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ÖZET

Oral kandidozun oluflumu ile fosfolipaz ve esteraz üretimi aras›ndaki iliflkiyi araflt›rmak amac›yla yap›lan bu çal›flmaya,

oral kandidozlu bireylerden soyutlanan 25 ve sa¤l›kl› bireylerden soyutlanan 29 Candida albicans suflu al›nd›. Sufllar›n
fosfolipaz aktivitesi modifiye plak yöntemi, esteraz aktivitesi ise Tween 80 opasite testi ile araflt›r›ld›. Hastalardan

soyutlanan sufllar›n 22 (%88.0)’si ve sa¤l›kl› bireylerden soyutlanan sufllar›n 15 (%51.7)’i fosfolipaz olumlu olarak
saptand›. Fosfolipaz olumlulu¤u aç›s›ndan iki grup aras›ndaki fark istatistiksel olarak anlaml›yd› ( 2=8.2; p=0.004).

Hastalardan soyutlanan sufllar›n 19 (%76.0)’u ve sa¤l›kl› bireylerden soyutlanan sufllar›n 26 (%89.7)’s› üç günlük
inkübasyon sonras› esteraz olumlu olarak saptan›rken bu fark anlaml› bulunmad› ( 2=1.8; p=0.275). Sonuçlar

do¤rultusunda; oral C. albicans infeksiyonlar›n›n patogenezinde fosfolipaz aktivitesinin önemli bir rol oynad›¤›, buna
karfl›l›k, bu infeksiyonlar aç›s›ndan esteraz aktivitesinin virülans faktörü olarak görülmedi¤i düflünülmüfltür.

SUMMARY

This study was undertaken to investigate the relation between the production of phospholipases and esterases and

the development of oral candidosis. Twenty-five Candida albicans strains isolated from patients with oral candidosis
and 29 strains from healthy individuals were included. The phospholipase activity of the isolates were evaluated with

modified plate method. The esterase activity was examined by using Tween 80 opacity test. Twenty-two (88.0%) of
the strains isolated from patients and 15 (51.7%) of the strains from healthy subjects were found to be phospholipase
positive. A statistically significant difference was detected between the positivity rates of two groups ( 2=8.2;

p=0.004). Nineteen (76.0%) isolates of the patients and 26 (89.7%) isolates from healthy subjects were found to be
esterase positive after three days of incubation. No significant difference was observed between the groups ( 2=1.8;

p=0.275). According to the results, it can concluded that phospholipase activity plays an important role in the

pathogenesis of oral C. albicans infections while esterase activity does not seem to count as a virulence factor for
these infections. 

G‹R‹fi

Klinik örneklerden s›kl›kla soyutlanan bir maya türü olan

Candida albicans, insan deri ve mukozalar›nda yayg›n

flekilde kolonize olarak deri, mukoza-deri infeksiyonlar›na

ve sistemik infeksiyonlara neden olabilmektedir (1). Bu

mikro-organizmalar›n virülans›nda rol oynad›¤› bildirilen

bir çok faktör söz konusudur. Bunlar aras›nda proteinaz,

fosfolipaz ve esteraz gibi çeflitli sitolitik enzimler de yer

almaktad›r (2-4). 

Ekstrasellüler fosfolipazlar, çeflitli mikro-organizmalar tara-

f›ndan üretilen önemli bir enzim grubu olup fosfolipitleri

parçalayarak konak hücre membran›nda hasara yol 
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disodyum hidrojen fosfat tampon kullan›larak besiyeri

pH’s› 6.8’e ayarland›. 

Sabouraud-dekstroz-agara pasajlanarak üretilen sufllar›n

kolonilerine eküvyon dokundurularak al›nd›ktan sonra,

Tween 80 agara 10 mm çap›nda bir daire fleklinde inoküle

edildi. Her sufl ile iki kez çal›fl›ld›. Otuz derecede 10 gün

süreyle inkübe edilen plaklar 2-3, 4-7 ve 8-10. günlerde

esteraz aktivitesi aç›s›ndan de¤erlendirildi. Tween 80

agarda inoküle edilen bölgenin etraf›nda ›fl›¤› geçiren

halenin varl›¤› esteraz olumlulu¤u olarak kabul edildi (12).

‹statistiksel analiz:  Hasta ve sa¤l›kl› bireylerden soyut-

lanan C. albicans sufllar› için elde edilen fosfolipaz ve

esteraz olumluluklar› SPSS 8.0 versiyon kullan›larak, χ2

testi ile de¤erlendirildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml›

kabul edildi (13). 

