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OZET

Bu calismada, klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans suslarinin, fosfolipaz ve proteinaz en-
zim aktiviteleri ile hemolitik 6zelliklerinin arastirimasi amaglanmistir. Calismaya, kan (n= 29), solunum
yolu (n= 44), idrar (n= 52), yara yeri (n=17) ve gaita (n= 5) 6rneklerinden izole edilen ve C.albicans ola-
rak tanimlanan 147 sus dahil edilmistir. izolatlarin %81’inde proteinaz, %76sinda fosfolipaz ve timun-
de (%100) beta-hemolitik aktivite belirlenmistir. Proteinaz ve fosfolipaz pozitifligi en fazla solunum yo-
lundan izole edilen suslarda gozlenmistir. Solunum yolu (%93) ve kan (%83) izolatlarinin proteinaz akti-
vitesi; idrar (%77; p=0.032), yara yeri (%65; p= 0.007) ve gaita (%60; p= 0.026) izolatlarinin proteinaz
aktivitesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermistir. Fosfolipaz enzim aktivitesi
dikkate alindiginda, solunum yolu izolatlar (%84) ile yara yeri izolatlar (%53) arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli fark bulunmus (p= 0.014), diger bolgelerden izole edilen suslar arasinda (kan: %79, idrar:
%75, gaita: %80) istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p> 0.05). Kandan izole edilen 4+ pro-
teinaz aktivitesine sahip 2 izolat ve idrardan izole edilen 3+ proteinaz aktivitesi gésteren 3 izolat, fosfoli-
paz aktivitesi bakimindan negatif bulunmustur. Buna karsin, idrardan izole edilen 4+ fosfolipaz aktivitesi
gosteren 1 izolatin ve 3+ fosfolipaz aktivitesi gosteren 4 izolatin, proteinaz aktivitesi bakimindan negatif
oldugu belirlenmistir. Fosfolipaz ve proteinaz aktivitesi negatif olan gaitadan izole edilen bir sus ile yara
yerinden izole edilen bir sus ise 4+ hemolitik aktivite gostermistir. Sonug olarak, C.albicans’in viriilans fak-
torleri olarak kabul edilen fosfolipaz ve proteinaz aktivitelerinin yani sira, hemolitik 6zelliklerinin de 6nem
tasidigi ve bu faktorlerin enfeksiyon olusumundaki rollerinin belirlenmesi icin daha ileri klinik calismalara
gereksinim oldugu dustnilmistar.

Anahtar sézciikler: 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.

GiRi$

Son yillarda tiim diinyada fungal enfeksiyonlarin goriilis sikhgi belirgin olarak art-
mistir. Bu enfeksiyonlarin blylk cogunlugundan Candida tirleri, 6zellikle Candida al-
bicans, sorumludur’. C.albicans’in viriilans faktérlerini aydinlatmak amaciyla bircok ca-
lisma yapilmistir>>. Giiniimiizde; fenotipik degisiklik, konak dokuya yapisma, toksinler
ve enzimler viriilans faktorleri olarak kabul edilmektedir?®. C.albicans'in salgiladig
hidrolitik enzimlerin, konak dokuda olusan doku yikimina ve mantarin konak dokuya
invazyonuna katkida bulundugu bilinmektedir. Bu enzimlerden aspartil proteinaz ve

fosfolipazin C.albicans’in virilansindan énemli derecede sorumlu oldugu gosterilmis-
tir4-6.9-11

Bilindigi gibi, patojenik mikroorganizmalarin, hayatta kalabilmeleri ve enfeksiyon
olusturabilmeleri icin elementer demire ihtiyaclari vardir'2. insan viicudunda serbest de-
mir olmadigi icin, patojen mikroorganizmalar demir ihtiyacini genellikle demir iceren bi-
lesikleri (hemoglobin gibi) parcalayarak indirekt yolla saglamaktadir'®. C.albicans'in he-
moliz 6zelliginin, demir kaynagi olarak hemoglobinin kullaniimasina olanak saglayan di-
ger bir viriilans faktorii oldugu disiiniilmektedir'* 15,

