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1. OZET

Seyrek rastlanmasina ragmen antifungal tedaviye gorece direngli olan
Trichosporon cinsinde yer alan Trichosporon asahii tim diinyada oldugu gibi,
hastanemizde yatmakta olan hastalarin da klinik rneklerinden artan siklikta izole edilen
tiir olarak dikkat cekmektedir.

Bu g¢aligmada 43 tanesi idrar, 1 tanesi periton, 1 tanesi dil siiriintiisii, 1
tanesi kan, 1 tanesi nefrostomi 6rneklerinden ve ayrica 1 tanesi de saprofit
olarak tirnaktan izole edilen toplam 48 adet T. asahii kékeninde; salgisal asit
proteinaz, fosfolipaz, esteraz aktiviteleri, sivigik ortii (slime) iiretme ve hidrofobisite

Ozellikleri olmak iizere olasi viriilans fakt6rlerinin varlig: arastirilmigtir.

Calisma kapsamina alinan 48 7. asahii kokeninin hicbirinde salgisal asit
proteinaz ve fosfolipaz enzimi iiretimine rastlanmazken, koékenlerin hepsinde esteraz
aktivitesi bulunmugtur. Yiizey hirofobisitesinin belirlenmesinde, hidrokarbon olarak n-
hekzadekan kullamldiginda, 4 koken orta diizeyde hidrofobik; 43 koken diisiik diizeyde
hidrofobik 6zellik sergilerken; 1 kékende ise ylizey hidrofobik 6zellik saptanmamustir.
Hidrokarbon olarak p-ksilen kullanildiginda 13 kéken az hidrofobik olarak bulunurken,
35 kokende yiizey hidrofobik 6zellik negatif bulunmustur. Yiizey hidrofobisitesinin
lgiilmesinde kullanilan ikinci yontem olan polistiren mikrokiire deneyinde, elde edilen
degerler % 53.2 ile % 92.7 arasinda olup, hidrofobisite kokenler arasinda degisen
oranlarda saptanmustir. Kokenlerin sivigik ortii iiretimini saptamak i¢in kullanilan
modifiye tiip aderens yonteminde; 10 koken orta (++) pozitif, 18 koken zayif (+) pozitif
olarak sivigik Ortii liretimi gosterirken, 20 kdken ise (-) negatif saptanmustir.

Calismamiz olas1 viriilans faktorlerinden salgisal asit proteinaz ve fosfolipaz
enzim aktivitelerinin belirlenmesi a¢isindan literatiirdeki ikinci ¢aligma olup, esteraz
aktivitesi, yiizey hidrofobisitesi ve sivigik oOrtii iiretme Ozelliklerinin saptanmasi
agisindan ilk calismadir. Elde ettigimiz verilerin T.asahii tirliniin virillans:

hakkinda literatiire destek verecegini diisiinmekteyiz. Ancak, bu bulgularin



virlilansla iligkilerinin net olarak belirlenebilmesi agisindan klinik verilerle

birlikte degerlendirilmeye gidilecek galigsmalarin gerekli oldugu goriisiindeyiz.



2. SUMMARY

Investigation of Some Virulence Factors of Trichosporon asahii Strains Isolated

From the Clinical Samples of Hospitalized Patients

In genus Trichosporon with relative resistance to antifungal therapy, 7. asahii
has emerged as a frequently isolated species from the clinical specimens of hospitalized
patients in Turkish hospitals including Marmara University Hospital as well as in other

parts of the world.

In this study; acid proteinase, phospholipase, esterase activities, slime
production and hydrophobic properties of a total of 48 7. asahii strains isolated from
urine (43), periton (1), tongue (1), blood (1), nephrostomy (1) and nail (1) as a

saprophite were investigated.

In none of the 48 strains acid proteinase and phospholipase activities could be
detected, while all were found to be esterase positive. In hydrocarbon assay performed
with n-hexadecane 4 strains exhibited moderate hydrophobicity; while 43 strains
showed low level hydrophobicity and 1 strain was found to be negative. When p-xylene
was used as hydrocarbon source, 13 strains were found to be weakly hydrophobic;
while remaining 35 strains did not exhibit surface hydrophobicity. In the second
procedure to measure hydrophobicity by using microspheres assay, the results were
found to be changing from strain to strain with the lowest and the highest values
between 53.2 % and 92.7 %. Establishing the production of slime, modified tube assay
was performed. Ten strains were found to be mild producers (++), 18 strains were

weakly (+) and 20 strains were defined as non-slime producers.

Our studty is to be the second in the literature in terms of investigation of acid
proteinase and phospholipase activities, but the first for determining the existence of
esterase activity, surface hydrophobicity and slime production in 7. asahii strains. We
may suggest that our results related to the presumptive virulence factors of 7. asahii will

contribute to the literature. However, to validate the clearcut relationships between the



virulence factors and pathogenesis of the infections, further studies including clinical

evaluations must be carried out.



3.GIRIS VE AMAC:

Dogada yaygin olarak bulunan mantar tiirleri, son 20 yilda tam ve tedavi
yaklagimlarindaki gelismelere paralel olarak tipta da giderek artan bir 6nem kazanmaya
baglamistir. Organ ve doku transplantasyonu ve yapay protez takilmasi gibi cerrahi
girisimlerin giiniimiizde sik uygulanmasi, 6zellikle hematolojik maligniteli hastalarda
daha etkili kemoterapstik tedaviyle yasam siirelerinin uzatilmasi ¢abalari, genis etkili
antibiyotiklerin daha yaygin bir gekilde kullanilmasi, hiperalimentasyon tedavisinin
uygulanmasi gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarina duyarli kisi sayis1 artmigtir; AIDS

hastalifinin da bu artista 6nemli yeri vardir (61).

Yeryliziinde 50 bin ile 250 bin arasinda mantar tiirii oldugu bilinmekle beraber,
500 kadan insanlarda hastaliklarla iliskilendirilirken, bunlarin da ancak 100 kadari
siklikla infeksiyonlardan izole edilmektedir (67). Candida albicans insanda hastalik
etkeni olarak en sik karsilagilan tek hiicreli fungal patojen olmay: siirdiirse de, kandida
dis1 mantarlarin da klinik 6nemi artmustir (23).

Son yillara kadar klinik Orneklerden izole edilen Fusarium, Curvularia,
Alternaria ve Trichosporon gibi cinsler kontaminant veya zararsiz kolonizasyon
etkenleri olarak degerlendirilmistir. Ancak duyarli hasta gruplarinda; ozellikle
immunstiprese, sitotoksik kemoterapi ve organ transplantasyonu uygulanan hastalarda
yasami tehdit eden ciddi infeksiyonlara yol agmalari, dikkatlerin bu mantarlar tizerinde

yogunlagmasina neden olmustur (4, 23).

Son 20 yil iginde 6zellikle hematolojik malignitesi olan nétropenik hastalarda
antifungallere direng gosteren ve nadir olarak infeksiyon olusturan mantarlar, etken
olarak artan siklikta izole edilmeye baglanmistir. Seyrek rastlanmasina ragmen
antifungal tedaviye gorece direngli olan Trichosporon cinsinde yer alan mayalar da bu
mantarlar arasindadir ve patojenik potansiyelleri son zamanlarda ¢alisilmaya

baslanmugtir (76).



Literatiirde Trichosporon cinsi iginde yaklagik olarak 30 tiir tanimlanmis olup,
bunlardan 6 tanesi insanda infeksiyon etkeni olarak en sik rastlanan tiirleri
olusturmaktadir (1, 43, 82, 84). Bunlar arasinda 7. asahii, tiim diinyada oldugu gibi,
hastanemizde yatmakta olan hastalarin da klinik 6rneklerinden en sik izole edilen

Trichosporon tiirii olarak dikkat cekmektedir.

[zolasyon sikliklarindaki bu garpici artisa kargin, literatiir taramas1 yapildiginda,
bu mantara baglh olarak gelisen infeksiyonlarin patogenezinde rol alabilecek olan fungal

virulans faktérlerinin aragtirildigs kapsamh galigmalara rastlanmamstir.

Bu verilerden yola gikarak 2000 yilindan itibaren ve ¢ogunlugu 2002-2003
yillar1 arasinda olmak {izere, Marmara Universitesi Hastanesi’nde yatan hastalarin
klinik 6rneklerinden izole edilen 7. asahii kdkenlerinin olasi virulans faktdrlerinden
salgisal asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz aktivitelerinin, sivisgtk Ortii liretme ve
hidrofobisite 6zelliklerinin aragtirilmasi1 ve elde edilen verilerin 15181 altinda, bu tiire
bagli olarak gelisen infeksiyonlarin patogenezinde hangi virulans fakt6rii ya da

faktorlerinin rol oynayabileceginin belirlenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Trichosporon asahii’in Genel Ozellikleri

Trichosporon cinsi mayalar; Basidiomycota smifindaki Hymenomycetes
takiminin Trichosporonales ailesi iiyesidirler. Trichosporon tiirlerinin bir ¢ogu dogada
(toprak, su ve bitki) yaygin olarak bulunmakla birlikte; sadece 8 tiirii insan ve
sigirlardan hastalik etkeni olarak izole edilmistir. Ayrica, insanda deri, solunum yollari,
gastrointestinal ve genitoiiriner sistemde normal flora {iyesi olarak da yer

alabilmektedirler (23, 30, 57, 82, 84).

Makroskobik olarak, diizgiinden burusuga kadar degigebilen, krem renginde,
yumugak kivamh ve parlak koloniler olustururlar (Resim 1). Geng koloniler genelde
krem renkli ve yumusak iken, daha sonra koloni yaslandik¢a etrafindaki zarsi kisimda

isinsal oluklanmalar ve diizensiz kivrimlar olusur (37).

CBS 2479

Resim 1: Patates dekstroz agarda CBS 2479

T. asahii var.asahii’nin koloni morfolojisi.

Sabouraud dekstroz agar (SDA) veya patates dekstroz agar (PDA)
besiyerlerinde koloniler 5-7 giinde olgunlagirlar (54). Ayrica, Kkiltir

karakteristiklerini tanimlamak i¢in kloramfenikol igermeyen Sabouraud glukoz



agar (SGA), morfotiplendirme i¢in ise % 2’lik malt oziitii (ekstrakt) agar
(MEA) kullanilabilmektedir (30).

Mikroskobik olarak; misir unlu-tween 80°li agarda 25 'C’de 72 saatlik
inkiibasyondan sonra, hiyalen septali hifler ve yalanci hifler olustururlar (Resim 2).
Ayrica, bu hifler boyunca oval veya koseli, 2-4 x 3-9 pm boyutunda artrosporlar veya
blastosporlar olusturduklar gézlenmektedir (Resim 3). Genis bir 1s1 araliginda (25-40
%C) lireme yetenegine sahip olup, ortalama tireme 1silar1 30 °C’dir (23, 37, 54).

Trichosporon asahii tiirleri karbonhidratlar1 fermente etmezler ve iireaz
reaksiyonu olumludurlar. Dekstroz, laktoz, ksiloz ve inozitol asimilasyonu pozitif iken
potasyum nitrat asimilasyonu negatiftir. Siikroz, maltoz, galaktoz, trehaloz,
sellobiyoz, rafinoz, L-arabinoz ve eritritol gibi karbon bilesiklerini bazi

kokenler asimile ederken bazilar1 etmez (13, 23, 30, 37, 57).
4.2. Epidemiyoloji:

Trichosporon tlirlerinin  neden oldugu infeksiyonlar trikosporonoz
(trichosporonosis) olarak isimlendirilir. Son yillarda artan siklikta klinik 6rneklerden
izole edilmeye baglanan tibbi 6neme sahip Trichosporon tiirleri sistemik veya mukoza
ile iligkili ya da beyaz piedray1 da igine alan ylizeyel infeksiyonlara sebep olabilirler
(23, 81).

Yiizeyel mikozlara neden olan kokenlerle derin infeksiyonlara yol agan
kokenlerin morfolojik, fizyolojik ve genetik olarak farkliliklar gosterdigi belirlenmisgtir.
Bu nedenle Trichosporon tiirleri taksonomik gruplandirmaya alinmaigtir (23). Gueho ve
arkadaslarinin  (25) 1992 yilinda yapmis olduklart ilk Onemli taksonomik
siniflamasindan sonra Sugita ve ¢alisma grubu (82) 1999°da yaptiklar1 son taksonomik
simiflandirma ile, insanda infeksiyon etkeni olabilen alt1 Trichosporon tiirii tanimlanmis
olup bunlar; 7. asahii, T. mucoides, 1. asteroides, T. cutaneum, T. inkin ve T.
ovoides’tir. Aynca farkli tiirler olarak bilinen 7. cutaneum ve T. beigelii, 2002
yayinlarinda birbirlerinin sinonimi olarak belirtilmistir (1, 13, 30, 43, 81, 83, 84).



Trichosporon asahii, T. mucoides baslica sistemik infeksiyon; 7. asteroides, T.
cutaneum yiizeyel infeksiyon; T. ovoides (bas) ve T. inkin (genital bolge) beyaz piyedra
etkenidirler (13, 30, 43, 81). Bu alt1 tiire ek olarak artan sayida farkli Trichosporon
tiirleri izole edilip tammlanmaya devam edilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Trichosporon cinsi igindeki patojen ve olasi patojen tiirler (57).