BULGULAR

Hastalardan soyutlanan sufllar›n 22’si (%88.0), sa¤l›kl›

bireylerden soyutlanan sufllar›n ise 15’i (%51.7) ve fosfo-

lipaz olumlu olarak saptanm›flt›r. Bu iki gruptaki sufllar

için saptanan fosfolipaz olumluluklar› aras›nda istatistik-

sel olarak anlaml› bir fark bulunmufltur (χ2=8.2; p=0.004).

Hastalardan ve sa¤l›kl› bireylerden soyutlanan sufllar›n

fosfolipaz üretenler için saptanan ortalama, ortanca,

minimum ve maksimum Pz de¤erleri Tablo 1’de, Pz de¤er-

lerinin da¤›l›m› ise fiekil 1’de gösterilmifltir.

Tablo 1 . Her iki gruptaki olgulardan soyutlanan fosfolipaz olumlu

sufllar›n ortalama, ortanca, minimum ve maksimum Pz

de¤erleri 

Hastalardan soyutlanan  Sa¤l›kl› bireylerden

sufllar soyutlanan sufllar

Ortalama 0.65  ± 0.11 0.65 ± 0.14

Ortanca 0.67 0.60

Minimum 0.45 0.40

Maksimum 0.85 0.90

açabilmektedir (5, 6). Candida albicans sufllar›nda fosfo-

lipaz aktivitesinin varl›¤› ilk olarak Werner (7) taraf›ndan

bildirilmifltir.    

Ekstrasellüler esteraz›n fosfolipazdan farkl› bir enzim

oldu¤u, sadece karbon kayna¤› olarak Tween içeren bir

ortamda bu enzimin indüklendi¤i bildirilmifltir. Bunun

yan›nda, indüklenebilir ekstrasellüler esteraz›n in-vitro

büyüme koflullar› alt›nda fungal üreme için koflul olma-

d›¤› saptanm›flt›r (8).

Bu çal›flmada, oral kandidozlu ve sa¤l›kl› bireylerden

soyutlanan C. albicans sufllar›nda fosfolipaz ve esteraz

aktivitesinin varl›¤› araflt›r›lm›fl ve bu enzimlerin üretilme-

si ile oral kandidoz geliflimi aras›ndaki iliflki incelenmifltir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Candida  sufllar›:  Araflt›rmaya, sa¤l›kl› bireylerin a¤›z

sürüntü örneklerinden soyutlanan 29 ve oral kandidoz

tan›l› olgular›n a¤›z bofllu¤u örneklerinden soyutlanan 25

C. albicans suflu al›nd›. Sufllar; çimlenme deneyi, m›s›r-

unu-Tween 80 agardaki görünümleri ve VITEK (bio

Mérieux, Fransa) otomatize sistem ile tan›mland›.

Fosfolipaz aktivitesinin saptanmas›:  Fosfolipaz aktivi-

tesinin belirlenmesi amac›yla Samaranayake ve ark. (9)

taraf›ndan modifiye edilen, Price ve ark. (10)’n›n plak

yöntemi uyguland›. Besiyeri olarak 1 M  sodyum klorür,

0.005 M kalsiyum klorür ve %8 steril yumurta sar›s› eklen-

mifl Sabouraud dekstroz agar (SDA) kullan›ld›. Yumurta

sar›s› 1000 g’de 15 dakika santrifüj edildikten sonra süper-

natanta steril distile su eklenerek ilk hacmine getirildi ve

50° C’a so¤utulmufl steril SDA’ya eklendi. Eflit miktarda

sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tampon ile besiyeri

pH’s› steril koflullarda 4.3’e ayarland›. 

Sabouraud-dekstroz-agara pasajlanarak 35° C’de 24 saat

inkübe edilen sufllar›n üreyen kolonilerinden steril distile

su kullan›larak Mc Farland 1’e uygun bulan›kl›kta süspan-

siyonlar haz›rland›. Bu süspansiyonlardan dört örnek bir

pla¤a olacak flekilde 10 µl inokule edildi. Plaklar 30° C’de,

nemli bir ortamda dört gün inkübe edildi. Dört gün sonra

koloniler ve koloni ile çevresinde oluflmufl presipitasyon

zonlar› ölçülerek Pz de¤erleri (Pz de¤eri= koloni çap›/

presipitasyon zonu çap›) belirlendi. Pz de¤eri 1.00’e eflit

ise sufl fosfolipaz olumsuz olarak de¤erlendirilirken, bu

de¤er 1.00’den küçük ise fosfolipaz olumlu kabul edildi (11). 

