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OzZET

Hemolizinler, Candida turlerinin patojenitesinden sorumlu virulans faktérlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin ama-
cl, klinik Candida turlerinde hemolitik aktivitenin belirlenmesidir. Sekiz Candida turline ait toplam 104 klinik kbkenin in-vitro hemolitik
aktivitesi %3 glikoz ilaveli koyun kanli Sabouraud-dekstroz-agar besiyerinde arastinimistir. Candida albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, C. kefyr ve C. krusei turleri ekimden 48 saat sonra beta hemoliz olusturmus, ¢ C. guilliermondii ve ¢ Geotrichum
candidum kokeni alfa hemoliz yapmis ve dort C. parapsilosis kdkeni ekimden 48 saat sonra ve daha uzun sirede hemoliz olustur-
mamistir. Klinik Candida kokenlerinde hemolitik aktivite belilenmesi Candida kaynakli hematojen infeksiyonlarda klinisyenler igin yol
gOsterici olabilir.

SUMMARY

Hemolysins are known to be putative virulence factors contributing to pathogenicity in Candida species. The purpose of this study
was to determine the presence of hemolytic activity in clinical Candida isolates. A total of 104 Candida isolates representing eight
species was evaluated for their in-vitro hemolytic activity on 3%-enriched sheep blood Sabouraud-dextrose agar. Candida albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr and C. krusei species demonstrated beta-hemolysis at 48 h postinoculation. Alpha hemolysis was
detectable in 3 C. guilliermondii and 3 Geotrichum candidum isolates. Four C. parapsilosis isolates failed to demonstrate any hemo-
lytic activity after incubation for 48 h or longer. The detection of hemolytic activity among clinical Candida isolates may warn the cli-
nician for a possible Candida-related hematogenous infection.

GiRIiS

Son yillarda Candida tirlerinin neden oldugu infeksiyon-
larda dramatik bir artis gdzlenmektedir. Candidalar insan-
larda yiizeyel infeksiyonlardan hayati tehdit eden invazif
infeksiyonlara kadar bir ¢ok tabloda yer almaktadir.
Candida albicans Candida turleri iginde en sik izole edilen
tir olmakla beraber C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis
gibi diger tlrlerde de artis dikkat cekmektedir (1-4).

Fungal patogenezin mekanizmasi bakteriyel patogeneze
g6re daha az anlasiimigtir. Tim aragtirmalar yuzeyel

infeksiyonlardan yaygin kandidoza kadar degisen
infeksiyonlarda tek bir virulans faktoriin etken olmadigini
gostermistir. Ozellikle, konakg! epitelyum ve endotel hiic-
relerine adhezyon, germ tup olusturma ve proteinaz en-
ziminin  Uretimi  major virulans faktorlerdir. Ayrica
fosfolipaz, lipaz, sekrete aspartil proteinaz, esteraz ve
fosfotaz gibi enzimlerin Uretimi, toksinler, fenotipik degi-
sim, hiicre duvari ve ylizey degisimi ile hidrofobisite gibi
faktorler de virulans ve patogenezde rol oynamaktadir
(5-9). Proteinaz, lipaz, fosfolipaz gibi hidrolitik enzimler
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Uzerinde fazla sayida ve ayrintili galismalar olmasina
karsin hemolitik aktivite ile ilgili calismalar az sayidadir

(6).

Bu calismada degisik klinik 6rneklerden izole edilen
Candida tirlerinin %3 glikoz ilaveli koyun kanl Sabouraud-
dextrose -agarda hemolitik aktiviteleri aragtiriimistir.

GEREG VE YONTEM

Candida suglar. Atatirk Universitesi Tip Fakuiltesi
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarr’na degisik klinik ve polikliniklerden génderi-
len 35i kan, 25'i idrar, 20’si yara, 17’si bogaz, yedisi
vagina kultirlerinden izole edilen ve infeksiyon etkeni
olan toplam 104 Candida susu incelenmistir. Bu suslar
laboratuvarimizda germ tip olusturma, tween 80’li
misirunu agarda mikromorfoloji incelenmesi, kromojenik
besiyerinde koloni renk ve morfolojilerinin degerlendiril-
mesi ve API 20C AUX (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fran-
sa) sistemi ile tur dizeyinde tanimlanmigtir. Calisma-
mizda standart sus olarak C. albicans ATCC 90028, C.
albicans 10231, C. tropicalis ATCC 750 ve C. glabrata
ATCC 90030 kullaniimigtir.

