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ÖZET

Bu çalışmada, klinik örneklerden izole edilen Candida albicans suşlarının, fosfolipaz ve proteinaz en-
zim aktiviteleri ile hemolitik özelliklerinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya, kan (n= 29), solunum
yolu (n= 44), idrar (n= 52), yara yeri (n= 17) ve gaita (n= 5) örneklerinden izole edilen ve C.albicans ola-
rak tanımlanan 147 suş dahil edilmiştir. İzolatların %81’inde proteinaz, %76’sında fosfolipaz ve tümün-
de (%100) beta-hemolitik aktivite belirlenmiştir. Proteinaz ve fosfolipaz pozitifliği en fazla solunum yo-
lundan izole edilen suşlarda gözlenmiştir. Solunum yolu (%93) ve kan (%83) izolatlarının proteinaz akti-
vitesi; idrar (%77; p= 0.032), yara yeri (%65; p= 0.007) ve gaita (%60; p= 0.026) izolatlarının proteinaz
aktivitesi ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark göstermiştir. Fosfolipaz enzim aktivitesi
dikkate alındığında, solunum yolu izolatları (%84) ile yara yeri izolatları (%53) arasında istatistiksel ola-
rak anlamlı fark bulunmuş (p= 0.014), diğer bölgelerden izole edilen suşlar arasında (kan: %79, idrar:
%75, gaita: %80) istatistiksel olarak anlamlı fark gözlenmemiştir (p> 0.05). Kandan izole edilen 4+ pro-
teinaz aktivitesine sahip 2 izolat ve idrardan izole edilen 3+ proteinaz aktivitesi gösteren 3 izolat, fosfoli-
paz aktivitesi bakımından negatif bulunmuştur. Buna karşın, idrardan izole edilen 4+ fosfolipaz aktivitesi
gösteren 1 izolatın ve 3+ fosfolipaz aktivitesi gösteren 4 izolatın, proteinaz aktivitesi bakımından negatif
olduğu belirlenmiştir. Fosfolipaz ve proteinaz aktivitesi negatif olan gaitadan izole edilen bir suş ile yara
yerinden izole edilen bir suş ise 4+ hemolitik aktivite göstermiştir. Sonuç olarak, C.albicans’ın virülans fak-
törleri olarak kabul edilen fosfolipaz ve proteinaz aktivitelerinin yanı sıra, hemolitik özelliklerinin de önem
taşıdığı ve bu faktörlerin enfeksiyon oluşumundaki rollerinin belirlenmesi için daha ileri klinik çalışmalara
gereksinim olduğu düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: Candida albicans, proteinaz, fosfolipaz, hemolitik aktivite.

ABSTRACT

This study was aimed to determine the phospholipase, proteinase and hemolytic activities of Candi-
da albicans strains isolated from clinical specimens. A total of 147 C.albicans strains isolated from blood
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(n= 29), respiratory specimens (n= 44), urine (n= 52), pus (n= 17) and stool (n= 5) were included in the
study. Proteinase and phospholipase activities were determined in 81% and 76% of C.albicans isolates,
respectively. All C.albicans isolates revealed beta-hemolytic activity on Sabouraud dextrose agar supple-
mented with 7% fresh sheep blood and 3% glucose. Phospholipase and proteinase positivity were hig-
hest among the respiratory isolates. Proteinase activity of respiratory (93%) and blood (83%) isolates
were statistically significantly higher than that of urine (77%; p= 0.032), pus (65%; p= 0.007) and sto-
ol isolates (60%; p= 0.026). While phospholipase activity showed statistically significant difference bet-
ween respiratory (84%) and pus (53%) isolates (p= 0.014), no statistically significant difference was de-
termined for blood (79%), urine (75%) and stool (80%) isolates (p> 0.05). Two blood isolates with 4+
proteinase activity and 3 urine isolates with 3+ proteinase activity were phospholipase negative. One uri-
ne isolate with 4+ phospholipase activity and 4 with 3+ phospholipase activity were proteinase negati-
ve. Phospholipase and proteinase negative 1 isolate from stool and 1 isolate from pus were found to ha-
ve 4+ hemolytic activity. In conclusion, besides proteinase and phospholipase enzyme activities, hemoly-
tic activity may play an important role for the C.albicans infections. The pathogenetic role of these viru-
lence factors should be evaluated by further clinical studies.