Esteraz aktivitesinin saptanmas›:  Esteraz aktivitesinin

belirlenmesi için Tween 80 agar kullan›ld›. Bu besiyerinin

haz›rlanmas›nda 10.0 g pepton (Oxoid, ‹ngiltere), 5.0 g

sodyum klorür, 0.1 g kalsiyum klorür, 15.0 g agar (Oxoid,

‹ngiltere), 1000 ml distile su içinde kar›flt›r›larak otoklav-

land›.  Daha  sonra  50° C’ye  so¤utulmufl  besiyeri  içine

5 ml steril Tween 80 eklendi. Eflit miktarda sitrik asit ve 
fiekil 1.  Sa¤l›kl› bireyler ve hastalardan soyutlanan C. albicans

sufllar› için elde edilen Pz de¤erlerinin da¤›l›m›.
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Tablo 2.  Sa¤l›kl› bireylerden ve hastalardan soyutlanan C. albicans sufllar›n›n fosfolipaz ve esteraz aktivitesi sonuçlar›

Fosfolipaz aktivitesi Esteraz aktivitesi Esteraz aktivitesi Esteraz aktivitesi

2-3. gün  4-7. gün 8-10. gün

+ - + - + - + -

Hastalardan soyutlanan sufllar 22   3 19 6 22 3 22 3

Sa¤l›kl› bireylerden soyutlanan sufllar 15 14 26 3 29 0 29 0

‹brahim ve ark. (17), kandida virulans›nda fosfolipaz›n

rolünü belirlemek için sa¤l›kl› gönüllülerden elde edilen

C. albicans a¤›z sufllar› ile hastalar›n kan kültürlerinden

soyutlanan C. albicans’lar›n fosfolipaz düzeylerini ince-

lemifl ve kan kökeni C. albicans türlerinin, sa¤l›kl› birey-

lerden soyutlanan kommensal sufllardan istatistiksel

olarak daha fazla fosfolipaz salg›lad›klar›n› saptam›fllar-

d›r. Ayn› araflt›r›c›lar (17) kan kökenlerinin kandidoz

oluflturma risklerini de¤erlendirmifl ve yüksek fosfolipaz

aktivitesi bulunan sufllarla infekte farelerin 5.6 kez daha

fazla relatif ölüm riski ile karfl›laflt›klar›n› gözlemlemifller-

dir. Bunun yan›nda, Barrett-Bee ve ark. (6), fosfolipaz

aktivitesinin mukoza invazyonu ile korele oldu¤unu ve

daha fazla fosfolipaz üreten C. albicans sufllar›n›n fare-

lerde daha yüksek oranda mortaliteye neden oldu¤unu

bildirmifllerdir. Mitroviç ve ark. (18) da sa¤l›kl› ve vajinitli

hastalar›n vajinal sürüntülerinden soyutlanan C. albicans

sufllar›n›n fosfolipaz aktivitelerini karfl›laflt›rd›¤›nda, pato-

lojik örneklerden soyutlanan sufllar›n fosfolipaz aktivitesi-

nin daha yüksek oldu¤unu görmüfllerdir. Bu çal›flman›n

bulgular› da di¤er çal›flmalar›n sonuçlar› ile paralel do¤-

rultudad›r.

Candida’lar›n esteraz aktiviteleri ile ilgili veriler oldukça

s›n›rl›d›r. Slifkin (12), Tween 80 opasite testinin Candida

türlerinde esteraz aktivitesinin saptanmas›n›n yan›s›ra

C. dubliniensis kökenlerinin C. albicans’tan ayr›lmas›nda

da kullan›labilece¤ini belirtmifl ve C. dubliniensis türleri-

nin Tween 80 agarda inkübasyonun üçüncü gününde,

opasite aç›s›ndan C. albicans sufllar›ndan aç›kça farkl›l›k

gösterdi¤ini bildirmifltir. Kullan›lan Tween 80 besiyerinde

Candida sufllar› taraf›ndan salg›lanan ya¤ asitleri ortam-

daki kalsiyuma ba¤lanmakta ve kalsiyum kompleksi

inokülasyon noktas›n›n etraf›nda çözünmeyen kristaller

olarak izlenmektedir. Aktafl ve ark. (19) da, maliyeti ucuz

ve uygulan›fl› kolay olan Tween 80 opasite testinin C. albi-

cans, C. tropicalis ve C. guilliermondii türlerini tan›mla-

mada ve di¤er türlerden ay›rmada yard›mc› olabilece¤ini

ve rutin çal›flmalarda kullan›labilece¤ini belirtmifllerdir.