Hemolitik aktivite belirlenmesi. Hemolitik aktivite belir-
lenmesinde %3 glikoz ilaveli %7 koyun kanli Sabouraud-
dextrose-agar (SDA) besiyeri kullaniimigtir. Bu besiye-
rinde 48 saatlik kultirleri hazirlanan maya suslarinin ste-
ril tuzlu suda 108 hiicre/ml siispansiyonlari hazirlanmis-
tir. Bu suspansiyonlardan 10 pllik miktarda alinarak
besiyerine 5 mm cap olusturacak sekilde ekim yapilarak
plaklar 37°C'de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Koloni-
ler etrafinda olusan 15131 geciren saydam halkalar
hemoliz zonu olarak belirlenmigtir. Olusan hemoliz
zonlarini tanimlayabilmek amaciyla o hemoliz igin
Streptococcus pneumoniae, [ hemoliz icin de S.
pyogenes ayni kosullarda ekilerek ve o hemoliz agik ye-

sil-koyu yesil renkte tam olmayan hemolizi, B hemoliz ise
seffaf tam hemolizi gésterecek sekilde klasik mikrobiyo-
lojik yontemler ile tanimlanmistir (6, 10-12).

Hemolitik indeksin hesaplanmasi. Olusan hemoliz
halkasinin ¢api koloni ¢apina béliinerek hemolitik indeks
belirlenmistir. Hemolitik indeks sadece beta-hemoliz
zonlari igin hesaplanmigtir (7).

istatistiksel analiz. Verilerin analizi icin SPSS 12.0 ha-
zir istatistik programi kullanilarak, varyans analizi ile F
degeri 6nemli bulunanlar arasinda c¢oklu karsilastirma
Duncan testi ile yapilmigtir.

BULGULAR

Calismada degisik klinik érneklerden izole edilen 104
candida susu C.albicans (n=45), C. tropicalis (n=23),
C. glabrata (n=17), C.kefyr (n=5), C. parapsilosis (n=4),
C. krusei (n=4), Geotrichum candidum (n=3) and
C. guilliermondii (n=3) olarak tiplendiriimistir.

Calismada 24 saatlik inkiibasyondan sonra tiim suslarda
alfa hemoliz, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.kefyr ve C. krusei
suslarinda beta hemoliz; C.guilliermondii ve G.candidum
suslarinda alfa-hemoliz saptanmistir. Hemoliz zonlari
Sekil 1’de gosterilmistir. Candida parapsilosis suslarinda
aktivite gézlenmemistir. Candida turlerinin hemolitik akti-
viteleri ve beta-hemoliz olusturan tirlerin hemolitik in-
deksi Tablo 1’de verilmigtir.

Bulgular varyans analizi ile degerlendirildiginde F=5.79,
P<0.05 olup tirler arasinda ortalama hemolitik aktivite
indeksi farki anlamli bulunmustur (Sekil 2).

TARTISMA

Hemolitik aktivite, patojenik mikro-organizmalarin demir
kaynagi olarak demir bagli proteinleri kullanarak konak

Tablo1. Candida turlerinin hemolitik aktivite sonuglari

Candida turleri

Alfa hemoliz

Hemoliz tipleri ve sayilari (hemolitik indeks + S.D)

Beta hemoliz Non hemolitik

C. albicans (n=45)

C. tropicalis (n=23)

C. glabrata (n=17)

C. kefyr (n=5)

C. krusei (n=4)

Geotrichum candidum (n=3)
C. guilliermondii (n=3)

C. parapsilosis (n=4)

45 (2,2939 + 0,64a)
23 (2.14440,53 ab)
17 (1,9871 £ 0,67b)
5 (1,7400 + 0,67b)
4 (1,5200 + 0,90bc)
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Sekil 1. Candida tirlerinde hemoliz a=alfa-hemoliz, b=beta-hemoliz, c=non hemoliz yok

2,5
2,29
2,14
1,98
2

= 1,74
2
> 1,52
S 1.5
x
(]
o
£
I
S
o
£
T

0,5

0
C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. kefyr C. krusei
Candida tiirleri

Sekil 2. Histogram Candida tirlerinin hemolitik aktivitesini gostermektedir. C. albicans, C. tropicalis turlerinin hemolitik aktivitesi
C. glabrata, C. kefyr ve C. krusei suslarindan yiksek bulunmustur (P<0.05)
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icinde yasamalarini saglayan énemli bir faktérdir. He-
moglobin bu mikro-organizmalar i¢in dnemli bir demir
kaynagidir. Hemolizinler ise patojen mikro-organizma-
larin elementer demiri kullanmak i¢in hemi pargalamala-
rini saglayan enzimlerdendir ve Ozellikle streptokok ve
stafilokoklarin olusturdugu infeksiyonlarin patogenezinde
rol alan o6nemli virulans faktorleri olarak bilinirler.
Streptococcus gordoniideki alfa-hemolitik faktdr olan
hidrojen peroksitin C. albicans’ta varligi gdsterilmigtir.
Bununla birlikte Candida’larda hemolizin mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir (13-15).

Candida albicans’in indukledigi komplemana bagli
hemoliz ilk olarak 1994 yilinda Manns ve ark. (10) tara-
findan glikozla zenginlestiriimis kanli agar besiyerinde
basit plak analiz yontemi ile gésterilmistir. Luo ve ark. (6)
2001 yilinda bu metodu gesitli klinik érneklerden elde
edilen farkli Candida tirlerinin hemolitik aktivitelerini de-
gerlendirmek ve hemolizin Uretiminde tlrlerin spesifik
farkliliklarini karsilastirmak amaciyla modifiye etmigler-
dir. Arastiricilar bu ¢alismalarinda, Candida tirlerinde 24
saatlik slirede alfa hemoliz olustugu 48 saat sonra ise
C. albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. tropicalis ve
C. krusei suslarinda beta hemoliz olustugunu gézlemis-
lerdir. Ayni calismada hemolitik indeks hesaplandiginda
tlrler arasinda anlamli bir farklilik izlenmis, C. albicans
ve C. dubliniensis’te hemolitik aktivite ylksek bulunmus-
tur.