Tiir Habitat Patojenite

T. asahii Bitki/salyangoz Yiizeyel ve sistemik
T. asteroides Bilinmiyor Yiizeyel ve sistemik
T. brassicae Bitki Bilinmiyor

T. coremiiforme | Toprak,kuslar Yiizeyel ve sistemik
T. cutaneum Lagim birikintisi Yiizeyel

T. dermatis Bilinmiyor Yiizeyel

T. domesticum Toprak, ¢iirtimekte olan aga¢ | Bilinmiyor
T.faecale Insan digkas1 Bilinmiyor
T.guehoae Toprak Bilinmiyor

T. inkin Bilinmiyor Yiizeyel

T. japonicum Toprak Bilinmiyor

T. jirovecii Yaprak kemiren karincalar | Yiizeyel

T. loubieri Toprak, yenen mantarlar Inekte mastit

T. montevideensis | Su, insan digkis1 Bilinmiyor

T. mucoides Toprak Yiizeyel ve sistemik
T.ovoides Bilinmiyor Yiizeyel
T.veenhuisii Bizon giibresi Bilinmiyor

Trikosporonoz genelde notropenik ve hematolojik malignitesi olan
immiinsiiprese  hastalarda geligir. Bunun diginda; aplastik anemi, organ
transplantasyonu, AIDS ve solit tlimorii olan immiin sistemi baskilanmig hastalar ile
intraven6z ilag bagimlilari, CAPD’li (kronik ayaktan periton diyalizi), prostatik kalp

kapag1 olan, topikal kortikosteroit kullanan ve belirgin bir immiin baskilanmanin



olmadig diiskiin hastalar arasinda da geligen olgular bulunmaktadir (13, 23, 43, 30, 57,
81).

Trichosporon tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarda, ates, yaygin
papiilopiistiiler kutansz lezyonlar ve akciger tutulumunu da kapsayan klinik semptomlar
gbzlenmektedir. Invaziv infeksiyonlar, asir1 duyarlihik pnémonisi ve beyaz piedra risk
faktorleri bulunan hasta guruplarinda Trichosporon tiirlerinin neden oldugu en sik

rastlanan infeksiyonlardir.

Yaygin sistemik trikosporonozlu hastalarin % 90°dan fazlasinda etken T.
asahii’dir ve bu hastalarin ¢ogu altta yatan hematolojik malignite, notropeni veya
sitotoksik kemoterapi gibi bagka bir sistemik hastaliga sahiptir. Trichosporon asahii’nin
neden oldugu invaziv trikosporonoz yiiksek mortalite oran1 ve kétii prognozuyla hayati
tehdit edici bir infeksiyondur (43).

Risk faktorleri bulunan bu hasta gruplarinda olusan yaygmn sistemik
trikosporonoz birgok yonii ile kandidoza benzer ve akut ya da kronik seyirli olabilir.
Akut olgular fungemi, fungiiri, ¢oklu deri lezyonlari, okiiler tutulum ile karakterize
iken; 6rnegin 7. cutaneum ile olusan kronik olgularda ise hepatosplenik kandidoza

benzer tablo olusur (23).

Trichosporon tiirlerinin etken oldugu hastaliklarda amfoterisin-B ve flukonazol
iceren antifungal tedaviye ragmen 6liim oraminin % 74 - 88 (~ % 78) arasinda oldugu
bildirilmistir (1, 25, 84).

Literatlir verilerinin taranmasi ile 6zellikle notropenik hastalarda 1974-2002
yillan arasinda 7. asahii’yi de iceren Trichosporon tiirlerinin yaygin infeksiyon etkeni
olarak izole edildigi toplam 70 olgunun varhigs bildirilmistir. [lk olgu Teksas’ta
tanimlanmig olup (68), diger olgular Amerika, Avrupa ve Asya gibi diinyanin ¢esitli
bolgelerinden bildirilmistir (25).
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Tanmimlanan bu 70 olguda yas ortalamasi 39 olup, erkek / kadin oram 3:1°dir.

Olgularin yaklagik % 90’min nétropeni nedeni hematolojik malignite olup, infeksiyon
ates ile seyretmektedir (Tablo 2).

Tablo 2: Trichosporon tiirlerine bagli yaygin infeksiyonla iligkili altta yatan hastaliklar (25).

Hastahk Olgu sayis1 (%)
Akut 16semi 52 (74)
Akut miyoloid 16semi 36 (51)
Akut lenfoid 16semi 11 (16)
Diger akut 16semiler 50
Lenfoma 5()
Spesifik olmayan hemopati 34)
Kronik lenfoid 16semi 34)
Kronik miyeloid 16semi 2(3)
Diger 5(7)
Toplam 70 (100)

Kutan6z lezyonlar % 43 oraninda olmakla beraber genellikle yaygin, bazen

nekrotik alanlar seklinde papiilonodiiler ya da piistiiler olarak gézlenmektedir. Pulmoner

lezyonlar ise olgularin % 30°unda (Tablo 3) gézlenmektedir (25).

Tablo 3: Trichosporon tiirleri ile iligkili olan yaygin infeksiyon olgularmin klinik belirti ve

bulgular1 (25).

Klinik Belirtiler Olgu sayis1 (%)
Ates 63 (90)
Kutan6z lezyonlar 30 (43)
Akciger tutulumu 21 (30)
Karaciger apsesi 4 (6)
Dalak apsesi 3(4)
Kemik/eklem tutulumu 2(3)
Retinal lezyonlar 2(3)
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Ozellikle immiinsiiprese hastalarda Trichosporon tiirlerine karsi uygulanan
antifungal tedavi etkisiz kalmaktadir, bu da infeksiyonlarin yiiksek oranda o6liimle
sonuglanmasina yol agmaktadir (25, 39). Immiinsiiprese olgularin tedavisinde uygun
antifungal ajanin kullanilmasinin yani sira, hastanin diigiik olan 16kosit sayisinin normal

diizeye yiikseltilmesi de hastaliin seyrini etkileyen 6nemli bir faktordiir (25).

Yaygin trikosporonoz olarak bildirilen olgularin gogunun tedavisinde (63 / 70;
% 90) amfoterisin-B kullamldig: belirtilmektedir. Diger hastalara ise, tedavi amagh
olarak flukonazol, mikonazol ve itrakonazol uygulandig: bildirilmistir. Hastalardan
54°tiniin (% 78) antifungal tedaviye ragmen Trichosporon infeksiyonundan kaybedildigi
bildirilmistir. Yaygin 7richosporon infeksiyonu olan hastalarda, nétrofil sayisinin
yiikseltilmesi prognozu olumlu yonde etkilemesine Kkarsin, infeksiyonun tedavisi

acisindan her zaman yeterli olamamaktadir (25).

Fournier ve arkadaglar1 (25), amfoterisin B ve flukonazol tedavisine yanit
vermeyen akut 16semili notropenik bir hastaya, yeni kusak azollerden olan vorikonazol
uygulanmasi ile bagarili bir tedavi elde edildigini bildirmiglerdir. Fakat amfoterisin B ile
azollerin  Trichosporon infeksiyonlarinin tedavisinde kullamilmasma ydnelik
karsilagtirilmali ¢aligmalar bulunmadigindan, bu infeksiyonlara iliskin en iyi tedavi

yaklagimi heniiz agiklik kazanmamuagtir.

Kimura ve arkadaglarinin (49) yapmis oldugu bir ¢alismada safra kesesinin
sitolojik incelemesinde gdzlenen artrosporlar, gercek hifler, blastosporlar ve maya
hiicrelerinin “7. beigelii kolonizasyonu” tanisi konmasinda yardimci oldugu
bildirilmigtir. Arastiricilar, tanist zor ve kotii seyirli 7richosporon infeksiyonlarinda
sitolojik tanimin, erken tedavi ve Oliim riskinin azaltilmasi agisindan Onemli
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Buna karsin literatiirde mantarlarin sitolojik olarak

tanimlanmasina yonelik sinirh sayida veri mevcuttur.
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4.3. Viriilans Faktorleri

Konak-patojen iligkisi olduk¢a karmasik olup, bu iligkide konak¢iya ait bir takim
faktSrlerin yam sira, mikroorganizmaya ait ¢esitli faktérler de rol almaktadir. Fungal
infeksiyonlarin patogenezinde nemli rol oynayan bu faktorler arasinda; hif olusumu,
yiizeyel antijenik yapilar, fenotipik ve genotipik defisim gosterebilmeleri, ylizey
hidrofobisitesi, sivigik Ortii tiretimi gibi aderensi etkileyen faktorlere sahip olma,
toksinlerin ve hidrolitik baz1 enzimlerin {iretimi sayilabilir (14, 16, 92, 100).

Hif olusumu, doku invazyonu ve fagositozdan kagig agisindan Onemli bir
virtlans faktorii olup, CO;, pH (7.5-8.0), 1;1 (37 °C) gibi dis faktorlerden
etkilenebilmektedir. Hif formu, maya formuna gore dokuya ve plastik yiizeylere daha
fazla yapigma egilimindedir (16).

Maya hiicresi duvarinda bulunan glukan, mannan, Kitin, lipid, fosfat gibi
maddeler, gerek aderensi arttirarak, gerekse maya hiicresine antijenik 6zellik

kazandirarak patogenezde rol oynamaktadir (14).

Patogenezde rolii oldugu disiiniilen hidrolitik enzimler; peptid baglarin
pargalayan proteinazlar ve fosfolipidleri hidrolize eden fosfolipazlar olarak iki grupta
toplanmakla beraber, lipolitik aktivite gosteren bagka enzimlerin de varlif1 saptanmigtir
(60, 72, 89). Salgisal asit proteinaz (SAP) ve fosfolipaz C. albicans ve diger bazi
mantarlarda en iyi karakterize edilmis enzimler olmakla beraber, lipaz ve esterazlar gibi

daha bagka hidrolitik enzimlerin de tiretildigi gosterilmistir (41, 97, 100).

Konak hiicreye invazyon, oOncelikle penetrasyonu ve hiicre membraninin
harabiyetini gerektirir. Bu gegis siireci, biiylik olasilikla fiziksel veya enzimatik yoldan
ya da ikisinin kombinasyonu aracilifiyla gergeklesir. Fosfolipitler ve proteinler konak
hiicre membraninin baglica kimyasal bilesenleridir. Bu kimyasal bilegenleri hidrolize
etme yeteneginde olan fosfolipaz, proteinaz ve esteraz gibi enzimlerin biiyiik olasilikla
konak hiicre invazyonu sirasinda olusan membran hasar1 siirecinde yer aldiklan

diistiniilmektedir (26).
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4.3.1. Salgisal Asit Proteinaz Enzimi (SAP)

Blank ve arkadaslar1 (65) 1957 yilinda Candida tiirlerinin iremek igin
nitrojen kaynagi olarak keratinden yararlanabilme yetenegine sahip olduguna
isaret etmislerdir. Bu bulgu, bu organizmalar tarafindan hiicre dis1 proteolitik
aktivitenin olusturuldugu ihtimalini akla getirmigtir. Salgisal asit proteinaz
enzimi bu aktivitelerden biri olup, ilk kez Staib tarafindan 1965 yilinda C. albicans
kokenlerinde saptanmugtir. Ayrica, albicans dist Candida tirleri ve bazi patojen
mantarlar tarafindan da iiretilmektedir. Kandidalarin hidrolitik enzimleri arasinda
en iyi tanimlanmis olan SAP’lar kimyasal 6zelliklerinden dolay:r "karboksil

proteinaz veya aspartil proteinaz" gibi adlarla da anilmaktadir (55, 71).

Salgisal asit proteinaz enzimi glikoprotein yapisinda olup, amino (N) ucunda
triptofan, karboksil (C) ucunda 16sin bulunan ve ¢ok miktarda aspartik asit rezidiileri
iceren bir polipeptid zincire sahiptir (14). Bu enzim genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip
olup; serum albumini, ovalbumin, hemoglobin, kazein, laminin, fibronektin, keratin ve
kollajeni pargalama yetenegindedir. Bir karboksil peptidaz inhibitdrii olan pepstatin
proteinazin 6zgiil ve giiglii bir inhibitériidiir (14, 16).

Yalmzca amino asit veya amonyum tuzlan igeren besiyerinde mayalarin diigiik
diizeyde SAP enzimi salgiladiklart ancak; tek azot kaynagt olarak sifir serum albumini
gibi bir protein igeren besiyerinde ise bu enzimi yiiksek diizeyde iirettikleri saptanmigtir.
Yapilan deneylerde SAP’1n hiicre iginde biriktirilmedigi, sentezlendikten hemen sonra

salindig gosterilmistir (15, 17).