Çal›flmada, oral kandidozlu olgulardan ve sa¤l›kl› birey-

lerden soyutlanan C. albicans sufllar›nda esteraz aktivi-

tesi aç›s›ndan bir farkl›l›k olmad›¤› gözlenmifl (χ2=1.8;

p=0.275), 4-7 ve 8-10 günlük inkübasyonlar sonunda da

bu sonucun de¤iflmedi¤i görülmüfltür (χ2=3.7; p=0.093).

Literatürde C. albicans türlerinin virulans›nda esteraz 

Hastalardan soyutlanan sufllar›n 19’u (%76.0), sa¤l›kl›

bireylerden soyutlananlar›n ise 26’s› (%89.7) üç günlük

inkübasyon sonras› esteraz olumlu olarak belirlenmifltir.

Gruplar esteraz olumluluklar› aç›s›ndan karfl›laflt›r›ld›-

¤›nda, istatistiksel olarak anlaml› bir fark izlenmemifltir

(χ2=1.8; p=0.275). Hastalar›n ve sa¤l›kl›lar›n 4-7 ve 8-10

günlük inkübasyonlar sonunda elde edilen esteraz olum-

luluk oranlar› s›ras›yla %88.0 ve %100 fleklindedir. ‹ncele-

nen iki grubun 4-7. ve 8-10. günlerdeki esteraz olumlu-

luklar›na bak›ld›¤›nda ise yine istatistiksel olarak anlaml›

bir fark görülmemifltir (χ2=3.7;  p=0.093).

Sa¤l›kl› bireylerden ve hastalardan soyutlanan sufllar›n

fosfolipaz ve esteraz aktivitesi sonuçlar›n›n da¤›l›m›

Tablo 2’de gösterilmifltir.

TARTIfiMA

Candida türlerinin önemli patojenler aras›nda yer alma-

lar›n› sa¤layan "slime" yap›m›, dokuya enzimler ile invaz-

yon, ekstrasellüler proteinler, morfolojik de¤iflim (dimorfizm),

hücre duvar yap›s›, hem kandidaya ait hem de ona ait

olmayan sideroforlar› kullanabilme özelli¤i gibi bir çok

virülans faktörünün yan›s›ra konak savunma mekaniz-

malar›n›n eksikli¤inin de ciddi kandida infeksiyonlar› ile

karfl›laflmada önemli oldu¤u vurgulanm›flt›r (14, 15). Arafl-

t›rmac›lar bu ba¤lamda Candida türlerinin çeflitli ekstra-

sellüler lipolitik enzimler salg›lad›klar› ve bu enzimlerden

baz›lar›n›n virulansda rol oynayabilece¤ini bildirmifllerdir

(2-4). Çal›flmada hasta grubundan soyutlanan 25 C. albi-

cans suflunun 22 (%88.0)’sinde de¤iflen derecelerde

fosfolipaz aktivitesi saptanm›flt›r. Klinik örneklerden soyut-

lanan sufllarda bu derece yüksek oranda fosfolipaz akti-

vitesi varl›¤› saptan›rken, sa¤l›kl› bireylerin a¤›z sürüntü-

lerinden elde edilen C. albicans sufllar›nda fosfolipaz akti-

vitesinin istatistiksel anlaml› olacak derecede daha az

izlenmesi (%51.7) ekstrasellüler fosfolipazlar›n virulans-

taki rolünü ortaya koyan çal›flmalar› desteklemektedir (4,

15). Do¤ruman ve ark. (16) da çal›flmalar›nda 92 C.

albicans kökeninin %89.1’inde fosfolipaz aktivitesini olum-

lu saptam›fllar, klinik örneklere göre de¤erlendirme yapt›k-

lar›nda idrar, bo¤az, kan, vagina sürüntüleri, yara, balgam,

d›flk› ve di¤erlerinde s›ras›yla %88, %90.9, %88.8, %100,

%85.7, %80,%100, %85.7,%80, %100 ve %83.3 oranla-

r›nda enzim aktivitesinin oldu¤unu belirlemifllerdir.  
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Sonuçlar ›fl›¤›nda, oral C. albicans infeksiyonlar›n›n pato-

genezinde fosfolipaz aktivitesinin önemli bir rol oynad›¤›,

buna karfl›l›k, bu infeksiyonlar aç›s›ndan esteraz aktivi-

tesinin virülans faktörü olarak görülmedi¤i düflünülmek-

tedir.

aktivitesinin rolünün araflt›r›ld›¤› bir çal›flmaya rastlan-

mam›flt›r. Bu nedenle, bulgular baflka araflt›rma sonuç-

lar› ile karfl›laflt›r›lamam›flt›r. Ancak bulgular do¤rultusun-

da, C. albicans sufllar› taraf›ndan salg›lanan esteraz

enziminin virulansda önemli olmad›¤› söylenebilir.
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