Key words: Candida albicans, proteinase, phopholipase, hemolytic activity.

GİRİŞ

Son yıllarda tüm dünyada fungal enfeksiyonların görülüş sıklığı belirgin olarak art-
mıştır. Bu enfeksiyonların büyük çoğunluğundan Candida türleri, özellikle Candida al-
bicans, sorumludur1. C.albicans’ın virülans faktörlerini aydınlatmak amacıyla birçok ça-
lışma yapılmıştır2-5. Günümüzde; fenotipik değişiklik, konak dokuya yapışma, toksinler
ve enzimler virülans faktörleri olarak kabul edilmektedir2-9. C.albicans’ın salgıladığı
hidrolitik enzimlerin, konak dokuda oluşan doku yıkımına ve mantarın konak dokuya
invazyonuna katkıda bulunduğu bilinmektedir. Bu enzimlerden aspartil proteinaz ve
fosfolipazın C.albicans’ın virülansından önemli derecede sorumlu olduğu gösterilmiş-
tir4-6,9-11.

Bilindiği gibi, patojenik mikroorganizmaların, hayatta kalabilmeleri ve enfeksiyon
oluşturabilmeleri için elementer demire ihtiyaçları vardır12. İnsan vücudunda serbest de-
mir olmadığı için, patojen mikroorganizmalar demir ihtiyacını genellikle demir içeren bi-
leşikleri (hemoglobin gibi) parçalayarak indirekt yolla sağlamaktadır13. C.albicans’ın he-
moliz özelliğinin, demir kaynağı olarak hemoglobinin kullanılmasına olanak sağlayan di-
ğer bir virülans faktörü olduğu düşünülmektedir14,15.

Bu çalışma, çeşitli örneklerden izole edilen C.albicans suşlarının hemolitik aktivitesi ile
fosfolipaz ve proteinaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla planlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarına gönderilen çeşitli klinik örnekler-
den izole edilen ve C.albicans olarak tanımlanan 147 suş alındı. C.albicans tanısı, jerm
tüp testi, mısır unlu Tween 80 içeren besiyerinde klamidospor oluşumu ve API 20C AUX
ticari kiti (BioMerieux, Marcy-l’Etoile, France) kullanılarak yapıldı. Suşlar, çalışılıncaya ka-
dar -70°C’de, %20 gliserol içeren stok besiyerinde saklandı.
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İzolatların fosfolipaz aktivitelerini belirlemek için, Price ve arkadaşları16 tarafından ta-
nımlanan yöntem modifiye edilerek uygulandı. Kısaca; 1 M NaCl, 5 mM CaCl2 ve %8
steril yumurta sarısı (Oxoid, İngiltere) eklenen “sabouraud dextroz agar (SDA; Oxoid, İn-
giltere)” plaklarına, steril tuzlu suda 105 koloni oluşturan birim/ml C.albicans olacak şe-
kilde hazırlanan maya süspansiyonundan 10 µl inoküle edildi. Plaklar 37°C’de 4 gün bo-
yunca inkübe edildi. Koloni çapı ve koloni çapı ile presipitasyon zonunun çapının topla-
mı ölçüldü. Her izolat 2 kez test edildi. C.albicans ATCC 10231 kontrol suşu olarak kul-
lanıldı. Fosfolipaz aktivitesi; koloni çapı ile presipitasyon çapının toplamının koloni çapı-
na oranı ile belirlendi ve Pz değeri olarak ifade edildi. Pz değeri 1.0 ise negatif; 0.9-1 ise
1+; 0.89-0.8 ise 2+; 0.79-0.7 ise 3+ ve < 0.69 ise 4+ olarak değerlendirildi. 