Bu calisma, cesitli 6rneklerden izole edilen C.albicans suslarinin hemolitik aktivitesi ile
fosfolipaz ve proteinaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla planlanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen gesitli klinik 6rnekler-
den izole edilen ve C.albicans olarak tanimlanan 147 sus alindi. C.albicans tanisi, jerm
tlp testi, misir unlu Tween 80 iceren besiyerinde klamidospor olusumu ve API 20C AUX
ticari kiti (BioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) kullanilarak yapildi. Suslar, calisilincaya ka-
dar -70°C’de, %20 gliserol iceren stok besiyerinde saklandi.
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izolatlarin fosfolipaz aktivitelerini belirlemek icin, Price ve arkadaslar'® tarafindan ta-
nimlanan yontem modifiye edilerek uygulandi. Kisaca; 1 M NaCl, 5 mM CaCl, ve %8
steril yumurta sarisi (Oxoid, ingiltere) eklenen “sabouraud dextroz agar (SDA; Oxoid, In-
giltere)” plaklarina, steril tuzlu suda 10° koloni olusturan birim/ml C.albicans olacak se-
kilde hazirlanan maya siispansiyonundan 10 pl inokdle edildi. Plaklar 37°C’de 4 giin bo-
yunca inkiibe edildi. Koloni ¢api ve koloni capi ile presipitasyon zonunun c¢apinin topla-
mi olclldl. Her izolat 2 kez test edildi. C.albicans ATCC 10231 kontrol susu olarak kul-
lanildi. Fosfolipaz aktivitesi; koloni ¢api ile presipitasyon capinin toplaminin koloni capi-
na orani ile belirlendi ve Pz degeri olarak ifade edildi. Pz degeri 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 degerlendirildi.

C.albicans izolatlarinin proteinaz aktiviteleri, %1.7 maya karbon baz (Difco, Becton
Dickinson & Company Sparks, ABD), %0.01 maya ekstresi (Difco, Becton Dickinson &
Company Sparks, ABD) ve %0.2 sigir serum albumini (Amresco, ABD) iceren bovine se-
rum albumin (BSA) agarda degerlendirildi'”. YEPD (maya 6ziitii, pepton, dekstroz) buy-
yonda 30°C’de 4 saat inkiibe edilen C.albicans izolatlari, 0.5 McFarland bulanikhiga ayar-
landi. Hazirlanan maya siispansiyonuna yaklasik 6 mm capinda biyuklik olusturacak se-
kilde BSA agar Ulzerine damlatildi. Her plaga en fazla 4 maya icin inokilasyon yapild.
Plaklar 28°C’de 7 giin inkiibe edildi. Proteinaz aktivitesi Riichel ve arkadaslarinin'® tarif
ettigi gibi “amido black” uygulanarak gorunir hale getirildi. Her izolat 2 kez test edildi.
C.albicans ATCC 10231 kontrol susu olarak kullanildi. Proteinaz aktivitesi; koloni capi ile
koloni etrafinda olusan seffaf zon capinin toplaminin koloni capina orani ile belirlendi ve
Prz degeri olarak ifade edildi. Prz de@eri 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 degerlendirildi.

C.albicans izolatlarinin hemolitik aktivitesi, Luo ve arkadaslarinin'® tarif ettigi yéntem-
le belirlendi. SDA’ya ekilen C.albicans izolatlari 37°C’de 18 saat inklbe edildikten sonra,
steril serum fizyolojik icinde 1 x 108 hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon hazirlandi. Bu
stispansiyondan 10 pl alinarak, iceriginde %3 glikoz ve %7 koyun kani bulunan SDA’ya
damlatildi. Plaklar %5 CO, varliginda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inokilum bélgesi
etrafinda olusan belirgin seffaf zon pozitif hemolitik aktivite olarak kabul edildi. Hemoli-
tik aktivite; koloni capi ile seffaf zonun toplaminin koloni ¢capina orani ile belirlendi ve Hz
olarak ifade edildi. Hz degeri 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 degerlendirildi.