Bu enzimin konakta olusturdugu hidrolitik saldirimin baglica hedefleri arasinda
IgG; ve IgA yer almaktadir. Bunlarin yam sira diger muhtemel hedefleri arasinda; o
makroglobulin, koagiilasyon faktor X ve anjiyotensinojen de bulunmaktadir (62, 66,
97). Enzim aktivitesi i¢in optimum pH 4.3'diir; 7.0 ve daha yiiksek pH

degerlerinde doniistimsiiz olarak denatiire olur (27, 64).
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Salgisal asit proteinazin viriillans faktér olarak degerlendirildigi caligmalar
genellikle C. albicans kokenleri kullamlarak yapilmistir. Kandidozlu hastalarin
serumlarinda yiiksek titrede SAP’a kars1 6zgiil antikorlarin saptanmasi enzimin in vivo
salgilandigim ve kandida infeksiyonunun patogenezinde Onemli rolii oldugunu
desteklemektedir. Candida albicans kokenleri ile yapilan gesitli ¢alismalarda proteinaz
enzimi Uretenlerin, {iretmeyenlere oranla virulanslarimin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (60, 66, 97).

Salgisal asit proteinaz enzim aktivitesi asidik pH ile simrlanmasina ragmen,
yapilan gesitli ¢alismalar ortamda zayif bir asidifikasyonun bile maya ¢ogalmasim ve
proteinaz Uretimini artirdifim gosterilmistir. Ayrica asiditesi (pH < 6.0) uzun siire
korunan kiiltiir ortaminda SAP tireten kokenler, asiditesi daha kisa siireyle muhafaza
edilen kiiltiir ortamindaki kékenlerden daha invaziv ve daha viriilan olarak bulunmugtur
(64).

Macdonald ve arkadaslarimin (55) nitrozoguanidin ile yaptiklart galigmada,
proteinaz liretmeyen (SAP-yoksun) C. albicans mutantlan liretilmis ve bu mutantlarin
siganlar lizerinde SAP iireten kékenlerden daha disiik viriilan etkili olup, fagositoza
daha duyarli hale geldiklerini gdzlemlemislerdir.

Vulvovajinal kandidozlu kadinlardan izole edilen ve in vitro kosullarda yiiksek
diizeyde SAP irettii gézlenen C. parapsilosis suglarinin ayn1 zamanda siganlarda
vaginal kolonizasyona yol agtiklar1 bildirilmigtir. Bu suslarin germ tiip ve gergek hif
olusturamamalarina karsin sigan vajenindeki epitellere yapisabilmeleri proteolitik

aktivitelerine baglanmigtir (8).

Enzimin viriilansa katkisim1 aragtirmak {izere yapilan bir baska deneysel
modelde, proteinaz defektli susun normal embriyonlu tavuk yumurtasimn Kkoryo
allantoyik membraninda ¢ogalamazken, proteinaz ile muamele edilmis olan koryo

allontoyik membranda g¢ogalabildigi ve hif olusturdugu gosterilmistir (51).

Candida albicans’a ek olarak daha az oranda C. parapsilosis, C. dubliniensis ve

C. tropicalis’i de igeren ¢ogu patojen Candida turii SAP geni tagimakta ve hiicre dis1
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proteinaz iretmektedir (40). Candida kefyr, C. krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii

ise nadiren SAP enzimi tiretmektedirler (16).

Trichosporon asahii’nin bu enzimi Uretip liretmedigi ve bir viriilans faktor
olarak bu enzimin roliiniin olup olmadig: halen kesinlik kazanmamakla birlikte, 61 T.
asahii Kklinik izolat1 iceren bir ¢aligmada higbir kdkende SAP enzim aktivitesine

rastlanmadi@1 bildirilmigtir (55).

4.3.2, Fosfolipaz Enzimi

Ik kez 1968 yilinda Costa ve arkadaglar (7) tarafindan C. albicans’da fosfolipaz
aktivitesi gOsterilmis olup, dier pek ¢ok mantarda da fosfolipazlarin bulundugu ve
patojenitede rol oynadig1 kanitlanmigtir. Onemli bir viriilans faktorii olan fosfolipazlarin
mantarlar disinda, Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii ve Entamoeba
histolytica gibi bir¢ok patojen mikroorganizma tarafindan da iiretildigi gosterilmistir
(60).

Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester bagim hidrolize
etme yetenegine sahip enzim grubudur. Tiim fosfolipazlar, substrat olarak fosfolipidleri
hedeflese de her bir enzim, Ozgil bir ester bagim pargalama yetenegindedir.
Fosfolipazlarin ayiriminda A, B, C, D gibi harfler kullanilmaktadir (66, 97).

Fosfolipaz A;, gliserol molekiiliiniin sn-1 (birinci ¢ift baglh karbon)
pozisyonundaki agil-ester baglarini; A,, sn-2 (ikinci ¢ift bagh karbon) pozisyonundaki
baglan pargalamaktadir. Fosfolipaz B, hem sn-1 hem de sn-2 pozisyonundaki baglara
etki edebilmektedir. Fosfolipaz C, fosfolipitlerdeki fosfodiester bagim hidrolize ederek
1,2 di-agil gliserol olusumunu saglamaktadir. Ikinci fosfodiester bag ise fosfolipaz D
tarafindan koparilmaktadir (26, 66).

Hiicre dis1 fosfolipazlari, konak hiicreyi lizise ugratmak yoluyla veya
hiicrenin yiizey 6zelliklerini degistirmek suretiyle aderensi ve penetrasyonu
kolaylastirarak viriilansa katki saglamaktadir. Fosfolipaz enziminin varlif1

kadar miktar1 da viriilans ag¢isindan 6nem tagimaktadir (5, 7).
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Yapilan ¢alismalarda hifal formdaki hiicrelerin fosfolipaz aktivitesi,
maya formundaki hiicrelere gore ¢ok daha diigiik bulunmustur. Ayrica, in vitro
sukroz ve galaktoz konsantrasyonlar: arttirildikga fosfolipaz aktivitesinin
azaldi@i, ancak diisiik dozda (50-100 mM) glukoz kullanildiginda fosfolipaz

yapiminin oldugu gézlenmistir (7).

Fosfolipaz aktivitesi olan Candida tiirlerinin yanak mukozasina baglanabildigi
ve fareler tlizerindeki patojenitesi incelendiginde, fosfolipaz dretim aktivitesiyle,
patogenez ve adezyon arasinda anlamhi bir iligkinin oldugu saptanmistir. Ayrica
fosfolipaz enziminin C. albicans’mm gastrointestinal ve damar bariyerini ge¢mesini

kolaylastirdiginm1 gésteren galigmalar mevcuttur (60, 91).

Tim fosfolipaz tiirleri C. albicans’da tanimlanmis olup, bu mayanin
patogenezinde en S6nemli rolii, aktivitesi pH 4.0-5.0 arasinda optimum olan
fosfolipaz B’nin iistlendigi disiinilmektedir. Bu enzimden yoksun mutant
kokenler farelere uygulandiginda, fosfolipaz B enzimine sahip olan kékenlerden

daha diisiik oranda viriilanslarinin oldugu gosterilmistir (22, 40, 99).

4.4.3. Esteraz Enzimi

Esterazlar da lipazlar gibi triacilgliserollerin ester baglarim hidrolize ederler.
Lipazlardan farkli olarak, suda ¢6ziinebilen uzun zincirli yag asidi igeren substratlara da
etki ederler ve fosfolipazlarin aksine L-a (alfa) lesitin, triolein ve tripalmitini hidrolize

edemezler (95).

Candida tlirlerinde esteraz aktivitesinin varlif1 karbon kaynag olarak tween 80
iceren, pH’s1 5.5 olan besiyerinde gésterilmistir (72, 89, 100).

Biyoteknolojide de onemli yeri olan lipaz ve esterazlarin, mantarlar diginda
birgok patojen mikroorganizma tarafindan sentezlendigini gosteren caligmalar vardir.
Propionibacterium acnes’in sahip oldugu lipaz enziminin insan derisine yerlesiminde

rol aldigini, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa ile infekte hastalarin
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serumlarinda anti-lipaz IgG antikorlarimin saptanmasi ile bu bakterilerin infeksiyon

siiresince lipaz salgiladiklarini g6steren gesitli galigmalar mevcuttur (41).

Dimorfik patojen bir mantar olan Penicillium marneffei’nin de hem migelyal
hem de maya formunda esteraz aktivitesine sahip oldugu saptanmugtir (95). Bagka bir
kiif mantari olan Trichophyton rubrum’un esteraz aktivitesinin antifungal bir ilag olan

tiokonazol direnciyle iligkili oldugu gésterilmistir (24).

Insanda derinin stratum korneum tabakasimn yiiksek oranda (~ % 25) esteraz
enziminin substratlarindan olan triagilgliserol ve monoagilgliserol igermesi lipaz ve

esterazin, mantarlarin patojenitesinde rol alabileceklerini diistindiirmektedir (89).

Esteraz aktivitesi i¢in yapilan hayvan deneylerinde ise, bu enzimin kandida
patojenitesi ile zayif bir iligkisi oldugu gosterilmekle birlikte (27, 62, 89), bunun
viriilansta etkili oldugunu gosteren yayinlar da mevcuttur (45, 85, 86, 97, 100).

4.4.4. Yiizey Hidrofobisitesi :

Mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyonlarin patogenezinde etken
mikroorganizmanin konak hiicrelerine baglanmasimmin 6nemi biyiiktiir ve bu 6zellik

kolonizasyon ve infeksiyonun baglamasinda ilk basamag olusturur (20).

Hidrofobik molekiiller; alkol, eter gibi polar olmayan ¢oziiciilerde ¢6ziinebilen
ancak suda ¢Oziinemeyen molekiiller olup, hiicre duvarinda genellikle alifatik
hidrokarbon zincirleri seklinde lipitlere bagli olarak bulunurlar ve hiicre yiizeyine
hidrofobik 6zellik kazandirirlar. Hidrokarbon zincirindeki karbon sayisi ne kadar fazla
ise hidrofobik 6zellik o kadar fazla olur (15, 17).

Insan ve hayvan hiicrelerinde oldugu gibi mikroorganizmalar da ylizeylerinde

negatif yilik tasirlar. Hidrofobik molekiillerle olan etkilesimin  patojen

mikroorganizmanin konak dokuya yapismasinda (aderensinde) yardimci oldugu
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disliniilmektedir. Gerson ve Scheer (58) hidrofobik yiizeydeki serbest enerji

degisiminin bakterinin yapigmasinda etkili oldugunu géstermislerdir.

Yapilan c¢aligmalarda hidrofobik 6zellik gésteren mayalarin, vajen ve yanak
epitellerine, farenin dalak ve bébrek gibi organlarina daha fazla tutundugu gésterilmigtir
(11, 33).

Hidrofobik ozelligin, Bacteroides gingivalis, Bacteroides intermedius,
Capnocytophaga tiirleri, Streptococcus salivarius ve Streptococcus sanguis gibi

bakterilerin de adezyonunda rol aldig1 gésterilmisitir (87).

Hiicre yilizeyinin hidrofobik Gzelliini O6lgmede gesitli  yOntemler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda temas-ag¢1 Slgiimii (contact-angle measurement), tuz
birikimi (salting out), hidrokarbon adezyon y6ntemi ve polistiren mikrokiire deneyi en
sik bagvurulan yontemlerdir (33, 70, 87).

4.4.5. Sivisik Ortii:

Son on yilda Candida infeksiyonlarindaki artig, tibbi alanda protezler,
endotrakeal tlipler, ¢esitli kateterler gibi biyomateryallerin yaygin olarak
kullamlmasiyla paralel goriilmektedir. Bu biyomateryaller sivigitk 6rtii olusturan
mikroorganizmalar ile kolonize olmakta ve olugan Dbiyofilmden ayrilan
mikroorganizmalar ¢cogu kez bir septisemiye yol agmaktadir. Bu agidan sivigik Orti,

infeksiyonlar i¢in 6nemli ve siirekli bir kaynak olusturmaktadir (98).

Kompleks polisakkarit yapida biyolojik bir film tabakasi olan sivigik Orti,
mikroorganizmanin konak hiicre yiizeyine yapismasinda, kateter ve tiip gibi diiz yiizeyli
tibbi aletlere tutunarak buralarda ¢ogalmasinda 6nemli rol oynar. Diger taraftan
opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksis gibi immiin mekanizmalara karsi
mikroorganizmay1 koruyan sivigik Srtiiniin, 16kosit ve lenfosit etkinliginde de azalmaya
yol agtig1 bildirilmigtir. Ayrica antimikrobiyal ajanlara kars1 direng¢ agisindan da sivigik
Ortli 6nemli bir viriilans faktoriidiir (38, 93).
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Ik olarak 1980°li yillarda koagiilaz negatif stafilokoklarda tanimlanmis olan
sivigik oOrtii terimi, ilk literatiirlerde kokenlerin olusturdugu mukus maddesi olarak
tanimlanmistir. Bu yapigkan madde Kkiiltiir tiiplerinin duvarlarina, kateter yiizeylerine,
ortopedik malzemelerin yiizeylerine ve diger medikal egyalara yapisabilir niteliktedir
(19, 29, 79).

Yapilan ¢ahigmalarda sivigtk oOrtii ile polisakkarit interselliller adesin (PIA)
maddesinin benzer oldugu saptanmugtir. PIA’nin interselliiler adezinler gibi etki ederek,
cam ve diger hidrofilik yiizeylere baglanmada rol aldifi one siiriilmektedir. Son
¢aligmalarda PIA’min esas olarak fagositoz ve konak savunmasina kargi koyan bir
madde oldugu belirtilmektedir (19, 29, 79).

