e N
/nfeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection) 2003; 17 (4): 483-486
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SUSLARINDA FOSFOLIPAZ VE ESTERAZ AKTIVITESININ DEGERLENDIRILMESI
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OZET

Oral kandidozun olusumu ile fosfolipaz ve esteraz Uliretimi arasindaki iliskiyi arastirmak amaciyla yapilan bu ¢alismaya,
oral kandidozlu bireylerden soyutlanan 25 ve saglkli bireylerden soyutlanan 29 Candida albicans susu alindi. Suslarir
fosfolipaz aktivitesi modifiye plak yéntemi, esteraz aktivitesi ise Tween 80 opasite testi ile arastirildl. Hastalardar
soyutlanan suslarin 22 (%88.0)’si ve saglikli bireylerden soyutlanan suslarin 15 (%51.7)’i fosfolipaz olumiu olarak
saptandi. Fosfolipaz olumlulugu acisindan iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (x?=8.2; p=0.004).
Hastalardan soyutlanan suglarin 19 (%76.0)'u ve saglikli bireylerden soyutlanan suslarin 26 (%89.7)’si lg¢ giinliik
inkiibasyon sonrasi esteraz olumlu olarak saptanirken bu fark anlamli bulunmadi (3=1.8; p=0.275). Sonuglai
dogrultusunda; oral C. albicans infeksiyonlarinin patogenezinde fosfolipaz aktivitesinin énemli bir rol oynadigi, bune
karsilik, bu infeksiyonlar agisindan esteraz aktivitesinin viriilans faktort olarak gérilmedigi distndlmigtdr.

SUMMARY

This study was undertaken to investigate the relation between the production of phospholipases and esterases anc
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%) oi
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 (x°=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 (x?=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 foi
these infections.
GiRi$ bir cok faktér s6z konusudur. Bunlar arasinda proteinaz,

Klinik drneklerden siklikla soyutlanan bir maya tiri olan ~ 05/01IPa2 Ve esteraz gibi cesitli sitolitik enzimler de yer

Candida albicans, insan deri ve mukozalarinda yaygin
sekilde kolonize olarak deri, mukoza-deri infeksiyonlarina
ve sistemik infeksiyonlara neden olabilmektedir (1). Bu
mikro-organizmalarin virilansinda rol oynadig bildirilen

almaktadir (2-4).

Ekstraselliler fosfolipazlar, ¢esitli mikro-organizmalar tara-
findan Uretilen 6nemli bir enzim grubu olup fosfolipitleri
parcalayarak konak hicre membraninda hasara yol
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acabilmektedir (5, 6). Candida albicans suslarinda fosfo-
lipaz aktivitesinin varligi ilk olarak Werner (7) tarafindan
bildirilmigtir.

Ekstrasellller esterazin fosfolipazdan farkli bir enzim
oldugu, sadece karbon kaynagi olarak Tween iceren bir
ortamda bu enzimin indiklendigi bildirilmigtir. Bunun
yaninda, indiklenebilir ekstraselliler esterazin in-vitro
biyime kosullari altinda fungal Greme icin kosul olma-
dig1 saptanmigtir (8).

Bu calismada, oral kandidozlu ve saglikh bireylerden
soyutlanan C. albicans suslarinda fosfolipaz ve esteraz
aktivitesinin varligr arastirilmis ve bu enzimlerin Uretilme-
si ile oral kandidoz gelisimi arasindaki iliski incelenmigtir.

GEREC VE YONTEM

Candida suslan: Arastirmaya, saglikli bireylerin agiz
sUruntd 6rneklerinden soyutlanan 29 ve oral kandidoz
tanili olgularin agiz boslugu 6érneklerinden soyutlanan 25
C. albicans susu alindi. Suslar; ¢cimlenme deneyi, misir-
unu-Tween 80 agardaki gérinumleri ve VITEK (bio
Mérieux, Fransa) otomatize sistem ile tanimlandi.

