, Fransa) (180 pl) diz ta-
banlh polistiren mikroplaklar (Greiner bio one, Almanya) icinde karistirildi. Kirk sekiz sa-
at 30°C’de inkiibasyondan sonra cukurlar bosaltilarak t¢ kez distile su ile yikandi ve
havada kurutuldu. Kristal viyole (%1 dilisyonda) ile 20 dakika boyama, yikama ve ku-
rutma islemlerinden sonra cukurlara 200’er pl %96'lik etanol eklendi ve mikroplak
okuyucuda (Bio Tek, EL x 800, USA) 630 nm’lik filtre ile okutularak optik dansite (OD)
degerleri elde edildi. Esik deger (negatif kontrollerin OD ortalamasi + 3x standart sap-
ma degeri) hesaplanarak OD degeri esik deger lzerinde bulunan 6rneklerin biyofilm
olusum testi pozitif kabul edildi.

Esteraz, fosfolipaz ve biyofilm olusumu testleri her sus icin tcer kez tekrar edildi.
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RAPD-PCR

Suslarin genotiplendirmesi RAPD-PCR yontemiyle yapildi. Bu amacla, Marol ve arka-
daslarinin'® kullandigi OPE-03 (5’-CCAGATGCAC-3), OPE-18 (5-GGACTGCAGA-3),
AP50-1 (5-GATTCAGACC-3’) ve Giilay ve arkadaslarinin® kullandigi Cnd-3 (5’-CCA-
GATGCAC-3"), Cnd-4 (5'-ACGGTACACT-3") primerlerini iceren yontemler, adi gecen ca-
lismalarda belirtildigi sekilde uygulandi. PCR kansimi 50 pl son hacimde, 200 pM
dNTP’lerin her birinden (Invitrogen, ABD), 5 pl 10x PCR tamponu, 2.5 mM MgCl,, 2.5
U Taq polimeraz (Invitrogen, ABD), primerler (Cnd-3 icin 0.2 uM, Cnd-4 icin 0.8 pM,
OPE-03 ve OPE-18 i¢in 0.6 uM, AP50-1 icin 2 uM) ve 5 ul DNA olacak sekilde hazirlan-
di. Ist dongu cihazi (Eppendorf, ABD) programi; 94°C’de tg¢ dakika 6n denattirasyonun
ardindan 45 dongi olacak sekilde; 94°C’de bir dakika denatiirasyon, 36°C’de bir dakika
yapisma, 72°C’de iki dakika uzama ve 72°C’de yedi dakika son uzama seklinde uygulan-
di. Amplifikasyon sonrasinda Urtinler %1.5 agar ve 1 pl/ml “cybersafe” (Invitrogen, ABD)
iceren jelde 80V'da 1.5 saat yurutildid. Olusan bandlar jel goriintileme cihazinda (Vil-
ber Lourmat, Fransa) goruntulenerek Bio1D yazilimi (Vilber Lourmat, Fransa) ile analiz
edildi ve UPGMA yontemiyle her bir primer icin ayri dendogram olusturuldu. Suslar ara-
sindaki klonal iligkinin yorumlanmasinda Dice benzerlik katsayisi dikkate alindi ve < 0.90
olmasi halinde suslarin farkli paternde oldugu kabul edildi'®.

BULGULAR

Calismaya alinan 46 Candida spp. susunun sekizinin yenidogan, 38’inin ise eriskin
hastalardan (yas araligi: 0-80; yas ortalamasi: 61.71 + 13.93 yil) izole edilen suslar oldu-
Ju belirlenmistir. izolatlarin 18 (%39)'i C.parapsilosis, 17 (%37)’si C.albicans, 5 (%11)’i
C.glabrata, 4 (%9)'U C.tropicalis, 1 (%2)’i olmak tzere C.guillermondii ve 1 (%2)'i C.kru-
sei olarak tanimlanmistir.

Antifungal duyarlilik testi sonuglarina gore, izolatlarin timi amfoterisin B, vorikona-
zol, posakonazol ve kaspofungine duyarli bulunmus; bes C.glabrata susundan tglnin it-
rakonazole direncli oldugu gorilmustiur (Tablo 1). Cahsmadaki tek C.krusei susunun ise,
flukonazole dogal direncli oldugu icin MiK degeri dikkate alinmamuistir.

Calismamizda C.albicans suslarinin timiinde fosfolipaz ve esteraz aktivitesi saptanir-
ken, hicbir C.albicans susunun biyofilm olusturmadigi izlenmistir. Buna karsin C.parapsi-
losis suglarinin fosfolipaz ve esteraz aktivitesi gostermedigi, ancak timunin biyofilm
olusturdugu belirlenmistir. Tim izolatlarin esteraz, fosfolipaz ve biyofilm olusturma 6zel-
likleri Tablo ll’de gosterilmistir.