Bu madde bakteri disindaki ortamda bir biyofilm matriks olusturur. Bu olusan
matriks; bakterilere biitiinliik kazandirmasi ve iireme hizimi yavaglatmasi, beslenme

sartlarin1 temin etmesi ve bakteriyi ¢evre sartlarindan korumasi agisindan $zel Sneme
sahip bir maddedir (19, 29, 79).

Biyofilm, insan viicudunda Kateterler, protez kalp kapaklar1 ve kalp pilleri,
rahim i¢i arag, bobrek tasi, akciger dokusu gibi canli ve cansiz birgok ylizeyde
olusabilir. Kateter ve ortopedik malzemeler gibi cansiz yiizeylerin insan viicudunda
kaldig1 her giin bakteriyel kolonizasyon ve biyofilm olusumu igin risk tagir. Biyofilm;
mikrobiyal diren¢ plazmitlerinin hiicreler arasinda gegis gostermesine zemin
hazirlayarak, antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ gelisimi, siirekli infeksiyon kaynag:
olabilme 6zelligi tagimasi, patojen mikroorganizmalar: barindirabilmesi agisindan da
cok biiyiik Snem tasimaktadirlar (6).

Kateterlerde olusan biyofilm yapisinin incelenmesi ile maya hiicrelerinin,
¢imlenme borusu olusturmalarindan 3-6 saat sonra ilk baglanmalarini gergeklestirdikleri
ortaya ¢ikmugtir. Mayalarin yiizeye baglanmalarimi takiben, biyofilm yapisinin yaklasik
olarak 48 saat sonra olustugu ve bu yapinin; mayalar, hifler ve yalanci hifleri igeren bir
ag seklinde gelisme gosterdigi bildirilmistir. Elektron mikroskobu ile yapilan
caligmalarda, biyofilmin iki tabakal1 bir yap1 seklinde oldugu ve alttaki bazal tabakay1
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maya hiicrelerinin, Ustteki daha kalin tabakay: ise hif yapilarimin olusturdugu;
tabakalarin etrafinin ise ekstraseliiler, polimerik bir matriks ile ¢evrelendigi saptanmugtir
(98).

Sivigik Ortiintin, Ozellikle Staphylococcus epidermidis’in neden oldugu kateter
infeksiyonlarinin patogenezinde ©nemli rol oynadigi bilinmekle birlikte, Candida
kokenlerinin de ayn1 mekanizma ile ciddi infeksiyonlara yol agabildigi gosterilmistir (3,
93).
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5. GEREC VE YONTEMLER
5.1. GERECLER:

5.1.1. Trichosporon asahii Kékenleri:

Marmara Universitesi Hastanesi’nde gogunlugu yogun bakim iinitesinde yatan
hastalarin klinik 6rneklerinden 2000 Ocak — 2005 Mart arasinda izole edilen mayalara
germ tiip testi uygulandi, musir unlu - tween 80°li agar besiyerinde morfolojik
Ozelliklerinin (9) belirlenmesiyle birlikte, tireaz aktiviteleri saptandi ve ID 32C
(bioMerieux, France) ticari asimilasyon kiti ile tiirleri tanimland: (54). Trichosporon
asahii olarak isimlendirilen kokenler ¢aligma kapsamina alindi. Calisma kapsamina
alinan toplam 48 adet kokenin izole edildikleri klinik materyale gore dagilimi; idrar
(43), periton (1), dil siiriintiisii (1), kan (1), nefrostomi (1) seklindedir. Ayrica 1
tane tirnaktan saprofit olarak izole edilen kdken de ¢aligma kapsamina

alinmistir.

5.1.2. Standart Kokenler:

a) Trichosporon asahii var.asahii CBS 2479 (Centraal Bureau voor
Schimmelcultures, Baarn, Hollanda)

b) Candida albicans CBS 2730, salgisal asit proteinaz ireten koken
(Reinhard Riichell, Almanya)

¢) Candida albicans SC 5314, fosfolipaz lireten kéken (Ghannoum M.,
ABD)

d) Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (RP62A) sivigik ortii tireten kdken

5.1.3. Besiyerleri:

Sabouraud Dekstroz Agar (BD)
Sabouraud Glukoz Agar (Fluka)

Maya o6ziitli (BD)

Sabouraud Glukoz Buyyon (bio-Mericux)
Sabouraud Buyyon (BD)
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Pepton (Oxoid)
Agar (BD)

Misir unu

5.1.4. Sekerler:

Dekstroz (Merck)

Glukoz (Merck)

5.1.5. Kimyasal Maddeler:

S1g1r serum albumini Fraksiyon V (BSA)(Sigma)
Gliserol (Sigma)

HCI (Merck)

NaCl (Merck)

KCl (Horasan Kimya)
NaHPO4 (Merck)
KH;PO4 (Merck)
K>,HPO4 (Merck)
C¢H3O7H,0 (Lachema)
Na,HPO42H,0 (Merck)
MgS0O47H,0 (Merck)
Ure (Merck)

Tween 80 (Merk)
n-Hekzadekan (Fluka)
p-Ksilen (Merck)

Lateks boncuklar (Sigma)



5.1.6. Tamponlar ve Cozeltiler:

e 0,1 M PBS (Fosfat tamponlu tuzlu su pH 7.2)
NaCl 8 gr
KCl 0.2 gr
Na,HPO, 1.25 gr
KH,PO, 0.2 gr
Distile su 1000 ml
e 0,1 M PUM (K,HPO,, Ure, MgSO,, distile su pH 7.2)

KzHPO43H20 22.2 er

KH,PO4 7.26 gr
Ure 1,8 gr
MgSO,47H,0 0,2 gr
Distile su 1000 ml

e Sitrik asit-disodyum hidrojen fosfat tampon ¢dzeltisi
a) C¢HgO,H,0 21.01 gr/ 1000 ml distile su (0,1 M)
b) Na,HPO42H,0 35.6 gr / 1000 ml distile su (0,2 M)

a ve b ¢ozeltileri uygun miktarda karistirtlarak pH 4.2 olan

tampon ¢ozelti hazirlandi.

o % 0,9 NaCl ¢ozeltisi

5.1.7. Boyalar

Safranin-O (Merck)

%]1°lik Safranin-O boyasinin hazirlanisi:
Safranin-O 1gr

Distile su 100 ml
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Safranin-O cam beherin iginde, her seferinde az miktarda distile su eklenerek
kansgtirilarak ¢6ziildii. Daha sonra koyu renk bir cam sisede karanlik bir ortamda 24 saat
dinlenmeye birakilan boya, filtre kagidindan iki kez siiziildd.

5.1.8. Filtreler

0.45 um 'lik membran filtre (Minisart NML, Sartorius)

0.2 pm 'lik membran filtre (Minisart NML, Sartorius)

5.1.9. Kullanilan Araglar ve Aygitiar

Terazi (Scaltec SPB 54 kaba terazi; 0.1 gr)
Etliv (Dedeoglu — Heraeus)

Calkalayici etiiv (Lab-Line)

Su banyosu (Elektro-Mag)

Otoklav (HV-85 Hirayama)

Past6r firim1 (Elektro-Mag) Buzdolabi (Argelik)
Dondurucu (- 20 °C) (Ugur)

Dondurucu (- 45 °C) (Fiocchetti)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)

Vorteks karistiric1 (Elektro-Mag)

Manyetik karistirict (Elektro-Mag)
Spektrofotometre (Sequoia-Turner Model 340 Spectrophotometer, 420-890 nm)
pH metre cihazi (Hana instruments)

Isik mikroskobu (Nikon)

Tek kanalli otomatik pipetler (Pipetmen, Socorex, Thermo, Biohit—Exelpette)
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Cam pipetler 1, 2, 5, 10 ml

Thoma lam

Enjektor 5, 10 ml

pH indikator kagidi (Merck, Germany)
Kagit diskler (6 mm Whatman)
Kurutma kagidi

Ekiivyon

Petri kaplar, balonlar, tiipler, mezur, sar1 ve mavi pipet uglari, sporlar
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5.2. YONTEMLER:

5.2.1. Misir unlu - tween 80’li agar besiyerinde morfolojik

ozelliklerinin belirlenmesi:

5.2.1.1. Besiyerinin Hazirlanmasx:

Misir unu 40 gr
Agar 20 gr
Tween 80 10 ml
Distile su 1000 ml

Misir unu 500 ml distile su ile karistirilarak 65 °C’de 1 saat 1sitildi. Bu
karisim tam bir duruluk elde edilinceye kadar 6nce gazli bezden sonra siizgeg
kagidindan siiziildii.

Elde edilen misir unu karisim distile su ile ilk hacmine getirildi ve pH 6.6-6.8’¢
ayarland1. Uzerine 500 ml distile suda eritilmis agar ve tween 80 eklenerek otoklavda
121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra 70 mm ¢aph petri kaplarina 10'ar ml
dokiildii (90).

5.2.1.2. Deneyin Yapihs::

Kokenlerin her birinin SDA’da 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra
{ireyen kolonilerinden igne 6ze yardimiyla alinip misir unlu tween 80 agar lizerine ¢izgi
ekim yapilarak ekim bolgesinin iizerine lamel kapatildi. 25 °C’de 72 saatlik
inkitbasyondan sonra, 7. asahii’ye 6zgii hiyalen septal: hifler, yalanc: hifler (Resim 2)

ve bu hifler boyunca oval veya koseli artrosporlar ve blastosporlarin olugumu goziendi.
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Resim 2: Misir unlu-tween 80 agarda 7' asahii’nin hifal

formlar ve yalanci hif yapilar, (x40).

Resim 3: Misir unlu-tween 80 agarda 7. asahii’nin

olusturdugu artrosporlar ( x 40 ).

5.2.2. Asit Proteinaz Deneyi :

Trichosporon asahii kokenlerinin salgisal asit proteinaz aktivitelerini saptamak

amactyla %]1’lik sigir serum albumini igeren, pH: 5.0 olan kat1 besiyeri kullanildi.
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5.2.2.1. Besiyerinin Hazirlanigi:

a) YEPD Buyyon:

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

Karigim otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi ve 5’er ml steril tiiplere

boltindii.

b) Temel Besiyeri:

Dekstroz 2 gr
KH,POq4 0.1 gr
MgS047H,0 0.05 gr
Agar 2 gr
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 110 °C’de 15 dakika steril edilerek, sitrik asit ¢ozeltisi ile pH

5.0%¢ ayarlandi ve 50 °C’lik su banyosuna konuldu.

¢) Temel Besiyerine Eklenen Protein Cézeltisi:

S1g1r serum albumini (Fraksiyon V) 1gr
Distile su 100 ml

Karisim manyetik karistiricida ¢6ziildiikten sonra 0.2 pm’lik membran
filtereden siiziilerek steril edildi. Hazirlanan protein ¢o6zeltisinden
yukanidaki temel besiyerine % 20 oraninda eklendi ve 70 mm g¢apl petri

kaplarina 10'ar mi dokiildii.

5.2.2.2. Deneyin Yapihsi:

Test edilecek kokenlerin her birinin SDA’da 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerinden alinip YEPD buyyona pasajt yapildi ve 30

%C’de 4-6 saat inkiibe edildi. Bulamkligi Mc Farland 0.5’¢ ayarlanan maya
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siispansiyonundan 10 pl alinip, kati besiyeri iizerine yerlestirilmis olan 6 mm ¢apindaki

steril kagit disklere damlatildr (15, 17).

Petriler, 30 °C’de 6 giin boyunca inkiibe edilerek hergiin incelendi. Inkiibasyon
dncesinde besiyeri pH: 5.0°da hafif opak gériiniimliidiir. Ureme ile birlikte disklerin
cevresindeki artan opaklagma ve de bunu takiben seffaflasma seklinde zon olugumu
izlendi. Olusan lizis zonlari, proteinin pargalandigini gdéstermektedir. Altinci
giinde bu lizis zonlarinin mm olarak genisliklerine gore, proteolitik aktivitenin

diizeyi belirlendi (15, 17).

Lizis zonu olmayan (-) negatif (Resim 4); lizis zonu diskin en fazla 1-2
mm agigindaki alana yayilmig olan reaksiyon iliml (+) pozitif; lizis zonu diskin
3-5 mm agigindaki alana yayilmis olan reaksiyon ise kuvvetli (++) pozitif

olarak degerlendirildi (Resim 5) (14, 17).

Pozitif kontrol olarak, salgisal asit proteinaz tireten standart C. albicans CBS

2730 kdkeni kullanilmistir. Deney her kéken igin 3 kez tekrarland.

Resim 4: Asit proteinaz negatif 7. asahii kokeni.
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Resim 5: Candida albicans CBS 2730, salgisal
asit proteinaz iireten koken.