Fosfolipaz aktivitesinin saptanmasi: Fosfolipaz aktivi-
tesinin belirlenmesi amaciyla Samaranayake ve ark. (9)
tarafindan modifiye edilen, Price ve ark. (10)'nin plak
yéntemi uygulandi. Besiyeri olarak 1 M sodyum klor(r,
0.005 M kalsiyum klorir ve %8 steril yumurta sarisi eklen-
mis Sabouraud dekstroz agar (SDA) kullanildi. Yumurta
sarisi 1000 g'de 15 dakika santrifilj edildikten sonra super-
natanta steril distile su eklenerek ilk hacmine getirildi ve
50° C’a sogutulmus steril SDA’ya eklendi. Esit miktarda
sitrik asit ve disodyum hidrojen fosfat tampon ile besiyeri
pH’si steril kosullarda 4.3’e ayarlandi.

Sabouraud-dekstroz-agara pasajlanarak 35° C’de 24 saat
inkibe edilen suslarin Ureyen kolonilerinden steril distile
su kullanilarak Mc Farland 1’e uygun bulaniklikta stspan-
siyonlar hazirlandi. Bu slispansiyonlardan dért érnek bir
plaga olacak sekilde 10 m inokule edildi. Plaklar 30° C'de,
nemli bir ortamda dért gin inklbe edildi. Dért giin sonra
koloniler ve koloni ile gevresinde olusmus presipitasyon
zonlari Olgllerek Pz degerleri (Pz degeri= koloni ¢api/
presipitasyon zonu ¢api) belirlendi. Pz degeri 1.00’e esit
ise sus fosfolipaz olumsuz olarak deg@erlendirilirken, bu
deger 1.00'den kiigik ise fosfolipaz olumlu kabul edildi (11).

Esteraz aktivitesinin saptanmasi:  Esteraz aktivitesinin
belirlenmesi icin Tween 80 agar kullanildi. Bu besiyerinin
hazirlanmasinda 10.0 g pepton (Oxoid, ingiltere), 5.0 g
sodyum klorir, 0.1 g kalsiyum klortr, 15.0 g agar (Oxoid,
ingiltere), 1000 ml distile su iginde karistirilarak otoklav-
landi. Daha sonra 50° C'ye sogutulmus besiyeri igine
5 ml steril Tween 80 eklendi. Esit miktarda sitrik asit ve
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disodyum hidrojen fosfat tampon kullanilarak besiyeri
pH’si 6.8’ ayarlandi.

Sabouraud-dekstroz-agara pasajlanarak uretilen suslarin
kolonilerine ekuvyon dokundurularak alindiktan sonra,
Tween 80 agara 10 mm capinda bir daire seklinde inokule
edildi. Her sus ile iki kez galigildi. Otuz derecede 10 giin
sureyle inklibe edilen plaklar 2-3, 4-7 ve 8-10. glinlerde
esteraz aktivitesi acisindan degerlendirildi. Tween 80
agarda inokulle edilen bélgenin etrafinda 1s1g1 gegiren
halenin varlig esteraz olumlulugu olarak kabul edildi (12).

istatistiksel analiz: Hasta ve saglikli bireylerden soyut-
lanan C. albicans suslari igin elde edilen fosfolipaz ve
esteraz olumluluklari SPSS 8.0 versiyon kullanilarak, c2
testi ile de@erlendirildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi (13).

BULGULAR

Hastalardan soyutlanan suslarin 22’si (%88.0), saglkli
bireylerden soyutlanan suslarin ise 15'i (%51.7) ve fosfo-
lipaz olumlu olarak saptanmistir. Bu iki gruptaki suslar
icin saptanan fosfolipaz olumluluklari arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir fark bulunmustur (c2=8.2; p=0.004).
Hastalardan ve saglikh bireylerden soyutlanan suslarin
fosfolipaz Uretenler icin saptanan ortalama, ortanca,
minimum ve maksimum Pz degerleri Tablo 1’de, Pz deger-
lerinin dagilimi ise Sekil 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Her iki gruptaki olgulardan soyutlanan fosfolipaz olumlu
suslarin ortalama, ortanca, minimum ve maksimum Pz
degerleri