RAPD-PCR ile yapilan tiplendirmede, bes farkli primere gore degismek lzere C.albi-
cans suglarinin 5-8, C.parapsilosis suslarinin ise 2-3 patern olusturdugu gorilmistir (Tab-
lo ) (Resim 1,2). C.parapsilosis suslarinin 14 (CP 1-14)’lG bes primerle de benzer bulu-
narak A paternini ve diger 3 (CP 16-18)’l bes primerle de benzer bulunarak B paternini
olusturmus; bir (CP 15) sus ise primerlerin ¢l ile A paternindeki suslarla benzer bulu-
nurken, iki (OPE-18, Cnd-4) primerle farkli patern (Patern C) olusturmustur. C.parapsilo-
sis disindaki tiirlerde primerlere gore patern sayilarinda ve paternlerin icerdigi suslarda
(ayni bulunan suslar dahil) farklar oldugu belirlenmistir.
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Kan Kiltiirlerinden izole Edilen Candida Suslarinda Antifungal Duyarliligin ve

Bazi Virlilans Faktorlerinin Arastiriimasi ve RAPD-PCR ile Genotiplendiriimesi

Tablo Il. Candida spp. Izolatlarinin Esteraz, Fosfolipaz ve Biyofilm Olusturma Ozellikleri

Pozitif sayi/Toplam sayi

Candida tiirii Esteraz Fosfolipaz Biyofilm
C.albicans 17/17 17/17* 0/17
C.parapsilosis 0/18 0/18 18/18
C.tropicalis 4/4 0/4 3/4
C.glabrata 0/5 0/5 1/5
C.guillermondii 0/1 0/1 0/1
C.krusei 0/1 0/1 1/1
Toplam 21/46 (%46) 17/46 (%37) 23/46 (%50)

* Suslarin 6’si cok kuvvetli, 8'i kuvvetli, 3'U orta/zayif diizeyde fosfolipaz aktivitesi gostermistir (ortalama Pz: 0.690 +
0.840).

Tablo Ill. RAPD-PCR ile Yapilan Genotiplendirmede Farkli Primerlerle Elde Edilen Patern Sayilari

Primer
Candida tiirii (n) OPE-03 OPE-18 AP50-1 Cnd-3 Cnd-4
C.albicans (17) 6 8 8 8 5
C.parapsilosis (18) 2 3 2 2 3
C.glabrata (5) 3 3 2 3 4
C.tropicalis (4) 3 2 2 4 2

Resim 1. C.albicans suslarinin Cnd-3 primeri ile RAPD-PCR gériintdisi.
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Resim 2. C.parapsilosis suslarinin Cnd-3 primeri ile RAPD-PCR gortinttisti.

TARTISMA

Bu retrospektif calismada, Candida spp. kan kultiir izolatlarinin antifungal ilaclara
karsi duyarliigi ve viriilans faktort olarak kabul edilen bazi 6zellikleri arastiriimis ve izo-
latlar arasindaki klonal iliski RAPD-PCR ile genotiplendirilerek degerlendirilmistir. Calis-
mamizda antifungal duyarlilik testleri “Sensititre Yeast One (SYO) Test Panel” ticari kiti
ile uygulanmugtir. Yapilan bir calismada, ekinokandinlere duyarlilik testinde SYO kiti ve
CLSI'nin referans yontemiyle alinan sonuclar karsilastirilmis ve iki yontem arasindaki
uyum %100 olarak saptanmistir?. Bertout ve arkadaslari?® ise, SYO kiti ile CLSI’'nin mik-
rodillisyon yontemi arasindaki uyum oranlarini flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, po-
sakonazol, amfoterisin B ve kaspofungin icin sirasiyla; %70.6, %83.3, %80.4, %87.3,
%92.2 ve %88.2 olarak bildirmislerdir. Bu arastiricilar, cok biyiik hata oranini %0.9 (am-
foterisin B, kaspofungin) ile %7.8 (vorikonazol) arasinda, buyik hata oranini ise %2.9
(vorikonazol) ile %26.5 (amfoterisin B) arasinda tespit etmis; en duisuk kategorik uyu-
mun (%72.6) amfoterisin B icin saptandigini belirtmislerdir?®. Ticari olarak kolay sagla-
nabilmesi, ayni anda ¢ok sayida antifungal ilacin test edilebilmesi ve uygulama kolaylig
gibi avantajlari nedeniyle, calismamizda tercih edilen bu yontem ile alinan sonuglar de-
gerlendirilirken, referans yontem ile arasinda uyumsuz sonuglar olabilecedi g6z 6niinde
tutulmalidir. Calismamizda, antifungal duyarllik testinin degerlendirilmesinde, yeni giin-
cellenen, flukonazol ve kaspofungin icin Candida tiirine gore farkllik gosteren direng si-
nir degerleri kullanilmistir'®'”. Buna gére suslarin tiimi vorikonazol, posakonazol, am-
foterisin B ve kaspofungine duyarli bulunmus; l¢ C.glabrata izolati disinda itrakonazole
direncli sus saptanmamistir (Tablo I). C.krusei suslari ise flukonazole dogal direnclidir.