5.2.3. Fosfolipaz Deneyi:
5.2.3.1. Besiyerinin Hazirlamsi:

Ana Besiyeri:

Pepton 1.25 gt
Glukoz 2.5 gF
Agar 2.5 gr
NaCl 1.3 gr
CaCl,6H,0 0.14 gr
Distile su 115 ml

Karisim otoklavda 121 °Ccde 15 dakika steril edilerek 50 °C’lik su

banyosuna konuldu.
5.2.3.2.Yumurta Sarisinin Hazirlanisi:

Yumurtalar 6ncelikle sulandirilmis  ¢amasir  suyunda 1 dakika

bekletildikten sonra steril gazli bezle kurulandi. Yumurtalar daha sonra steril
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kosullarda kirildi ve sarisi steril bir meziire aktarildi. Uzerine esit hacimde
serum fizyolojik eklendi ve daha sonra iginde steril boncuklar bulunan bir
balonda iyice karistirildi. Buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra steril bir
tiipe alinarak 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi (17, 53).

Santrifiij sonrasi yumurtal siispansiyonun iist kisimdan alinan 10 ml sivi
ile 125 ml sitrik asit disodyum fosfat tamponu, ana besiyerine eklendi ve 7 mm

capli petrilere 10’ar ml dokildi (17, 91).

5.2.3.3.Deneyin Yapihsi:

Kokenlerin @ SDA’da  18-24  saatlik  inkiibasyon sonucu lireyen
kolonilerinden steril serum fizyolojik iginde Mc Farland 0.5'¢ gére maya
siispansiyonu hazirlandi. Her bir petriye maya siispansiyonlarindan, olgiili
szeyle (0.01 ml) besiyeri yiizeyine degdirilmek suretiyle ekim yapildi ve 37
°Cde 4 giin inkiibe edildi (17, 91). Pozitif kontrol olarak C. albicans SC 5314

kokeni kullanildi. Deney her kiken igin ii¢ kez tekrarlandu.

Resim 6: Fosfolipaz pozitif Candida albicans SC 5314 kékeni ve negatif Trichosporon
asahii kokenlerinin yumurtah agarda olusturduklari goriintii.
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Fosfolipaz aktivitesinin 6l¢iilmesinde ve hesaplanmasinda, koloninin etrafinda

olusan belirgin halka seklindeki presipitasyon zonu (Pz) dikkate alinmugtir (Resim 6).

Fosfolipaz aktivitesi, koloni gapinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun
toplam g¢apina orani olarak hesaplanmistir (Sekil 1). Bu sistemde Pz degeri kiigiildiikge
fosfolipaz aktivitesi artmakta, Pz= 1.00 degeri, denenen kokenin fosfolipaz aktivitesinin
negatif oldugunu géstermektedir. Bu durumda, Pz degeri 0.9 - 1.00 olanlar (+) pozitif;
0.89 - 0.8 olanlar (++) pozitif; 0.79 — 0.7 olanlar (+++) pozitif, < 0.69 olanlar (++++)
pozitif grubu olugturmaktadir (96).

Negatif Pozitif

<
Ve—>r V
a b
Pz =1 Pz <1
Koloni ¢ap1 a
PZ = =
Koloni + Presipitasyon zonu gapi b

Sekil 1: Fosfolipaz aktivitesi i¢in Pz degerinin hesaplanmas.

Trichosporon asahii kokenlerinden bazilar1i yumurtali besiyerinde
inkiibasyon sonunda presipitasyon zonu benzerinde bir gdriintii olusturmustur.
Mikroskop altinda incelendiginde bu goriintliniin mayanin hifal formlarinin

besiyeri i¢ine yayilmasindan dolay1 oldugu anlagilmistir (Resim 7).
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Resim 7: Yumurta sarisi igeren besiyerinde fosfolipaz negatif
ve yalanci fosfolipaz presipitasyon zonu olusturan T. asahii kokeni.
5.2.4. Esteraz Deneyi

5.2.4.1. Besiyerinin Hazirlamisi:

Tween 80 Agar Besiveri:

Pepton 10 gr
NaCl 5gr
CaCl, 0.1 gr
Agar 15 8r
Distile su 1000 ml

Karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilerek 50°C’lik su
banyosuna konuldu. Daha sonra besiyeri igine 5 ml steril tween 80 eklenerek
sitrik asit-disodyum hidrojen fosfat tamponu ile pH 6.8’ayarlandi (72, 79, 97,
100).

5.2.4.2. Deneyin Yapihisi:

SDA’da 24 saatlik inkiibasyon sonucu iiretilen suglarin kolonilerine steril
ekiivyon dokundurularak alindi ve tween 80 agara daire seklinde (~10 mm g¢apinda)
ckim yapildi. 30 °C’de 10 giin inkiibe edilen plaklar her giin arkadan 151k verilerek

incelendi. Tween 80 agarda inokiilasyon bélgesinin etrafinda tween 80’nin hidrolizi
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sonucunda agiga ¢ikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller halinde
¢okmesi (Resim 8) pozitif esteraz aktivitesi olarak degerlendirildi (2, 44, 72, 79, 100).

Her koken i¢in deney ii¢ kez tekrarland.

Resim 8: Esteraz aktivitesi a-b; pozitif ve c-d; negatif 7. asahii kokenleri

5.2.5. Yiizey Hidrofobisitesinin dl¢iilmesi:

Bu deney igin 2 ayri yontem kullanilds.

5.2.5.1. Hidrokarbon Adezyon Ydéntemi:

Hiicre ylizey hidrofobisitesi Rosenberg ve arkadaglarinin (69, 70) yapmis oldugu
yontem modifiye edilerek saptanmustir. Deneyde asagida belirtildigi gibi n-hekzadekan

ve p-ksilen olmak iizere iki ayr1 hidrokarbon molekiilii kullamld:.

Sabouraud glukoz agar’a (% 1 pepton, % 0.5 maya &ziitii, % 2 glukoz)
pasajlanan her bir kéken 24 saat oda isisinda (22-24 °C) inkiibe edildi. Besiyerinde
tireyen koloniden bir 6ze dolusu alinarak 5 ml SGB’ye inokiile edildi ve oda 1sisinda 24
saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra, bu iiremeli buyyondan 1 ml alinarak 4 ml SGB

igine inokiile edilerek galkalayici etiivde oda isisinda 1200 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.
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Santrifiij ile 4 “C’de 1500 g’de 5 dakika gevrilerek elde edilen maya hiicreleri
soguk PUM ¢ozeltisi ile 2 kez yikandi. Yikanan maya hiicreleri PUM ¢ozeltisi ile
sulandirilarak Thoma laminda sayildi ve Ix 107 hiicre/ml olacak sekilde maya

siispansiyonu hazirland..

Hazirlanan maya siispansiyonundan 2’ser ml alinarak 3 ayn tiipe (12 x 75mm)
konuldu. Tiiplerden birine 0.5 ml n-hekzadekan, digerine 0.5 ml p-ksilen eklenip,
yalnizca maya siispansiyonu igeren son tiip ise kontrol tiipii olarak kullanildi. Tiipler 10
dakika 37 “C’deki su banyosunda tutulduktan sonra her tiip 2 dakika 1400 rpm’de
vortekslenerek hidrokarbon kisim ile maya siispansiyonunun iyice karismasi saglandi.
Daha sonra tiipler 37 “C’deki su banyosunda 30 dakika tutulup her iki fazin tekrar
ayrilmasi saglandi. Otuz dakika sonra altta kalan sivi faz cam pipet yardimiyla
dikkatlice alinarak spektrofotometre ile 660 nm’de absorbans degeri &lgiildii ve kontrol

tiipii ile karsilastirildi (21, 32, 47, 59, 69, 70, 91).

Koékenin yiizey hidrofoblugu ne kadar fazla ise o kadar ¢ok hidrokarbon ile
birlesecek, altta kalan sivi faz o kadar ¢ok seffaflasacak ve kontrole gore absorbans
degeri diigecektir (Resim 9). Bunun tersi durumda ise, hidrokarbon igeren test tiipiiniin
absorbansi ile kontrol tiipiiniin absorbansi arasinda fark olmayacaktir. Deney, ¢aligmaya

alinan her kken igin 3 giin arka arkaya ve her giin 3’er kez olmak lizere tekrarland.

Resim 9: Hidrokarbon adezyon ydntemi; a- yiizey hidrofobik
ozelligi dusiik olan koken, b-ylizey hidrofobik dzelligi yiiksek koken.
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5.2.5.2. Polistiren Mikrokiire Yéntemi:

Bu deneyde Hazen ve arkadaslaninin (33) gelistirmis oldugu y6ntem referans
almarak polistiren lateks boncuklar kullamildi. Bu boncuklarin 6zelligi negatif yiiklii
olmalan ve ylizeylerinin > % 90 oraninda hidrofobik iligkiye uygun olmasidir.

a) Boncuk siispansiyonunun hazirlanmasi:

Caligmada, mavi renkli ve 0.825 + 0.1 um ¢apindaki siv1 siispansiyon halinde
stoklanmig boncuklar ( % 10 kat1 halde ) kullamildi. Deneyde kullamlan biitiin cam
tiipler % 1°lik soguk hidroklorik asitle (HCl) yikandi.

Stok boncuk stispansiyonundan 6 pl alinarak 2 ml soguk PUM tampon
gozeltisinde sulandirild: ve yaklasik olarak 9.02 x 10® / ml boncuk elde edildi.

b) Maya siispansiyonunun hazirlanmasi:

Sabouraud glukoz agar’a pasajlanan kokenler oda isisinda 24 saatlik
inkiibasyondan sonra 5 ml SGB’ye bir 6ze dolusu olacak sekilde inokiile edildi. Oda
1s1sinda 24 saat inkiibasyondan sonra iiremeli sivi besiyerinden 1 ml alinarak 4 ml SGB
icine inokiile edilip, tekrar ¢alkalayici etiivde oda 1sisinda 1200 rpm’de 24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda maya hiicreleri + 4 °C’de 1500 g’de 5 dakika
santrifiijlenerek toplandt ve bir kez soguk PUM ¢dzeltisi ile yikanarak Thoma laminda
sayilan her bir koken yaklagik olarak 2x10° hiicre / ml olacak sekilde soguk PUM

tampon ¢ozeltisi ile sulandirildi.

En ge¢ bir saat igerisinde maya ve boncuklarin karigimini gergeklestirilmek

iizere, hazirlanan siispansiyonlar 0 °C’de bekletildi.
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¢) Maya-boncuk siispansiyonu karisiminin hazirlanmas: ve degerlendirme:

Boncuk siispansiyonundan 150 ul, maya siispansiyonundan 150 pl alinarak
karistirildi. Elde edilen karigim hemen oda isisina getirilerek 30 sn vortekslendi. Bu
karigimdan bir damla alinip lam {izerine kondu ve iizeri lamelle kapatilarak 40x objektif

ile sayim yapildi (21, 32, 33, 34, 35).

Her bir kéken igin 100 maya hiicresi sayildi. Bu maya hiicrelerinin iginde 3 veya
daha fazla boncuk baglanmig olan mayalarin sayist belirlenerek o kokenin yiizde (%)
cinsinden hidrofobisitesi olarak degerlendirildi (Resim 10, 11). Her kken igin deney 3

giin arka arkaya ve giinde 3 kez olmak iizere tekrarlandi.

06/04/2005

Resim 10: Polistiren mikrokiire yonteminde boncuklarla baglanan maya hiicreleri.

Resim 11: Polistiren mikrokiire yénteminde boncuklarla baglanmayan maya hiicreleri.
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5.2.6. Sivisik Ortii Uretiminin Arastirilmas

Swvigik Ortii tiretimi modifiye tiip aderens yontemi kullamlarak arastirildi (10,
18, 98). Sabouraud glukoz agar’daki 24-48 saatlik kolonilerden bir 6ze dolusu
alinarak; son glukoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanan Sabouraud

buyyondan 10 ml i¢eren polistiren falkon tiiplerine inokiile edildi.

Tiipler 35 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra dikkatlice icerikleri bosaltilarak
iki kez distile su ile yikandi ve % 1’lik safranin ile boyandi. Havada kurutulan tiiplerin
i¢ ceperinde renkli, gozle goriiniir bir film tabakasnin varh@ sivigik ortii {iretimi
agisindan olumlu olarak degerlendirildi. Olugan tabakanin kalinligmna gére sonuglar;
zayif (+) pozitif, orta (++) pozitif, kuvvetli (+++) pozitif olarak yorumlandi (Resim 12).
Besiyeri ile hava kesisimindeki boya tutulmalari ise olumsuz olarak degerlendirildi.
Pozitif kontrol olarak Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 kokeni kullanildi.

Deney her koken igin iki kez tekrarlandi.