istatistiksel analiz iki ylizde arasindaki farkin énemlilik testi kullanilarak yapildi. p de-
gerinin < 0.05 olmasi anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 147 C.albicans izolatinin %81’inde proteinaz ve %76'sinda fosfoli-
paz aktivitesi belirlenmistir. C.albicans izolatlarinin izole edildikleri bolgelere gore prote-
inaz ve fosfolipaz aktivitelerinin dagilimi Tablo I'de gosterilmistir. Proteinaz ve fosfolipaz
pozitifligi en fazla solunum yolundan izole edilen suslarda gozlenmistir. Kan ve solunum
yolundan izole edilen suslarin proteinaz aktivitesi; idrar (p= 0.032), yara yeri (p= 0.007)
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Tablo I. Candida albicans Suslarinin izole Edildikleri Bolgelere Gére Proteinaz, Fosfolipaz ve Hemolitik Akti-
viteleri

izolasyon bélgesi

Kan Solunum yolu idrar Yara yeri Gaita

Aktivite (n=29) (n= 44) (n=52) (n=17) (n=15)
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)

ve gaita (p= 0.026) izolatlarinin proteinaz aktivitesi ile karsilastinldiginda istatistiksel ola-
rak anlaml bir fark gostermistir. Fosfolipaz enzim aktivitesi dikkate alindiginda, solunum
yolu izolatlari ile yara yeri izolatlari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmus (p=
0.014), diger bolgelerden izole edilen suslar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goz-
lenmemistir (p> 0.05).

Kandan izole edilen 4+ proteinaz aktivitesine sahip 2 izolat ve idrardan izole edilen 3+
proteinaz aktivitesi gosteren 3 izolat, fosfolipaz aktivitesi bakimindan negatif bulunmus-
tur. Diger yandan; idrardan izole edilen 4+ fosfolipaz aktivitesi gosteren 1 izolatin ve 3+
fosfolipaz aktivitesi gosteren 4 izolatin, proteinaz aktivitesi bakimindan negatif oldugu
belirlenmistir. izolatlarin tiimiinde beta-hemolitik aktivite izlenmistir (Tablo 1).

TARTISMA

C.albicans'in patojenitesi, virlilans faktorlerine ve konagin bu faktorlere karsi olustur-
dugu immiin yanita baghdir'®. Ozellikle proteinaz ve fosfolipaz enzimlerinin C.albicans'in
viriilansinda 6nemli rol oynadig bildiriimektedir?'!. Bernardis ve arkadaslarinin calisma-
sinda, C.albicans’in proteinaz Uretiminin sadece susun ve enfeksiyonun tipine degil, cev-
resel sartlara ve enfeksiyonun evresine de bagli oldugu ileri strilmustir. Bizim calisma-
mizda, C.albicans izolatlarinin %81’inin proteinaz aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir.
Ulkemizden ve yurt disindan yapilan cesitli calismalarda C.albicans suslarinda proteinaz
aktivitesini; Basu ve arkadaslari?® %66.6, Fotedar ve Al-Hedaithy?' %100, Kantarcioglu ve
Yiicel? %95, Kumar ve arkadaslar® %94.1, Borst ve Fluit®> %95, Oksiiz ve arkadaslari®?
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%56.7 olarak bildirmislerdir. Gokce ve arkadaslari?> kan kiiltiirlerinden izole ettikleri C.al-
bicans suslarinin %89.7'sinin proteinaz aktivitesine sahip oldugunu rapor etmiglerdir. Bi-
zim calismamizda, kan kultirlerinden izole edilen suslarin %83’U proteinaz aktivitesine
sahip bulunurken, en ytiksek proteinaz aktivitesinin solunum yolundan izole edilen sus-
larda (%93) saptandigi izlenmistir. Bu suglarin proteinaz aktivitesi; idrar, yara yeri ve ga-
ita izolatlarinin proteinaz aktivitesinden anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p< 0.05).
Benzer sekilde Borst ve Fluit® solunum yolundan izole edilen C.albicans izolatlarinin idrar
yolu ve yara 6rneklerinden izole edilenlere gore daha yiiksek miktarda proteinaz urettik-
lerini bildirmislerdir. Kan ve solunum yolu izolatlari arasinda ise proteinaz aktivitesi baki-
mindan istatistiksel olarak anlamh fark bulunamamistir (p> 0.05). Fotedar ve Al-Heda-
ithy?!, kan izolatlarinin %88‘inde, solunum yolu izolatlarinin %80’inde proteinaz aktivi-
tesinin 2+ ve Uzeri oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde bizim calismamizda da solu-
num yolu izolatlarinin %85.3'l 2+ ve lizerinde proteinaz aktivitesi gostermistir.

