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OZET

Amag: Kandidozlardan izole edilen tiirler arasinda
Candida glabrata’min sikligun giderek arttigi bildirilmek-
tedir. Bu calismada C. glabrata’mun viriilanst ile iliskili
olabilecek salgisal asit proteinaz (SAP), fosfolipaz, esteraz
aktivitelerinin ve biyofilm olusumunun arastirilmasi amag-
lanmustir.

Gereg ve Yontem: Laboratuvarmuzda cesitli klinik drnek-
lerden izole edilen C. glabrata suglar: saklama ortamindan
canlandirilarak kullaninugtir. Suslarin dogrulanmast mor-
folojik testler ve polimeraz zincir reaksiyonu ile yapumistir.
Suglarin SAP aktivitesi, sigir serum albumini iceren agar-
da; esteraz aktivitesi, Tween-80 iceren agarda; fosfolipaz
aktivitesi, yumurta sarui agarda; biyofilm olusturma ozel-
ligi ise mikroplak yontemi ile arastirilmistir.

Bulgular: Calismaya alinan toplam 83 C. glabrata susu-
nun 65°i vajinal ornekten, 10’u kandan, dordii idrardan,
ikisi pii ve ikisi agiz ici stiriintii orneginden izole edilmistir.
Test edilen suglarin ikisinde (%2,4) biyofilm olusumu (kan-
dan ve vajinal ornekten izole edilen suglar) saptannugtir.
Suslarin hicbirinde SAP, esteraz, fosfolipaz aktivitesine
rastlanmamstir.

Sonuc: Calismamizda alinan sonuglar, C. glabrata’nin
viriilansinda arastirdigimiz faktorlerin cok onemli olmadi-
gt akla getirmekle birlikte, bu konunun aydinlatilmast
icin kapsamli calismalara gereksinim oldugu diisiiniilmiis-
tiir.

Anahtar kelimeler: Candida glabrata, virulans

SUMMARY

Investigation of Secreted Aspartyl Proteinase,
Phospholipase, Esterase, and Biofilm Formation in
Candida glabrata Strains Isolated from Various Clinical
Specimens

Objective: Recent reports suggest that the frequency of
Candida glabrata is increasing among species isolated
from candidiasis. The aim of this study was to investigate
the activities of secreted aspartyl proteinase (SAP), phosp-
holipase, esterase and biofilm formation which might be
related to the virulence of C. glabrata strains.

Materials and Methods: The study included the revived
C. glabrata storage strains isolated from various clinical
specimens in our laboratory. Identification of strains was
confirmed by morphological tests and polymerase chain
reaction. The SAP activity of the strains was tested in bovine
serum albumin agar; the phospholipase activity in egg yolk
agar; the esterase activity in Tween-80 agar and the biofilm
production was assessed by the microplate method.

Results: A total of 83 C. glabrata strains isolated from
vaginal specimens (n=65), blood (n=10), urine (n=4), pus
(n=2), and oral swab samples (n=2), were included in the
study. Two of the 83 strains (2.4%) were positive for biofilm
production (strains from blood and vaginal specimen),
while none of the isolates showed SAP, phospholipase or
esterase activities.

Conclusion: According to these results, it can be concluded
that the virulence factors investigated in this study do not
seem to count as very important virulence factors for
C. glabrata infections. However, further larger scale studies
are needed to explore the virulence factors of C. glabrata.
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GIRIiS

Kandidozlarda en sik etken olan tiir Candida albi-
cans olmakla birlikte, son yillarda diger tiirlerin ve
bunlar arasinda yer alan C. glabrata’nin goriilme
sikhigr artmigtir 2. Flukonazole doza bagh duyarli
ya da direncli olabilmesi ve yiiksek mortalite ile sey-
reden invazif enfeksiyonlara yol acabilmesi, bu tiiriin
onemli ozellikleri arasinda bulunmaktadir ¢,

Kandidoz gelisiminde konaga ait savunma faktorle-
rindeki zayiflamanin yani sira etkene ait viriilans
faktorleri de 6nemli rol oynamaktadir. Viriilans fak-
torleri ile ilgili calismalar en sik C. albicans tizerinde
yapilmig, bu tiire ait fenotip degisimi, morfolojik
dimorfizm, cesitli adezyon molekiilleri, hidrolitik
enzimler (fosfolipaz, lipaz, proteinazlar, vb.) gibi bir
cok faktor belirlenmistir . Literatiirde C. albicans
dis1 Candida tiirlerinin ozellikle C. glabrata suslari-
nin viriilansi ile iligkisi olabilecek 6zelliklerin aragti-
rildig1 caligma sayisi sinirhidir.

Bu calismada cesitli klinik orneklerden izole edilen
C. glabrata suslarinda viriilans ile iligkili olabilecek
faktorler arasinda sayilan salgisal asit proteinaz
(SAP), fosfolipaz, esteraz aktivitelerinin ve biyofilm
olusumunun arastirtlmasi amaglanmstir.
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GEREC ve YONTEM

Calismamizda, son bes yilda ¢esitli klinik 6rnekler-
den izole edilen ve -20°C’de, yagsiz siit icinde sak-
lanmis olan C. glabrata suglari kullanilmigtir. Suglarin
tanimlanmasi i¢in morfolojik testler tekrarlanmis ve
tiimiinde Romeo ve ark. ® calismasinda kullandigi
GLA-f (5’-CGGTTGGTGGGTGTTCTGC-3*) ve
UNI-5.8S (5~ ACCAGAGGGCGCAATGTG-3’) pri-
merleri ile C. glabrata’ya 6zgii 397 baz ¢ifti biiylik-
liiglinde bant, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
saptanmustir (Resim 1).