Resim 12: Modifiye tiip aderens yéntemi ile sivigik értil diretimi: a: (+++) ATCC 35984
Staphylococcus epidermidis kdkeni; b: (++), ¢: (+), d (=) 7. asahii kokenleri.
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6. BULGULAR

6.1.Calismada Kullanilan Trichosporon asahii Kokenlerinin Klinik

Materyallere Gore Dagilima:

Calisma kapsamina alinan toplam 48 adet kdkenin; 43 tanesi idrar, 1 tanesi
periton, 1 tanesi dil siiriintiisti, 1 tanesi kan, 1 tanesi nefrostomi drneklerinden

ve ayrica 1 tanesi de tirnaktan saprofit olarak izole edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Calismada kullanilan 7. asahii izolatlarinin klinik materyallere gore dagilim

Klinik Trichosporon asahii izolatlarmin
Materyal dagihm
n (%)
Idrar 43 89.58
Idrar Digi 5 10.42
Kan 1 2.084
Periton | 2.084
Dil siiriintiisti 1 2.084
Nefrostomi 1 2.084
Tirnak 1 2.084
Genel Toplam 48 100

6.2. Trichosporon asahii Kokenlerinin Viriilans Faktoérlerinin

Degerlendirilmesi:

Idrar ve idrar disindaki klinik materyallerden izole edien Trichosporon
asahii izolatlarinin salgisal asit proteinaz, fosfolipaz ve esteraz enzimlerinin

sekresyonu, hiicre yiizey hidrofobisiteleri ve sivigik ortii iiretimleri aragtirildi.
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6.2.1. Fosfolipaz ve SAP aktivitelerinin degerlendirilmesi:

Caligma kapsamina alinan 48 7. asahii kékeni ve CBS 2479 T. asahii var.asahii
standart kokeni de dahil olmak iizere hi¢bir kokende salgisal asit proteinaz ve

fosfolipaz enzimi liretimine rastlanmadi (Tablo 8).

6.2.2. Kikenlerin esteraz aktivitesinin degerlendirilmesi:

Toplam 48 T. asahii kokeninden 7’si [% 14.58 (6’s1 idrar, 1’1 periton izolat1)] 1.
glin esteraz aktivitesi gosterirken, 24’4 [% 50 (1’i dil siiriintiisti, 1’1 tirmnak ve 22’si
idrar izolat1)] 2. giin, 17°si [% 35.42 (1’1 kan, 1°i nefrostomi, 15°1 idrar izolat1)] 3. giin
esteraz aktivitesi gostermistir. Trichosporon asahii CBS 2479 standart kokenin ise
esteraz aktivitesi 2. glinde saptanmigtir (Tablo 5).

Tablo 5: Esteraz aktivitesinin giinlere gére dagilima.

Izolatm Toplam
1. giin 2. giin 3. giin

Kaynag (%)
Idrar 6 22 15 43 (89.58)
Periton 1 1 (2.084)
Kan 1 1 (2.084)
Nefrostomi 1 1 (2.084)
Dil siirtintiisii 1 1(2.084)
Tirnak 1 1 (2.084)
Toplam (%) 7 (14.58) 24 (50) 17 (35.42) 48 (100)

6.2.3. Kokenlerin yiizey hidrofobisitesinin belirlenmesi:

6.2.3.1. Hidrokarbon adezyon yonteminin degerlendirilmesi:

Hidrokarbon adezyon yontemi ile giinde 3 kez 3 giin iist {iste yapilan her bir
deneyden elde edilen 9 absorbans degerinin ortalamasi alinarak yiizde absorbans
degerleri n-hekzadekan ve p-ksilen i¢in ayn ayr1 olmak iizere % Asgo = [(Ago kontrol
tiipli - Ageo test tiipll) / (Asso kontrol tlipii)]x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi. Bu
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verilere gore, yiizde (%) absorbans degeri 0-20 arasinda olanlar diigiik, 20-80 arasinda
olanlar orta, 80-100 arasinda olanlar ise yiiksek hidrofobik olarak degerlendirildi (36).

a) n-hekzadekan kullanildiginda elde edilen sonuclar:

Hidrokarbon olarak n-hekzadekan kullanildiginda 3’@i idrar, 1°i tirnak izolat:
olmak tizere toplam 4 koken (% 8.3) orta diizeyde hidrofobik; 1 periton, 1 kan, 1
nefrostomi, 1 dil siiriintiisii ve 39 idrar izolat1 olmak {izere 43 koken (% 89.6) diisiik
diizeyde hidrofobik; 1 idrar izolati (% 2.1) ve standart T. asahii CBS 2479 kokeninde
ise ylizey hidrofobik 6zellik saptanmamustir (Tablo 6).

d) p-ksilen kullanildifinda elde edilen sonuglar:

Hidrokarbon olarak p-ksilen kullamldiginda 1°i tirnak, 12’si idrar olmak iizere
toplam 13 koken (% 27.08) az hidrofobik, diger (idrar ve idrar dig1) 35 kékenin (%
72.91) ve standart CBS 2479 T. asahii kokeninin yiizey hidrofobik ozelligi negatif
bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6: Trichosporon asahii kokenlerinin hidrokarbon adezyon yontemi ile saptanan ylizey
hidrofobik 6zellikleri.

Hidrokarbon Bilesik n-hekzadekan p-ksilen
Deger (Y0 Ass0) n Deger (% Ass0) n
Negatif® 1111) 1| 16455 - 02) | 35
Az hidrofobik’ (0,288)— (17,144) | 43 (0,211) - (11,972) 13
Orta hidrofobik* (20,011) - (21,811) 4 - -
Toplam (n) 48 48

a- Y%Age0 < 0, b- %0Ag60 0-20, ¢- %Ag60 20-80

6.2.3.2. Polistiren mikrokiire yinteminin degerlendirilmesi:

Yiizey hidrofobisitesinin &l¢iilmesinde kullanilan ikinci yontem olan polistiren

mikrokiire deneyinde, her bir kdken igin 3 giin iist lste giinde 3 kez olmak {izere
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tekrarlanan 3 deneyin ortalamasi alinmis ve kdkenlerin yiizey hidrofobisitesi yiizde (%)
olarak belirlendi. Buna gore elde edilen degerler en diisiik % 53.2 (tirnak izolatr) ile en
yiiksek % 92.7 (idrar izolat1) arasinda degismektedir (standart sapma *+ 8.659).
Standart T. asahii CBS 2479 kdkeninin bu yontem ile yiizde hidrofobik 6zelligi % 47.5
olarak bulunmustur.

Polistiren mikrokiire yontemi ile elde edilen sonuglar klinik 6rneklere gore
degerlendirildiginde; 1 periton izolat1 % 84.5, 1 kan izolat1 % 89, 1 nefrostomi izolat1 %
72.3, 1 dil siiriintiisii izolat1 % 88.7, 1 tirnak izolat1 % 53.2 ve 43 idrar izolat1 % 70.4 -
% 92.7 olarak bulundu.

6.2.4. Sivigik ortii iiretiminin degerlendirilmesi:

Kokenlerin sivigik Ortii iiretimini saptamak igin kullanilan modifiye tiip aderens
yonteminde; 1 periton, 1 nefrostomi ve 8 idrar izolat1 olmak tizere 10 kdken (% 20.83)
orta (++) pozitif, 18 idrar izolat1 (% 37.5) zayif (+) pozitif sivisik ortii iiretimi
gOstermistir. Biri kan, 1°1 dil siiriintiisii, 1’1 tirnak, 17°si idrar olmak tizere 20 kéken (%
41.67) ve T. asahii CBS 2479 kokeni sivigik ortii iiretimi yoniinden (-) negatif olarak
saptanmugtir (Tablo 7).

Tablo7: Calismaya alinan kdkenlerin s1vigik 6rtii tiretimi sonuglar

izolatm
Sivigik ortii iiretimi Toplam
Kaynag
(%)
negatif (-) zayif (1) orta (++)
idrar 17 18 8 43 (89.58)
Periton 1 1 (2.084)
Kan 1 1(2.084)
Nefrostomi 1 1(2.084)
Dil siiriintiisii 1 1(2.084)
Tirnak 1 1 (2.084)
Toplam (%) | 20 (41.67) | 18 (37.5) | 10 (20.83) | 48 (100)
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Olas1 viriilans faktorlerinin arastirilmasi1 amaciyla uygulanilan tiim

deneylere ait sonuglar Tablo 8’de ve kokenlerin toplu halde dékiimani Tablo

9’da gosterilmistir.

Tablo 8: Ttim deneylere ait sonuglar

Salgisal . - .
Deney Aiit Fosfolipaz | Esteraz Swisik Hidrofobisite
Proteinaz ortll | p-hekzadekan |  p-ksilen Mikrokiire
Neéalt'f 48 (%100) | 48 (%100) 0 o 04210 67 | 108208 | 35%7292) 0
P‘Elzl')“f 0 0 48 (%100) (%52;’33) 47(%97.92) | 13 (%27.08) | 48* (%100)
Toplam 4 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
) 8 (%100) | 48 (%100) | 48 (%100) | 48 (%100) | 48 (%100) | 48(%100) | 48 (%100)

*Sayilan maya hiicrelerinden 3 veya daha fazla boncuk baglananlar pozitif kabul
edilmistir (K6kenlerin ortalama yiizde hidrofobisite degerleri % 53.2 - % 92.7 arasinda

degismektedir).
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Tablo 9: Trichosporon asahii izolatlarinin esteraz, fosfolipaz ve asit proteinaz aktiviteleri, ylizey
hidrofobisite degerleri ve sivigik 6rtii iiretimleri

izolat| izolatin Esteraz |FosfolipazlAsit proteinaz Yiizey Hidrofobisitesi Sivisgik
No Kaynafy | aktivitesi | aktivitesi| aktivitesi ortii
Hidrokarbon Adezyon | Polistiren
Yontemi (%Ags0 ) Mikrokiire
n-Hekzadekan | p-Ksilen Y?l:/te)m !
1 Periton 1.glin ) Q) 3,733 -5,166 84,5 ++
2 Idrar _2.glin Q) Q) 0,288 -16,455 79,3 +
3 [drar 2.glin ) () 4,188 -1,333 78 -
4 Kan 3.glin Q) () 3,272 -2,138 89 -
5 Idrar 3.glin Q) Q) 1,7 -3,222 81,8 -
6 [drar 3.gln ) ) 6,088 -0,6 84,7 -
7 Idrar 3.glin Q) ©) 9,011 -2,244 89,2 +
8 Idrar 2.glin Q) ) 0,386 -6,18 80,2 -
9 idrar 1.giin ) Q) 6,666 -1,922 74,5 -
10 idrar 2.glin Q) Q) 4,722 0,566 82,7 -
11 Idrar _ 2.gln ¢ ) 6,633 -1,711 92,3 +
12 [drar 3.glin Q) () 7,677 -2,922 92,7 -
13 idrar 2.glin ) ) 8,877 1,866 89,6 -
14 Idrar 3.glin ) ) 11,211 -3,777 74,6 +
15 Idrar _2.giin Q) ) 9,722 -5,733 90,6 ++
16 Idrar 2.glin ) ) 11,061 -3,205 89,2 ++
17 Idrar 3.giin Q) ) 6,6 -8,733 81,2 ++
18 idrar 2.glin ) Q) 7,833 -9,744 70,4 +
19 Idrar 2.glin ) ) 6,744 -11,611 85,3 +
20 Idrar 2.giin ©) () 1,833 4,2 83,3 +
21 Idrar 2.giin ) Q) 7,955 -8,8 88,7 +
22 [drar 3.gilin Q) () 15,744 -3,788 82,2 +
23 Idrar 3.glin ) Q) 21,811 7,988 79,1 +
24 idrar 2.glin ) ¢ 1,966 -5,2 78,6 ++
25 Idrar 2.glin () Q) 13,522 0,422 90,1 +
26 [drar 1.glin ) () 12,944 5,011 77,2 ++
27 Idrar 2.giin Q) () 12,877 -1,911 78,5 +
28 Idrar 3.glin_ ) ) 15,577 -0,2 81 +
29 idrar 2.glin Q) (-) 1,744 -6,722 85,6 -
30 Idrar 3.glin ¢ Q) 14,011 8,688 87,2 -
31 idrar 2.glin_ ) () 13,355 -11,944 89,4 -
32 | Nefrostomi 3.giin_ ) ) 2,433 -5,466 72,3 +
33 Idrar 3.glin () () 1,655 -11,466 92,7 +
34 Idrar 3.gilin ) ) 16,844 2,155 89,1 -
35 idrar 3.glin O) () 20,011 1,866 80,4 +
36 Idrar 2.giin () () 15,244 -5,111 88,3 +
37 Idrar 2.glin - ) 8,777 -9,644 84,5 -
38 idrar _2.giin ) () 1,633 -1,9 86,5 +
39 idrar 3.giin () Q) -1,111 -12,844 86,6 =
40 idrar 2.giin ) Q) 22 -5,544 86,3 -
41 Idrar 3.glin Q) Q) 2,744 -5,922 84,4 ++
42 Idrar _2.giin ) ) 16,188 0,211 76 -
43 idrar I.giin Q) Q) 12,127 -3,238 81,1 -
44 Idrar 1.glin ) ) 20,066 3,633 84,4 +
45 Idrar 1.glin Q) () 17,144 3,366 85 -
46 Idrar 1.glin () ) 16,633 7,411 86,5 +
47 | Dil siirilnttisii | 2.glin ) - 13,911 -3,7 88,7 -
48 Tirnak _2.giin ) ) 20,538 11,972 53,2 -
T.asahii CBS 2479 | 2.giin ) -) -1,227 -2,622 47,5 -
C.albicans CBS 2730 0.7cm(++)
C.albicans SC 5314 0.52(++++)
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7. TARTISMA VE SONUC

Organ ve doku transplantasyonu uygulanmasi gibi cerrahi girigsimler, uzun
stireli  kateterizasyon, Ozellikle hematolojik maligniteli hastalarda etkili
kemoterapstik tedaviye sik bagvurulmasi, genis etkili antibiyotiklerin artan siklikta
kullanilmas1 gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarina duyarl: kisi sayist artmgtir (61).
Insam etkileyen mantar infeksiyonlan arasinda en sik rastlanan etkenler ise mayalardir
7).