C.albicans izolatlarının proteinaz aktiviteleri, %1.7 maya karbon bazı (Difco, Becton
Dickinson & Company Sparks, ABD), %0.01 maya ekstresi (Difco, Becton Dickinson &
Company Sparks, ABD) ve %0.2 sığır serum albumini (Amresco, ABD) içeren bovine se-
rum albumin (BSA) agarda değerlendirildi17. YEPD (maya özütü, pepton, dekstroz) buy-
yonda 30°C’de 4 saat inkübe edilen C.albicans izolatları, 0.5 McFarland bulanıklığa ayar-
landı. Hazırlanan maya süspansiyonuna yaklaşık 6 mm çapında büyüklük oluşturacak şe-
kilde BSA agar üzerine damlatıldı. Her plağa en fazla 4 maya için inokülasyon yapıldı.
Plaklar 28°C’de 7 gün inkübe edildi. Proteinaz aktivitesi Rüchel ve arkadaşlarının18 tarif
ettiği gibi “amido black” uygulanarak görünür hale getirildi. Her izolat 2 kez test edildi.
C.albicans ATCC 10231 kontrol suşu olarak kullanıldı. Proteinaz aktivitesi; koloni çapı ile
koloni etrafında oluşan şeffaf zon çapının toplamının koloni çapına oranı ile belirlendi ve
Prz değeri olarak ifade edildi. Prz değeri 1.0 ise negatif; 0.9-1 ise 1+; 0.89-0.8 ise 2+;
0.79-0.7 ise 3+ ve < 0.69 ise 4+ olarak değerlendirildi.

C.albicans izolatlarının hemolitik aktivitesi, Luo ve arkadaşlarının15 tarif ettiği yöntem-
le belirlendi. SDA’ya ekilen C.albicans izolatları 37°C’de 18 saat inkübe edildikten sonra,
steril serum fizyolojik içinde 1 x 108 hücre/ml olacak şekilde süspansiyon hazırlandı. Bu
süspansiyondan 10 µl alınarak, içeriğinde %3 glikoz ve %7 koyun kanı bulunan SDA’ya
damlatıldı. Plaklar %5 CO2 varlığında 37°C’de 48 saat inkübe edildi. İnokülum bölgesi
etrafında oluşan belirgin şeffaf zon pozitif hemolitik aktivite olarak kabul edildi. Hemoli-
tik aktivite; koloni çapı ile şeffaf zonun toplamının koloni çapına oranı ile belirlendi ve Hz
olarak ifade edildi. Hz değeri 1.0 ise negatif; 0.9-1 ise 1+; 0.89-0.8 ise 2+; 0.79-0.7 ise
3+ ve < 0.69 ise 4+ olarak değerlendirildi.

İstatistiksel analiz iki yüzde arasındaki farkın önemlilik testi kullanılarak yapıldı. p de-
ğerinin < 0.05 olması anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Çalışmaya alınan 147 C.albicans izolatının %81’inde proteinaz ve %76’sında fosfoli-
paz aktivitesi belirlenmiştir. C.albicans izolatlarının izole edildikleri bölgelere göre prote-
inaz ve fosfolipaz aktivitelerinin dağılımı Tablo I’de gösterilmiştir. Proteinaz ve fosfolipaz
pozitifliği en fazla solunum yolundan izole edilen suşlarda gözlenmiştir. Kan ve solunum
yolundan izole edilen suşların proteinaz aktivitesi; idrar (p= 0.032), yara yeri (p= 0.007)
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ve gaita (p= 0.026) izolatlarının proteinaz aktivitesi ile karşılaştırıldığında istatistiksel ola-
rak anlamlı bir fark göstermiştir. Fosfolipaz enzim aktivitesi dikkate alındığında, solunum
yolu izolatları ile yara yeri izolatları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuş (p=
0.014), diğer bölgelerden izole edilen suşlar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark göz-
lenmemiştir (p> 0.05). 

Kandan izole edilen 4+ proteinaz aktivitesine sahip 2 izolat ve idrardan izole edilen 3+
proteinaz aktivitesi gösteren 3 izolat, fosfolipaz aktivitesi bakımından negatif bulunmuş-
tur. Diğer yandan; idrardan izole edilen 4+ fosfolipaz aktivitesi gösteren 1 izolatın ve 3+
fosfolipaz aktivitesi gösteren 4 izolatın, proteinaz aktivitesi bakımından negatif olduğu
belirlenmiştir. İzolatların tümünde beta-hemolitik aktivite izlenmiştir (Tablo I).