Hastalardansoyutlanan Saglikl bireylerden

susglar soyutlanan suglar

Ortalama 0.65 £0.11 0.65+0.14
Ortanca 0.67 0.60
Minimum 0.45 0.40
Maksimum 0.85 0.90
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Sekil 1. Saglikli bireyler ve hastalardan soyutlanan C. albicans
suglari igin elde edilen Pz degerlerinin dagilimi.
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Tablo 2. Saglikli bireylerden ve hastalardan soyutlanan C. albicans suslarinin fosfolipaz ve esteraz aktivitesi sonuglari

Fosfolipaz aktivitesi

Esteraz aktivitesi Esteraz aktivitesi Esteraz aktivitesi

2-3. glin 4-7.gln 8-10. gun
+ + - + B +
Hastalardan soyutlanan suslar 22 3 19 6 22 3 22 3
Saglikli bireylerden soyutlanan suslar 15 14 26 3 29 0 29 0

Hastalardan soyutlanan suslarin 19'u (%76.0), saghkh
bireylerden soyutlananlarin ise 26’s1 (%89.7) G¢ gunluk
inkllbasyon sonrasi esteraz olumlu olarak belirlenmistir.
Gruplar esteraz olumluluklari agisindan karsilastirildi-
ginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmemigtir
(c2=1.8; p=0.275). Hastalarin ve saglklilarin 4-7 ve 8-10
glnlik inkiibasyonlar sonunda elde edilen esteraz olum-
luluk oranlari sirasiyla %88.0 ve %100 seklindedir. incele-
nen iki grubun 4-7. ve 8-10. glnlerdeki esteraz olumlu-
luklarina bakildiginda ise yine istatistiksel olarak anlamli
bir fark gériilmemistir (c2=3.7; p=0.093).

Saglkh bireylerden ve hastalardan soyutlanan suslarin
fosfolipaz ve esteraz aktivitesi sonuglarinin dagilimi
Tablo 2'de gdsterilmistir.

TARTISMA

Candida turlerinin 6nemli patojenler arasinda yer alma-
larini saglayan "slime" yapimi, dokuya enzimler ile invaz-
yon, ekstraselluler proteinler, morfolojik degisim (dimorfizm),
hiicre duvar yapisi, hem kandidaya ait hem de ona ait
olmayan sideroforlari kullanabilme 6zelligi gibi bir ¢ok
virllans faktérinln yanisira konak savunma mekaniz-
malarinin eksikliginin de ciddi kandida infeksiyonlari ile
karsilasmada 6nemli oldugu vurgulanmistir (14, 15). Aras-
tirmacilar bu baglamda Candida tirlerinin gesitli ekstra-
selltler lipolitik enzimler salgiladiklari ve bu enzimlerden
bazilarinin virulansda rol oynayabilecegini bildirmiglerdir
(2-4). Calismada hasta grubundan soyutlanan 25 C. albi-
cans susunun 22 (%88.0)’sinde degisen derecelerde
fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. Klinik érneklerden soyut-
lanan suglarda bu derece yiksek oranda fosfolipaz akti-
vitesi varligi saptanirken, saglikli bireylerin agiz surantu-
lerinden elde edilen C. albicanssuslarinda fosfolipaz akti-
vitesinin istatistiksel anlaml olacak derecede daha az
izlenmesi (%51.7) ekstraselliler fosfolipazlarin virulans-
taki roliinl ortaya koyan ¢alismalari desteklemektedir (4,
15). Dogruman ve ark. (16) da galismalarinda 92 C.
albicans kokeninin %89.1’inde fosfolipaz aktivitesini olum-
lu saptamiglar, klinik érneklere gére degerlendirme yaptik-
larinda idrar, bogdaz, kan, vagina sirlntileri, yara, balgam,
digki ve digerlerinde sirasiyla %88, %90.9, %88.8, %100,
%85.7, %80,%100, %85.7,%80, %100 ve %83.3 oranla-
rinda enzim aktivitesinin oldugunu belirlemiglerdir.