Bu duyarli hasta gruplarinda son yillara kadar kontaminant veya zararsiz
kolonizasyon etkenleri olarak degerlendirilen Fusarium, Curvularia, Alternaria ve
Trichosporon gibi nadir rastlanan mantar tiirlerinin klinik &rneklerden giderek artan
sayida izole edilmeleri ve yasamu tehdit eden ciddi infeksiyonlara yol agmalan

dikkatlerin bu mantarlar iizerinde yogunlagmasina neden olmustur (4, 23).

Son 20 yil i¢inde antifungallere diren¢ gosteren ve nadir olarak infeksiyon
olusturan mantarlar 6zellikle hematolojik malignitesi olan ndtropenik hastalarda, etken
olarak artan sikhikta izole edilmeye baglanmigtir. Seyrek rastlanmasina ragmen
antifungal tedaviye goérece direngli olan Trichosporon cinsinde yer alan mayalar da bu

mantarlar arasindadir (76).

Insanda deri, tirnak, ag1z ve gastrointestinal sistemde normal flora iiyesi olarak
bulunan 7. asahii, nadir olarak sistemik ve lokal infeksiyonlara yol agmakla birlikte son
yillarda etken olarak izole edildigi olgu sayis1 artis gostermistir (49). Immiinkompetan
bireylerde genellikle beyaz piedra etkeni olarak izole edilmesine ragmen, 7. asahii’ye
duyarli grubu olusturan immiinsiipresc hastalarda bu mayanin en sik goriilen lokal
infeksiyonlar1; endokardit, akut veya kronik menenjit, peritoneal diyalizle iligkili
peritonit, pnémoni, artrit, kolanjit, hepatit ve okiiler infeksiyonlar olup, bunlar % 18 —
20 oraninda yaygin infeksiyona doniigebilir (63, 77).

Chakrabarti ve arkadaslart (12) 2002 yilinda yayimladiklarn makalede, 7.

asahii’nin tek bagina etken oldugu ve amfoterisin-B tedavisine ragmen tekrar eden bir

yaygin lenfadenit olgusu bildirmislerdir.
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Matsunaga ve arkadaglar1 (56), Japonya’da 2003 yilinda, 7. asahii’nin
inhalasyonu sonucu olusan agir1 duyarliik pnémonisi (Summer-type HP) olgusu

bildirmiglerdir.

Panagopoulou ve arkadaglarinin (63) 2002°de bildirdigi bir olguda da 26 haftalik
prematiire kiz bebekte dogumdan sonraki 6. giinde Klebsiella pneumoniae sepsisine ek
olarak alinan kan &rneklerinin birinde de 7. asahii tiretilmigtir. Yildiran ve arkadaslar
(94) 2003 yilinda 27 haftalik bir bebekte idrar ve kan kiiltiirlerinde 7. asahii iiremesi ile
saptanan yaygin trikosporonoz olgusu bildirmislerdir. Immiin sistemi baskilanmig
erigkinlerin yam sira prematiire yeni doganlarda da invaziv infeksiyon etkeni olarak 7.

asahii’nin saptanmasi1 bu mayanin giderek artan 6nemini gostermektedir.

Sugita ve arkadaslarinin (83) 1998 yilinda yapmis olduklari bir galismada T.
asahii’nin en sik izole edildigi klinik materyaller idrar (% 28.6), akciger (% 21.4), kan
(% 14.3), balgam (% 17.85) ve digk1 (% 17.85) olarak siralanmaktadir.

Sugita ve arkadaglar (80) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada 7. asahii’nin
izole edildigi klinik 6rneklerin dagiliminda idrar en yiiksek oranla (% 38.1) ilk sirada
yer almakla birlikte, bunu sirasiyla kan (% 28.6), diski (% 9.52), balgam (% 7.14),
plevra (% 4.77), asid sivist (% 4.77), deri (% 4.77) ve akciger (% 2.33) Ornekleri

izlemektedir.

Toriumi ve arkadaslarimin (88) yapmis oldugu bir calismada 7. asahii
kokenlerinin izole edildigi klinik Srneklerin dagilimi ise; idrar (% 44.1), kan (% 29.4),
diski (% 11.8), plevral s1v1 (% 8.8), akciger (% 2.95) ve balgam (% 2.95) seklindedir.

Ichikawa ve arkadaglarimin (43) 2004 yilinda ¢aligmaya aldiklari 61 7. asahii
kokeninin izole edildigi klinik 6rneklerin dagiliminda ise kan ilk sirada (% 49.2) yer

almakla birlikte bunu idrar (% 42.2), akciger (% 7) ve diski (% 1.6) izlemektedir.

Calismamizda T. asahii klinik izolatlarinin biiylik bir kisminin kaynagim idrar

Ornekleri (% 89.58) olusturmaktadir. Bu agidan literatiirle uyumlu olmakla birlikte bu
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kadar yiiksek bir ylizdede idrar izolat1 ilk kez calismamizda saptanmigtir. Ayrica,
yaptigimiz literatiir taramalarinda 7. asahii’nin patojenitesinde rol alabilecek virulans

faktorlerinin saptanmasina dair yeterli sayida ¢alisma bulunamamistir.

Caligmamizda, mantarlarin dokuya invazyonunu kolaylastiran fosfolipaz ve
salgisal asit proteinaz enzimlerinin (60, 72, 89) yam sira, patogenezde rolii oldugu
diigliniilen esteraz enzimi (41, 97, 100), mikroorganizmanin konak dokuya
yapismasinda (aderens) yardime1 oldugu 6ne siiriilen yiizey hidrofobisitesi (58) ve yine
mikroorganizmanin konak hiicre ylizeyine yapismasinda, kateter ve tiip gibi diiz yiizeyli
tibbi aletlere tutunarak ¢ogalmasinda ve antimikrobiyal ajanlara karsi direng

olugsmasinda nemli rol oynayan sivigik Ortii tiretimi arastirnilmigtir (38, 93).

Yapilan galigmalar C. albicans kokenlerinin kuvvetli proteolitik, C.
tropicalis kokenlerinin daha az proteolitik oldugunu, C. parapsilosis ve diger
tiirlerin ise 1liml1 proteolitik aktivite gosterdigini ya da aktivite gostermedigini

ortaya koymustur (27, 74).

Kandidalarin proteolitik aktivitesini Olgmede yararlanilan
spektrofotometrik yéntemde, azot kaynagi olarak IgA, kazein, hemoglobin gibi
substratlar kullanilmaktadir. Fakat asit proteinaz enziminin kolay stabilize
edilememesi ve zaman zaman bu y6ntemlerin duyarliliklarinda sapmalar olmas:
gibi nedenlerle rutinde uygulanmalar1 olduk¢a zor ve zaman alic1 bulunmustur.

Bu amagla proteinli agar besiyerleri uygulamaya konulmustur (15, 73, 74).

Calismamizda da 7. asahii kOkenlerinin salgisal asit proteinaz
aktivitelerini tespit etmek i¢in %1 sifir serum albiimini igeren kati besiyeri

kullanilmig ve kokenlerin bu proteini hidrolize etme yetenekleri arastirilmistur.
Caligma kapsamina alinan 48 T. asahii kokeni ve CBS 2479 T. asahii var.asahii

standart kékeni de dahil olmak {iizere hi¢bir kdkende salgisal asit proteinaz enzimi

liretimi saptanmamustir (Tablo 8).
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Candida albicans’m patojenliginde rol oynadig: bilinen viriilans faktorlerinden
yola ¢ikarak Ichikawa ve arkadaslar1 (43) yapmis olduklari ¢alismada, % 42.2’sini
idrar 6rneklerinin olusturdugu toplam 61 T. asahii k6keninin hi¢birinde salgisal asit
proteinaz enzimi iiretimine rastlanmadigim bildirilmislerdir. Caligmamizda, salgisal asit
proteinaz deneyinde elde ettigimiz sonuglarla, s6zii gecen aragtirmacilarin elde ettigi

sonuglarin uyumlu oldugu gézlenmistir.

Calisma kapsaminda degerlendirilen ikinci faktér kdkenlerin fosfolipaz
aktiviteleridir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan tiir olan Candida albicans’in
fosfolipaz enzimi iliretme yetenegi, 6nemli bir patojenik &zellik olarak one
stiriilmektedir (40, 60).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, klinik 6rneklerden izole edilen Candida
tirlerinin fosfolipaz aktivitesi yOniinden biiyiik degisiklikler gosterdigi
saptanmistir. Samaranayake ve arkadaslari (75) 41 Candida izolatinin
fosfolipaz iiretimini yumurta sarili agar ydntemi ile taramis ve test edilen C.
albicans kokenlerinin % 79’unun hiicre dis1 fosfolipaz {retirken, C.
parapsilosis, C.glabrata, C.tropicalis kokenlerinin bu aktiviteyi gostermedigini

gozlemlemiglerdir.

Ghannoum ve arkadaglarinin (26) 1998°’de yaptiklari ve toplam 51
izolatin test edildigi bir caligmada, hem yumurta sarili besiyeri hem de
kolorimetrik yontemler kullanilarak albicans dis1 Candida tiirlerinin de hiicre
dis1 fosfolipaz trettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada C. glabrata kékenlerinin %
41’inin, C .parapsilosis kékenlerinin % 51°inin, C. tropicalis kokenlerinin %
70’inin, C. lusitaniae koOkenlerinin % 80’inin ve C. krusei kokenlerinin %
100’linlin saptanabilir diizeyde fosfolipaz Urettikleri belirlenmistir. Bununla
birlikte arastirmacilar albicans disi Candida tiirlerinde saptanan fosfolipaz

aktivitesinin C. albicans’a gére daha diisiik diizeyde oldugunu vurgulamiglardir.
Candida izolatlarinda fosfolipaz  aktivitesi, biyokimyasal ve

mikrobiyolojik yo6ntemlerle saptanabilmektedir. Biyokimyasal yontemlerin

zaman alic1 olmasi nedeniyle, giivenilir sonuglar veren pratik bir yéntem olarak
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‘plak yontemi’ Onerilmistir. Bu yontemde besiyerine fosfolipit kaynagi olarak
yumurta sarisi1 eklenmektedir. Yumurta sarili besiyeri baglica fosfolipaz B

aktivitesini ortaya ¢ikarmaktadir (42).

Calismamizda kokenlerin fosfolipaz aktivitesini 6lgmek igin yumurta
sarili besiyeri kullanilmistir. Calisma kapsamina alinan 48 T. asahii izolat1 ve CBS
2479 T. asahii var.asahii standart kokeni de dahil olmak iizere hig¢bir kdkende
fosfolipaz iretimine rastlanmamigtir (Tablo 8). Elde edilen sonuglar
literatiirdeki tek ¢alisma olan Ichikawa ve arkadaglarinin (43) bildirileri ile uyumlu
bulunmugtur. Ancak c¢aliymamizda dikkat g¢ekici bir bulgu olarak, bazi T. asahii
kokenlerinin yumurta sarisi igeren besiyerinde koloni etrafinda fosfolipaz aktivitesi ile
karistirlacak bir presipitasyon zonu olusturduklar gézlenmistir (Resim 7). Bu zondan
0ze yardimiyla alinan 6rneklerin mikroskopik incelemesinde bunlarin mayaya ait hifal
yapilardan olustugu anlasilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak 7. asahii kdkenlerinin
fosfolipaz aktivitesi aragtirilirken yalanci pozitiflik g6z 6niine alinarak degerlendirme

yapilmasini1 6nermekteyiz.

Degerlendirmeye alinan bir diger enzimatik aktivite esteraz enziminin
tiretimidir. Insanda derinin stratum korneum tabakasimn yiiksek oranda (~% 25)
esteraz enziminin substratlarindan olan triagilgliserol ve monoagilgliserol igermesi bu
enzimin, mantarlarin patojenitesinde rol alabilecegini diisiindiirmektedir (89). Dahasi
baslangigta Candida tlirlerinin ayiriminda yardimci bir test olarak kullanilmas: 6nerilen
esteraz aktivitesi; infeksiyon etkeni olarak izole edilen kokenlerde yiiksek oranda

saptaninca, olasi viriilans fakt6rlerden biri olarak degerlendirilmeye alinmistir (44).

Slifkin’nin (79) yapmis oldugu bir ¢alismada, C. albicans ve C. tropicalis
kokenlerinde yiliksek oranda esteraz aktivitesi; C. guilliermondii ve C. rugosa
kokenlerinde daha diigiik oranda esteraz aktivitesi bulunurken, C. dubliniensis, C.
Sfamata, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae ve C. parapsilosis kbkenlerinde

ise esteraz aktivitesine rastlanmamigtir
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Susever ve arkadaglan (85, 86) 16semili ¢ocuklardan izole ettikleri C. albicans
kokenlerinin % 91.6’sinda, leprali hastalarin afiz siiriintiilerinden izole ettikleri C.

albicans kdkenlerinin % 100’{inde esteraz aktivitesi saptamislardir.