Bu calismada C.albicans izolatlarinin %76’sinda fosfolipaz aktivitesi belirlenmistir. Bi-
rinci ve arkadaslarinin* 2005 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, kandan izole edilen
suslarda fosfolipaz aktivitesinin diger bolgelerden izole edilen suslara gore daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Price ve arkadaslar'®, C.albicans izolatlarinin fosfolipaz aktivite-
lerini arastirdiklar calismalarinda, kan izolatlarinin %55’inde, yara izolatlarinin %50sin-
de ve idrar izolatlarinin %30’unda fosfolipaz aktivitesi saptamislardir. Borst ve Fluit®, yap-
tiklari benzer bir arastirmada, kan izolatlarinin %71’inde, idrar izolatlarinin %72’sinde ve
yara izolatlarinin %29’unda fosfolipaz aktivitesi varligi bulmuslardir. Ayni calismada, fos-
folipaz enzim aktivitesinin en fazla solunum yolundan izole edilen C.albicans suslarinda
(%87) gozlendigi ve bu izolatlarin %61‘inin 2+ ve lizeri de§erlerde fosfolipaz urettikleri
bildirilmistir>. Bizim calismamizda, solunum yolundan izole edilen suslarin %84’iiniin
fosfolipaz enzim aktivitesine sahip oldugu gorilmdustuir. Ayrica bu suslarin %66's1, 2+ ve
Uzeri degerlerde fosfolipaz tretmektedir. Solunum yolu izolatlarinin fosfolipaz enzim ak-
tivitesinin, yara yeri izolatlarina (%53) gore anlamli olarak yiiksek oldugu (p< 0.05), an-
cak diger bolgelerden izole edilen suslar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark olmadi-
g1 izlenmistir (p> 0.05). Calismamizda ayrica; kandan izole edilen ve 4+ proteinaz akti-
vitesi gOsteren 2 izolat ile idrardan izole edilen 3+ proteinaz aktivitesi gosteren 3 izola-
tin fosfolipaz aktivitesi gostermedigi saptanmustir. Bunun yani sira, ylksek fosfolipaz ak-
tivitesi (3+ ve 4+) gosteren 5 idrar izolati proteinaz aktivitesi yoniinden negatif bulun-
mustur. Benzer sekilde, Basu ve arkadaslari?! da raporlarinda, 4 proteinaz negatif C.albi-
cans susunun fosfolipaz pozitif ve 11 fosfolipaz negatif susun proteinaz pozitif bulundu-
gunu bildirmislerdir.

Calismamizda, tim C.albicans suglarinin beta-hemolitik aktivite gosterdigi saptanmis-
tir. Luo ve arkadaslan'®, 14 Candida spp. izolatinin in vitro hemolitik aktivitelerini incele-
dikleri calhismalarinda C.albicans suslarinin beta-hemoliz yaptiklarini rapor etmislerdir.
Watanabe ve arkadaslari®> C.albicans'in beta-hemoliz olusturmasinin, hiicre duvarinda
bulunan mannoproteinden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Luo ve arkadaslan'?, tiim
Candida tirlerinin hiicre duvarinda mannoprotein bulunmasina ragmen, hemolitik akti-
vitelerini inceledikleri 14 Candida turiinden 6’sinin beta-hemoliz yapmadigini bildirmis-

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 75




Klinik Orneklerden Izole Edilen Candida albicans Suslarinin

Fosfolipaz, Proteinaz ve Hemolitik Aktiviteleri

lerdir. Arastiricilar bu durumun, Candida tiirleri arasinda hiicre duvari mannoprotein ice-
riginin farkli olmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir'®. Calismamizda ayrica,
hem fosfolipaz hem de proteinaz aktivitesi negatif olan bir gaita ve bir yara izolatinin 4+
hemolitik aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak, C.albicans'in 6nemli viriilans faktorleri olarak kabul edilen proteinaz ve
fosfolipaz enzimlerinin yani sira, beta-hemoliz yapabilme yeteneginin de patogenezde
rol oynayabilecegi diistincesine varilmigtir.
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