Calismamizin sonuglari, klinik Candida izolatlarinda antifungal duyarlihgin arastirildig
diger calismalarla, kullanilan direng sinir degerleri farkli olmasina ragmen, benzerlik gos-
termektedir>2’2°, Aydin ve arkadaslari?’, C.glabrata suslar disinda flukonazol direnci
saptamamuslar, Giirciioglu ve arkadaslari?® ile Saracl ve arkadaslari®*® flukonazole direng-
li C.parapsilosis; Tan ve arkadaslari® ile Spiliopoulou ve arkadaslari?® ise flukonazole di-
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rencli C.tropicalis suglarini rapor etmislerdir. Calismamiza dahil edilen Candida suslari
icinde en yuksek direng (3/46; %6.5) itrakonazol icin saptanmistir. Benzer sekilde, test
edilen antifungaller icinde en duslik duyarlilik oraninin itrakonazol icin saptandigi calis-
malar bulunmaktadir®3'. Vorikonazol duyarliigi ile ilgili olarak, direncin hi¢ saptanmadi-
g1 calismalar oldugu gibi, disiik MIK degerlerinin bildirildigi ya da direngli C.tropicalis
suslarinin rapor edildigi arastirmalar da mevcuttur®2/:3%32, Posakonazol duyarliligi icin
yapilan calismalarda, Diekema3? suslarin tiimiini duyarli bulmus, Spiliopoulou ve arka-
daslari?’ ise direncli C.glabrata suslari saptamislardir. Amfoterisin B icin de, bazi arastiri-
alar*?%32 tiim suslarin duyarl oldugunu bildirirken, bazilar?” > 1 pg/ml MIK degeri sap-
tadiklar C.kefyr ve C.lusitaniae suslari oldugunu rapor etmislerdir. Benzer olarak, calisilan
suslarda kaspofungin duyarlihgini %98-100 olarak bildiren yayinlarin yani sira, kaspofun-
gin MIK degerlerinin C.parapsilosis suslari disinda diisiik bulundugunu ifade eden yayin-
lar da bulunmaktadir?®:3%. Bizim calismamizda kullandigimiz direnc sinir degerlerini kul-
lanan Pfaller ve arkadaslarinin®' calismasinda, farkl tilkelerdeki merkezlerde kandan izo-
le edilen toplam 934 Candida susunda en yiiksek diren¢ oranlarinin saptandig turler; flu-
konazol icin C.parapsilosis (%6.8), itrakonazol icin C.krusei (%43.8), vorikonazol icin
C.glabrata (%2.5), posakonazol icin C.glabrata (%3.8) ve kaspofungin icin C.krusei
(%12.5) olmustur.