TARTIŞMA

C.albicans’ın patojenitesi, virülans faktörlerine ve konağın bu faktörlere karşı oluştur-
duğu immün yanıta bağlıdır19. Özellikle proteinaz ve fosfolipaz enzimlerinin C.albicans’ın
virülansında önemli rol oynadığı bildirilmektedir2-11. Bernardis ve arkadaşlarının4 çalışma-
sında, C.albicans’ın proteinaz üretiminin sadece suşun ve enfeksiyonun tipine değil, çev-
resel şartlara ve enfeksiyonun evresine de bağlı olduğu ileri sürülmüştür. Bizim çalışma-
mızda, C.albicans izolatlarının %81’inin proteinaz aktivitesine sahip olduğu gözlenmiştir.
Ülkemizden ve yurt dışından yapılan çeşitli çalışmalarda C.albicans suşlarında proteinaz
aktivitesini; Basu ve arkadaşları20 %66.6, Fotedar ve Al-Hedaithy21 %100, Kantarcıoğlu ve
Yücel2 %95, Kumar ve arkadaşları3 %94.1, Borst ve Fluit5 %95, Öksüz ve arkadaşları22
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Tablo I. Candida albicans Suşlarının İzole Edildikleri Bölgelere Göre Proteinaz, Fosfolipaz ve Hemolitik Akti-
viteleri

İzolasyon bölgesi

Kan Solunum yolu İdrar Yara yeri Gaita
Aktivite (n= 29) (n= 44) (n= 52) (n= 17) (n= 5)

Proteinaz 1+ 10 6 12 1 2
2+ 9 22 19 4 1
3+ 3 12 9 5 -
4+ 2 1 - 1 -

Toplam (%) 24 (83) 41 (93) 40 (77) 11 (65) 3 (60)

Fosfolipaz 1+ 3 8 15 4 2
2+ 7 15 15 2 2
3+ 6 12 8 2 -
4+ 7 2 1 1 -

Toplam (%) 23 (79) 37 (84) 39 (75) 9 (53) 4 (80)

Beta-hemoliz 1+ 1 3 2 3 -
2+ 8 17 19 6 2
3+ 12 17 22 7 2
4+ 8 7 9 1 1

Toplam (%) 29 (100) 44 (100) 52 (100) 17 (100) 5 (100)



%56.7 olarak bildirmişlerdir. Gökçe ve arkadaşları23 kan kültürlerinden izole ettikleri C.al-
bicans suşlarının %89.7’sinin proteinaz aktivitesine sahip olduğunu rapor etmişlerdir. Bi-
zim çalışmamızda, kan kültürlerinden izole edilen suşların %83’ü proteinaz aktivitesine
sahip bulunurken, en yüksek proteinaz aktivitesinin solunum yolundan izole edilen suş-
larda (%93) saptandığı izlenmiştir. Bu suşların proteinaz aktivitesi; idrar, yara yeri ve ga-
ita izolatlarının proteinaz aktivitesinden anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p< 0.05).
Benzer şekilde Borst ve Fluit5 solunum yolundan izole edilen C.albicans izolatlarının idrar
yolu ve yara örneklerinden izole edilenlere göre daha yüksek miktarda proteinaz ürettik-
lerini bildirmişlerdir. Kan ve solunum yolu izolatları arasında ise proteinaz aktivitesi bakı-
mından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır (p> 0.05). Fotedar ve Al-Heda-
ithy21, kan izolatlarının %88’inde, solunum yolu izolatlarının %80’inde proteinaz aktivi-
tesinin 2+ ve üzeri olduğunu bildirmişlerdir. Benzer şekilde bizim çalışmamızda da solu-
num yolu izolatlarının %85.3’ü 2+ ve üzerinde proteinaz aktivitesi göstermiştir.