Bizim calismamizda degisik klinik érneklerden izole edi-
len C.albicans, C.tropicalis turlerinde hemolitik aktivite
C.glabrata, C.kefyr ve C.krusei turlerinden yuksek bu-
lunmus ve tirler arasinda hemolitik indeks farki istatis-
tiksel olarak anlamli ¢ikmistir (P<0.05) (Tablo 1 ve Sekil
2). Candida’larin hemolitik aktivitesi glikozdan zengin
kanl agarda Uremesi sirasinda gézlenmektedir. Bu akti-
vite saglam mikro-organizmalar tarafindan goésterilir ve
kiltir ortamina salinan hemolizinler araciligi ile ortaya
cikar. Ayrica hifa formlarinin diger mantar formlarina go-
re daha yuksek hemolitik aktivite gésterdigi belirlenmistir
(6, 10, 16).

Luo ve ark. (6) plak ekimlerinde Candida’larin yaptigi
Streptococcus  sangius’un  alfa-hemolizine  benzer
hemoliz rengini gri-siyah olarak tanimlamislar, 24 saatte
sadece alfa-hemoliz izlemisler, 48. saatte hemoliz
zonunun genisledigini ve ¢ift zonlu bir gériinim kazandi-
gini, i¢ kisimda beta-hemoliz zonu, bunun etrafinda da
alfa-hemoliz zonunun olustugunu bildirmiglerdir.

Cilt 22, Sayi 2, Nisan 2008

Plak ekimlerinde hemoliz zonu degerlendiriimesinin dik-
katli yapilmasi gerekmektedir. Bazi suslarda igi ice geg-
mis a-B-a ya da B-a gibi gériinimler olugsmasi yorumla-
mada zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Metin ve ark. (11)
degisik Candida sugslar1 Uzerinde yaptiklari galismada;
kati besiyerinde olusan zonlar igerisinde eritrosit miktar-
larini mikroskobik olarak da incelemigler, glikozlu insan
kanl besiyerinden yapilan preparatlarda koloni cevresi
ve uzaginda eritrosit sayisinin 24 saatte besiyerindeki
renk degisikligine bagli olmadan az oldugunu belirlemig-
ler ve Candida’larda besiyerindeki renk degisikliklerinin
yorumlanmasinin bakterilerdeki kadar rahat olmadigini
bildirmiglerdir.

Calismamizda C. glabrata, C. kefyr ve C. krusei
izolatlarinda 48 saatte B-hemoliz varligi gézlenmis ve
hemolitik indeksleri C. albicans’tan disik bulunmustur.
Luo ve ark. (6) C. kefyrde C. glabrata ve C. kruseiden
daha yiiksek hemoliz indeksi belirlemiglerdir.

Watanabe ve ark. (17) Candida’larin sadece hifal formla-
rinin hemolitik aktivite gosterdigini bildirmelerine karsin,
Luo ve ark. (6) hifal form olmayan C. glabrata da
hemolitik aktivite belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da
C. glabrata suslarinda hemolitik aktivite belirlenmistir.

Calismamizda C. parapsilosis suglari 48 saat sonunda
hemolitik aktivite géstermemigstir. Luo ve ark. (6) calis-
masinda yine C. parapsilosis suglari hemolitik aktivite
gOstermezken, Metin ve ark. (11)'nin ¢calismasinda 48
saat sonunda yedi C. parapsilosis susundan besinde
hemolitik aktivite gézlenmistir. Candida guilliermondii ve
G. candidum suslari ise sadece a-hemoliz meydana ge-
tirmistir. C. guilliermondii suslarinin 48 saat sonra olus-
turdugu a-hemoliz Luo ve ark. (6) ¢alismasinda da belir-
lenmistir. Calismamizda kullandigimiz standart suslarin
a-hemoliz olusturdugu belirlenmistir.

Candida’larin hemolitik aktivitesinin varligi sepsislerdeki
yuksek mortalite oranini (%38-75) agiklamaya yardimci
olacag! gibi tedavide de yol gdsterici olabilir. Serumda
bulunan transferrin sayesinde Candida Uremesinin en-
gellenebilecegdi gosterilmistir. Transferrin ortamda bulu-
nan serbest demiri baglayarak mikro-organizmanin ser-
best demiri cogalma faktorii olarak kullanmasini engel-
lemektedir (17, 18).

Sonug olarak, bu galismada Candida’larda hemolitik ak-
tivitenin var oldugu, hemoliz indeksinin tirler arasinda
degistigi ve C. albicans’in diger turlere gore daha ylksek
bir hemolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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