Hastane enfeksiyonlari ve salginlarinda suslar arasindaki iliskinin saptanmasi, bulas
kaynagi acisindan onem tasimakta ve bu amacla molekiiler genotiplendirme yontemle-
ri yaygin olarak kullaniimaktadir?*3334, Calismamizda, uygulama kolayhi§i ve daha az za-
man almasi nedeniyle bircok arastirici tarafindan tercih edilen RAPD-PCR yontemi kulla-
nilmistir®. Bu yéntemin en énemli dezavantaji, elde edilen DNA paternlerinin, MgCl,
konsantrasyonu, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon parametreleri ve 1si dongi cihaz ti-
pine bagl olarak degisiklik gdsterebilmesidir®. Arastiricilar, RAPD-PCR yénteminin stan-
dardize edilmesi durumunda tekrarlanabilirliginin artacagini ve kullanilan primerlere
bagl olarak ayinm guctnin ylkselecegini bildirmekte; az sayida susun degerlendirildigi
kiiciik &lcekli epidemiyolojik arastirmalarda kullanilabilecegini vurgulamaktadirlar’™
10,2434 Calismamizda, C.parapsilosis suslarinda, kullanilan bes primerle benzer sonuclar
alinmis ve primerlere gore iki ya da Ug farkl patern elde edilerek sirasiyla 15 ya da 14 sus
iceren baskin bir patern (patern A) saptanmigtir. Primerler arasinda farkhlik gosteren tek
sus (CP-15), OPE-03, AP50-1 ve Cnd-3 ile A paternine dahil edilmis; OPE-18 ve Cnd-4
primerleri kullanildiginda ise ayri bir patern olusturdugu goérilmistir. C.albicans, C.glab-
rata ve C.tropicalis turlerinde ise kullanilan primere gore farkli sonuglar elde edilmis, bas-
kin bir patern ile karsilagilmamistir. Bu sonug, C.albicans’in daha ziyade endojen kaynak-
Ii enfeksiyonlar olusturma 6zelligi ile uyumludur'%33, Bizim calismamizda oldugu gibi
C.parapsilosis suglari arasinda baskin paternler saptanan ve bu durumun ekzojen kaynak-
Ii enfeksiyonlarla aciklandigi calismalar bulunmaktadir®33. C.parapsilosis disindaki tiirler-
de suslarin secilen primere gore farkli paternlerde yer almasi, bir primer ile benzer bant
paternine sahip olan suslarin bir bagka primerle farkli bant paterni géstermesi nedeniyle
degerlendirmede zorlukla karsilagilmistir. Bu sorun, suslarin genotiplendirmesinde 10
farkli primer kullanan Saran ve arkadaslar’ tarafindan da vurgulanmaktadir. Dolayisiyla
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RAPD-PCR ile elde edilen sonuglarin degerlendiriimesine yonelik, farkli yontemlerle kar-
silastinlmali calismalara ihtiyag vardir.

Calismamizin verileri, tim C.albicans suslarinda fosfolipaz aktivitesinin oldugunu, al-
bikans-disi turlerde ise bu aktivitenin bulunmadigini gostermistir. Fosfolipaz aktivitesi,
kandan izole edilen C.albicans suglarinda %68-79, kan disi 6rneklerden izole edilen sus-
larda ise %61-100 oranlari arasinda bildirilmektedir' 3354, Sonuclarimiza benzer olarak,
albikans-disi suslarda fosfolipazin saptanmadigi calismalar da mevcuttur®'3, Esteraz ak-
tivitesi degerlendirildiginde; tim C.albicans suglarimizin ve albikans-disi turlerden tim
C.tropicalis izolatlanimizin bu aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan calismalarda
C.albicans suslarinda %84-100 ve C.tropicalis suglarinda %93-100 oranlarinda esteraz ak-
tivitesi rapor edilmektedir'“2%4!. Buna karsin bazi arastiricilar, diger Candida tiirlerinde
esteraz aktivitesi saptamazken, tiirlere gore degismekle birlikte bu oranlari bazilari distik
(%2-10) bazilari ise yiiksek (%57-100) olarak bildirmektedirler® 42041 Candida suslari
biyofilm olusturma 6zellikleri ydoniinden incelendiginde; hicbir C.albicans izolatinin biyo-
film olusturmadigi izlenmis, ancak albikans-disi izolatlarin %79 (23/29)'unda biyofilm
olusumu saptanmistir (Tablo I1). En ytiksek biyofilm pozitiflik oraninin C.parapsilosis sus-
larina ait oldugu (18/18) gozlenmistir. Bu konudaki veriler, sonuglarimiza benzer olarak,
klinik orneklerden izole edilen albikans-digi tirlerin C.albicans suglarina gore daha yliksek
oranda biyofilm olusturdugunu géstermektedir®4244, Calismalar arasinda, Candida sus-
larinin fosfolipaz ve esteraz aktivitesi ile biyofilm olusturma ozellikleri konusunda alinan
bu farkli sonuglarin, calisilan sus sayisina, olgularin 6zelliklerine, bolgesel farkhliklara ve
yontem farkhliklarina bagh olabilecegi dustintilmektedir.

Sonug olarak, kan kilttrlerinden izole edilen C.albicans, C.parapsilosis ve C.tropicalis
suslarinin test edilen tim antifungal ajanlara duyarli oldugu bulunmus, itrakonazole di-
rencli suslarin C.glabrata izolatlari oldugu izlenmis, C.albicans izolatlarinda yiiksek oran-
da fosfolipaz ve esteraz, C.parapsilosis suslarinda ise biyofilm pozitifligi saptanmis ve
C.parapsilosis suglari arasinda bulunan baskin paternin ekzojen yayilimla iliskili olabilece-
gi dusunulmusgtar.
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