Kegeli ve Budak (44) ¢alismaya aldiklari C. albicans kokenlerinin % 96.5’inde,
C. tropicalis ve C. guilliermondii kokenlerinin % 100’linde esteraz aktivitesi

bulmuslardir.

Caligma kapsamina aldifimiz tim 7. asahii kokenlerinin (% 100) esteraz
aktivitesi pozitif bulunmugtur. Birinci giin 6’s1 idrar 1’1 periton izolati olmak {izere 7
koken (% 14.58), ikinci giin 22 idrar, 1 dil siiriintiisii ve 1 tirnak izolat1 olmak iizere 24
koken (% 50), tigiincii giin 15 idrar, 1 kan, 1 nefrostomi izolat1 olmak tizere 17 kdken
(% 35.42) tween 80 igeren besiyerinde inokiilasyon bolgesinin etrafinda hale
olugturarak esteraz aktivitesi sergilemistir (Tablo 6). Trichosporon asahii’nin esteraz
aktivitesini aragtirmaya yOnelik herhangi bir yayin bulunmadigindan literatiirle

kiyaslama olanagimiz olmamastir.

Caligmamizda arastirdifimiz bir diger viriilans faktor, kokenlerin hidrofobisite
Ozellikleridir. Mikrobiyal infeksiyonun baglangicinda konak hiicrelerine etken
mikroorganizmamin adezyonu ilk basamak olup, yapilan c¢alismalarda Candida
tiirlerinin yiizey hidrofobik 6zelliginin bu yapismada 6nemli rol oynadig: bildirilmistir.
(32, 36, 47).

Calismamizda literatiirdeki mevcut verilerin 15181 altinda hidrofobik o6zelligi
Olgmede Dbesiyeri olarak SGB ve inkiibasyon ortami olarak oda 1sisindan

yararlanilmigtir.

Yiizey hidrofobik &zelligin saptanmasinda birinci ydntem olarak ilk kez
Rosenberg ve arkadaglann (70) tarafindan denenen hidrokarbon adezyon testi
kullanmlmugtir (28, 46, 58, 59). Bu testle ilgili olarak, deney prosediiriinde kullanilmak
lizere, literatiir verilerinde en gok calisilan kimyasallar olan n-hekzadekan ve p-ksilen

maddelerinden yararlamilmistir.
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Candida tiirleri ile yapilan galigmalarda hif geklinin maya seklinden daha adeziv
ozellik gdsterdigi saptanmustir (21, 33). Yapilan gesitli ¢alismalarda 22-25 °C’de iireyen
ve hif yapist gosteren kokenlerin 37°C’de iireyenlere gore daha hidrofobik (~% 95 artis)
oldugu gozlenmistir (31, 32, 46, 47, 48, 79). Ayrica, maya hiicrelerinin durgunluk
fazindaki (24. saat) adeziv 6zelliklerinin logaritmik fazdakine (18. saat) gére daha fazla
oldugu saptanmistir. Candida tirlerinden bazilarinin yiiksek konsantrasyonlarda
galaktoz iceren besiyerlerinde iiretildikleri zaman daha fazla hidrofobik o6zellik
gostererek daha adeziv hale gegtikleri gozlenmistir (34, 59). Besiyeri ortami olarak
SGB’nin kullamldig: deneylerde de iyi sonuglara ulasildigini gosteren calismalar
mevcuttur (33, 34).

Bakterilerin ve mayalarin ylizey hidrofobik ozelligini 6lgmek tiizere yapilan
calismalarda 2,2,4-trimetilpentan, siklohekzan, hekzan, hekzadekan, dodesen, hepten ve
ksilen gibi farkli hidrokarbon bilegikleri kullanmigtir (36, 50). Rosenberg ve arkadaglar
(70) ise n-oktan, n-hekzadekan ve p-ksilen kullanarak bagarili sonuglar elde ettiklerini

bildirmiglerdir.

Calismamizda kullanmig oldugumuz p-ksilen ve n-hekzadekan hidrokarbonlar
ile elde edilen sonuglar farklilik gostermekte olup, bu da dzellikle negatif kékenlerin
sayisinda degisiklik olarak yansimistir (Tablo 6). Bunun nedeni, deneyde kullanilan p-
ksilen maddesinin maya hiicrelerinin bulundugu sivi1 fazda ¢ok fazla birikmesi ve bu
fazda yiiksek miktarda kimyasal bulunmasi nedeniyle test tlipiiniin absorbansinin (maya
kokeni hidrofobik yiizey 6zelligine sahip olsa bile) kontrol tiipiiniin absorbansindan
daha yiiksek deger vermesidir. Diger hidrokarbon molekiil olan n-hekzadekan’da ise
boyle bir sorunla karsilagilmamuigtir (Resim 9).

Bu farklilik nedeniyle, p-ksilen kullanilarak yapilan deneylerdeki negatif koken
sayisi, n-hekzadekan kullamlarak yapilan deneye gore daha fazla g¢ikmugtir. Diisiik
diizeyde hidrofobisite n-hekzadekan ile yiiksek oranda saptanirken, p-ksilen ile oldukga
diisiik oranda saptanmis; orta diizeyde hidrofobisite ise n-hekzadekan ile ¢ok az
kokende de olsa saptanirken, p-ksilenle bu 6zellikte hicbir kdkene rastlanmamigtir
(Tablo 6).
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Bakterilerle yapilan c¢alismalarda, bakterilerin mayalara gore daha stabil bir
yapiya sahip olup, yiizey hidrofobik o6zelliklerini kisa siirede degistirmediklerinden
dolay1 hidrokarbon adezyon yontemiyle basarili sonuglar alindigi bildirilmigtir. Aym
yo6ntem maya hiicreleri ile denendiginde bakterilerde oldugu kadar basarili sonuglarin
elde  edilmedigini  belirten  ¢aligmalar  bulunmaktadir.  Hidrofobisitenin
saptanamamasinda, hidrokarbon adezyon yonteminde bir saate yakmn siiren deney
stirecinde, dinamik bir yiizeye sahip olan mayalarin hidrofobik konumdan hidrofilik

konuma ge¢melerinin rolii olabilecegi ileri siirilmiistiir (21, 47, 61).

Ener (21) C. albicans kékenleri ile yaptig1 ¢alismada hidrokarbon adezyon
yontemi ile ylizey hidrofobisitesi saptayamamuigtir.

Bizim ¢aligmamizda da hidrokarbon adezyon yontemi ile T asahii kokenlerinin
hidrofobisitelerinin saptanamamasi veya diisiik diizeyde saptanmas: literatiir verileriyle

uygunluk gostermektedir.

Yiizey hidrofobik 6zelliginin saptanmasinda ikinci ydntem olarak Hazen ve
arkadaslar1 (33) tarafindan uygulanan polistiren mikrokiire yontemi kullanild:.
Yontemde polistiren boncuklar ile maya hiicrelerinin karisimi hazirlanmig ve ylizey
hidrofobisitesi yiiksek olan mayalarin diisiik olanlara oranla daha fazla boncuk
baglandiklar1 gézlendi (Resim 10, 11). Caligilan mayalarin hidrofobisitesi en diisiik %
53.2 (saprofit tirnak izolat1), en yiiksek ise % 92.7 (idrar izolat1) olarak saptandi.
Hidrokarbon yontemi ile negatif sonug veren standart 7. asahii CBS 2479 kékeninin ise

bu yontem ile hidrofobisitesi % 47.5 olarak bulundu.

Literatiirde, polistiren mikrokiire yonteminde mikroskobik olarak inceleme
yapildig1 i¢in maya ve hifal formlar gozlemleme imkam oldugundan, giivenilirliginin
spektrofotometrik okumaya dayanan hidrokarbon adezyon yontemine gére daha ytiksek
oldugu belirtilmistir (21, 33).

Mikrokiire yontemi ile hidrokarbon adezyon yontemine gére daha yiiksek
oranlarda hidrofobik ozelligin saptanmasimin, mikrokiire yOnteminin deneysel
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asamasinda daha az zaman harcanmasma bagh olarak fazlaca ylizey degisikliklerinin

olmamasindan kaynaklanabilecegini ileri siirebiliriz.

Literatiir taramasinda mantarlarda hidrofobisiteyi arastiran genig kapsamh
caligmalara rastlanmamistir. Mevecut ¢ahsmalarn  gogunda simirh sayida Candida
kokenleri ile ortam farkhhklarinin hidrofobisite iizerine etkisini aragtinilmigtir. Bu
calismalarda en ©nemli gozlemlerden birisi, mantarlarin hifal formlarmin maya
formalarina gére daha fazla adeziv ve hidrofobik olmalaridir (21, 33). Cahsmamizda
kullanilan 7. asahii kkenleri de hifal form olusturmaya ve bu nedenle daha yiiksek
oranda boncuk baglamaya egilimli olduklarindan mikrokiire deneyinde yiiksek

hidrofobisite sergilemislerdir (Resim 13).

Literatiirde asahii dahil Trichosporon tiirlerinde yiizey hidrofobik &zelligin
arastirilmasina dair bir ¢aligmaya rastlanmadigindan sonuglarimizi yalmzca Candida

tiirleri kullanilan az sayidaki ¢aligmalar ile kiyaslayabildik.

06/04/2005

Resim 13: Polistiren mikrokiirelerin hifal

formdaki maya hiicresine baglanmasi

Sivigik ortil iiretimi Candida’lar igin bir viriilans faktdrii olarak kabul edilmekte
ve bu madde araciligiyla konak hiicresine ve protez, kateter gibi biyomateryallere daha
kolay tutunarak kolonizasyon ve invaziv infeksiyonlara yol agtig1 bildirilmektedir (10,
38).
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Cesitli Candida tiirlerini kapsayan bir ¢aligmada sivigik Ortii tiretimi % 48.4
olarak bulunmus ve 6rneklere gore degerlendirme yapildiginda vajinal siiriintiiden izole
edilen kokenlerin sivisik 6rtii tiretiminin diger 6rneklerden izole edilenlere gore daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. (38).

Yapilan diger bir ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Candida
tiirleri arasinda en fazla oranda C. tropicalis (9 / 21) kokenlerinde sivigik Ortli tiretimi
belirlenmis olup, bunu C. albicans (23 / 94), C .glabrata (3 / 18) ve C.parapsilosis (2 /
12) kokenlerinin izledigi bildirilmigtir (98).

Caligmamizda modifiye tiip aderens yontemi ile 7. asahii kékenlerinin sivigtk
oOrtii iiretimi agisindan 10’u (% 20.83) orta (++) pozitif, 18’i (% 37.5) zayif (+) pozitif,
20’si (% 41.67 ) (-) negatif saptanmistir (Tablo 7).

Orta (++) pozitif diizeyde sivigik 6rtii {ireten 10 kdkenin 8°i idrar, 1°i periton, 1°i
nefrostomi; zayif ( + ) pozitif sivigik Ortii {iretimi saptanan 18 kokenin hepsi idrar; (<)
negatif bulunan koékenlerin 17°si idrar, 1°i kan, 1°i dil siiriintiisii ve 1’1 de tirnak
izolatidir. Idrar dis1 klinik izolatlar az sayida oldugu igin ¢alisma kapsamina alinan 7.
asahii’lerin izole edildikleri klinik materyale goére sivisik Ortii iiretimleri

yOniinden kiyaslamalari yapilamamaigtir.

Belirtildigi gibi diger Trichosporon tiirleri iginde bu kadar yliksek oranda
izole edilmesine ragmen 7. asahii’nin patojenitesinde rol oynayabilecek

virulans faktdrleri hakkinda halen yeterli veri bulunmamaktadir (43).

Sonu¢ olarak, g¢aligmamizda ¢ogu idrardan izole edilen 7. asahii
kékenlerinde patojenitede rol alabilecek olasi viriillans faktdrlerinden; esteraz
aktivitesi tlim kokenlerde saptanirken, yiizey hidrofobisitesi ve sivisik Ortii

iiretimi 6zellikleri degisen diizeylerde saptanmagtir.

Arastirmamizin amaci dogrultusunda kdkenlerimiz; izolatlarin etken olup

olmamasi, hastalarin genel durumlari gibi klinik verilere ydnelmeksizin,
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yalnizca mikrobiyolojik a¢idan degerlendirmeye alinmistir. Bu nedenle
saptadiimiz olas1 viriilans fakt6érlerinin 7. asahii’nin neden oldugu
infeksiyonlarin patogenezinde rol oynayip oynamadigin1 belirtememekle
birlikte, elde ettigimiz bu verilerin T. asahii tiiriiniin viriilans1 hakkinda
literatiire katkida bulunacagim  diisiinmekteyiz. Saptanan faktdrlerin
patojenitedeki gergek etkilerinin ortaya konulmasi agisindan, klinik verilerle

birlikte degerlendirilmeye gidilecek galigmalarin gerekli oldugu goriisiindeyiz.
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