Cilt 17, Sayi 4, Ekim 2003

ibrahim ve ark. (17), kandida virulansinda fosfolipazin
rolinl belirlemek igin saglikli géndllilerden elde edilen
C. albicans a@iz suslari ile hastalarin kan kilturlerinder
soyutlanan C. albicans'larin fosfolipaz dlzeylerini ince-
lemis ve kan kdkeni C. albicans turlerinin, saglikli birey-
lerden soyutlanan kommensal suslardan istatistiksel
olarak daha fazla fosfolipaz salgiladiklarini saptamiglar-
dir. Ayni arastiricilar (17) kan kékenlerinin kandidoz
olusturma risklerini degerlendirmis ve yiksek fosfolipaz
aktivitesi bulunan suglarla infekte farelerin 5.6 kez daha
fazla relatif 61um riski ile kargilastiklarini gézlemlemigler-
dir. Bunun yaninda, Barrett-Bee ve ark. (6), fosfolipaz
aktivitesinin mukoza invazyonu ile korele oldugunu ve
daha fazla fosfolipaz ureten C. albicans suslarinin fare-
lerde daha yiiksek oranda mortaliteye neden oldugunu
bildirmislerdir. Mitrovi¢ ve ark. (18) da saghkh ve vajinitl
hastalarin vajinal striintiilerinden soyutlanan C. albicans
suslarinin fosfolipaz aktivitelerini karsilastirdiginda, pato-
lojik érneklerden soyutlanan suglarin fosfolipaz aktivitesi-
nin daha yuksek oldugunu gérmislerdir. Bu ¢alismanin
bulgulari da diger ¢alismalarin sonuglari ile paralel dog-
rultudadir.

Candida'lann esteraz aktiviteleri ile ilgili veriler oldukga
sinirhdir. Slifkin (12), Tween 80 opasite testinin Candide
tirlerinde esteraz aktivitesinin saptanmasinin yanisira
C. dubliniensis kékenlerinin C. albicans’tan ayrilmasinda
da kullanilabilecegini belirtmis ve C. dubliniensis tlrleri
nin Tween 80 agarda inklibasyonun Uc¢linct glninde,
opasite acisindan C. albicans suslarindan agikga farklilik
g6sterdigini bildirmistir. Kullanilan Tween 80 besiyerinde
Candida suslan tarafindan salgilanan yag asitleri ortam-
daki kalsiyuma baglanmakta ve kalsiyum kompleksi
inokllasyon noktasinin etrafinda ¢éziinmeyen kristaller
olarak izlenmektedir. Aktas ve ark. (19) da, maliyeti ucuz
ve uygulanisi kolay olan Tween 80 opasite testinin C. albi
cans, C. tropicalis ve C. guilliermondii turlerini tanimla
mada ve diger turlerden ayirmada yardimci olabilecegini
ve rutin ¢calismalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

CGalismada, oral kandidozlu olgulardan ve saglikl birey-
lerden soyutlanan C. albicans suslarinda esteraz aktivi-
tesi acisindan bir farklilik olmadigi gdzlenmis (c2=1.8;
p=0.275), 4-7 ve 8-10 gunlik inkibasyonlar sonunda da
bu sonucun degismedigi gérilmistir (c2=3.7; p=0.093).
Literatirde C. albicans tirlerinin virulansinda esteraz
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aktivitesinin rolinun arastirildigr bir calismaya rastlan-  Sonuglar 1s1ginda, oral C. albicans infeksiyonlarinin pato:
mamistir. Bu nedenle, bulgular baska arastirma sonug-  genezinde fosfolipaz aktivitesinin énemli bir rol oynadigi,
lari ile karsilagtirlamamistir. Ancak bulgular dogrultusun-  buna karsilik, bu infeksiyonlar agisindan esteraz aktivi-
da, C. albicans suslari tarafindan salgilanan esteraz  tesinin virllans faktorli olarak gértimedigi disunulmek-
enziminin virulansda énemli olmadigi séylenebilir. tedir.
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