Bu çalışmada C.albicans izolatlarının %76’sında fosfolipaz aktivitesi belirlenmiştir. Bi-
rinci ve arkadaşlarının24 2005 yılında yapmış oldukları çalışmada, kandan izole edilen
suşlarda fosfolipaz aktivitesinin diğer bölgelerden izole edilen suşlara göre daha yüksek
olduğu rapor edilmiştir. Price ve arkadaşları16, C.albicans izolatlarının fosfolipaz aktivite-
lerini araştırdıkları çalışmalarında, kan izolatlarının %55’inde, yara izolatlarının %50’sin-
de ve idrar izolatlarının %30’unda fosfolipaz aktivitesi saptamışlardır. Borst ve Fluit5, yap-
tıkları benzer bir araştırmada, kan izolatlarının %71’inde, idrar izolatlarının %72’sinde ve
yara izolatlarının %29’unda fosfolipaz aktivitesi varlığı bulmuşlardır. Aynı çalışmada, fos-
folipaz enzim aktivitesinin en fazla solunum yolundan izole edilen C.albicans suşlarında
(%87) gözlendiği ve bu izolatların %61’inin 2+ ve üzeri değerlerde fosfolipaz ürettikleri
bildirilmiştir5. Bizim çalışmamızda, solunum yolundan izole edilen suşların %84’ünün
fosfolipaz enzim aktivitesine sahip olduğu görülmüştür. Ayrıca bu suşların %66’sı, 2+ ve
üzeri değerlerde fosfolipaz üretmektedir. Solunum yolu izolatlarının fosfolipaz enzim ak-
tivitesinin, yara yeri izolatlarına (%53) göre anlamlı olarak yüksek olduğu (p< 0.05), an-
cak diğer bölgelerden izole edilen suşlar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olmadı-
ğı izlenmiştir (p> 0.05). Çalışmamızda ayrıca; kandan izole edilen ve 4+ proteinaz akti-
vitesi gösteren 2 izolat ile idrardan izole edilen 3+ proteinaz aktivitesi gösteren 3 izola-
tın fosfolipaz aktivitesi göstermediği saptanmıştır. Bunun yanı sıra, yüksek fosfolipaz ak-
tivitesi (3+ ve 4+) gösteren 5 idrar izolatı proteinaz aktivitesi yönünden negatif bulun-
muştur. Benzer şekilde, Basu ve arkadaşları21 da raporlarında, 4 proteinaz negatif C.albi-
cans suşunun fosfolipaz pozitif ve 11 fosfolipaz negatif suşun proteinaz pozitif bulundu-
ğunu bildirmişlerdir.

Çalışmamızda, tüm C.albicans suşlarının beta-hemolitik aktivite gösterdiği saptanmış-
tır. Luo ve arkadaşları15, 14 Candida spp. izolatının in vitro hemolitik aktivitelerini incele-
dikleri çalışmalarında C.albicans suşlarının beta-hemoliz yaptıklarını rapor etmişlerdir.
Watanabe ve arkadaşları25 C.albicans’ın beta-hemoliz oluşturmasının, hücre duvarında
bulunan mannoproteinden kaynaklandığını ileri sürmüşlerdir. Luo ve arkadaşları15, tüm
Candida türlerinin hücre duvarında mannoprotein bulunmasına rağmen, hemolitik akti-
vitelerini inceledikleri 14 Candida türünden 6’sının beta-hemoliz yapmadığını bildirmiş-
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lerdir. Araştırıcılar bu durumun, Candida türleri arasında hücre duvarı mannoprotein içe-
riğinin farklı olmasından kaynaklanabileceğini bildirmişlerdir16. Çalışmamızda ayrıca,
hem fosfolipaz hem de proteinaz aktivitesi negatif olan bir gaita ve bir yara izolatının 4+
hemolitik aktiviteye sahip olduğu gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, C.albicans’ın önemli virülans faktörleri olarak kabul edilen proteinaz ve
fosfolipaz enzimlerinin yanı sıra, beta-hemoliz yapabilme yeteneğinin de patogenezde
rol oynayabileceği düşüncesine varılmıştır.
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