Suglarin salgisal asit proteinaz (SAP) aktivitesinin
aragtirilmasinda sigir serum albumini iceren agarda
erime zonu olusum testi kullanilmigtir. Bu test igin,
Sabouraud dekstroz agarda (SDA) 37°C’de 24-48
saat inkiibasyon sonrasi olusan maya kolonilerinden
yeast pepton dekstroz buyyona (YPDB) pasaj yapil-
mug ve 30°C’de dort saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda McFarland 0.5 bulanikliginda siispansi-
yon ayarlanmigtir. Siispansiyondan 10ul almarak
sigir serum albuminli agar besiyerine yerlestirilmig
olan steril kagit diskler (6mm ¢apinda) iizerine dam-
latilmugtir. Besiyerleri 30°C’de alt1 giin siire ile inkii-
be edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, kagit disklerin
cevresinde olusan, besiyerindeki proteinin parcalan-
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Resim 1. Secilmis Candida glabrata suslarinda polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi jel elektroforezi goriintiisii (1-11: Calismamizda yer
alan C. glabrata suslarindan ornekler, 12: Negatif kontrol, 13: C. glabrata ATCC 90030).
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digim gosteren erime zonlar1 milimetrik olarak ol¢ii-
lerek, proteolitik aktivitenin diizeyi belirlenmisgtir. Bu
testte erime zonu olmayan suglar SAP aktivitesi
yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir. Erime
zonu olan suslarda ise bu zon diskin 1-2mm digindaki
alana yayilmais ise orta derecede, diskin 3-5mm digin-
daki alana yayilmis ise kuvvetli olarak degerlendiril-
migtir .

Suslarin esteraz aktivitesi Tween-80 iceren agarda
tireme testi ile aragtirilmistir. Bu testte suglarin saf
pasajlarindan ekivyon ile Tween-80 agara 10mm
capli daire seklinde ekim yapilmis ve besiyerleri 10
giin siire ile 30°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda ekim bolgesinin etrafinda 15181 gegiren
hale olusumu saptandiginda test sonucu pozitif kabul
edilmigtir 9.

Suslarin fosfolipaz aktivitesinin arastirilmasinda
yumurta sarili agar yontemi kullanilmistir. Bu testte
0.5 McFarland bulaniklifindaki maya siispansiyo-
nundan 10x1 yumurta sarilt agara ekilmig ve besiyer-
leri 37°C’de dort giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda koloni ¢apinin presipitasyon ¢apina orant
(Presipitasyon zonu; Pz) hesaplanmistir. Bu yontemle
fosfolipaz aktivitesi; Pz = 1 olan suglarda negatif, Pz
<69 bulunan suglarda ise ¢ok kuvvetli (++++) pozitif
olarak degerlendirilmistir -2,

Suglarin  biyofilm olugumunun arastirilmasinda,
Ruzicka ve ark.’ni *¥ caligmalarinda oldugu sekilde
mikroplak yontemi kullanilmigtir. Bu testte %0.9
NaCl i¢inde 3 McFarland standardina ayarlanan
maya stispansiyonu (20 pl) ile %8 glukoz iceren
Sabouraud dekstroz buyyon (bioMérieux, Fransa)
(180 pl) diiz tabanli polistiren mikroplaklar (Greiner
bio one, Almanya) icinde karistirllmigtir. Kirk sekiz
saat 30°C’de inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosal-
tilarak ii¢ kez distile su ile yikanmis ve havada kuru-
tulmugtur. Tespit amaci ile kuyucuklara 200u1 meta-
nol eklenip, 5 dk sonra bosaltilmis ve kurumasi bek-
lenmigtir. Kristal viyole (%1 diliisyonda) ile 20 dk.
boyama, yikama ve kurutma islemlerinden sonra
kuyucuklara 200u1 %96’lik etanol eklenmis ve mik-
roplak okuyucuda (Bio Tek, EL x 800, USA) 630
nm’lik filtre ile okutularak optik dansite (OD) deger-

leri elde edilmistir. Esik deger (negatif kontrollerin
OD ortalamasi + 3x standart sapma degeri) hesapla-
narak OD degeri esik deger lizerinde bulunan 6rnek-
lerin biyofilm olusum testi pozitif kabul edilmistir.

Testler her sus igin licer kez tekrar edilmisgtir.
Calismada kontrol suslari olarak C. albicans ATCC
90028, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC
6258 ve C. glabrata ATCC 90030 kullanilmustir.

BULGULAR

Calismaya alinan 83 C. glabrata sugsunun 65’1 vajinal
ornekten, 10’u kandan, dordii idrardan, ikisi pli ve
ikisi agiz i¢i siirlintii 6rneginden izole edilmistir.
Kandan ve vajinal ornekten izole edilen iki (%2.4)
susun biyofilm olusturdugu gortilmiistiir (Resim 2).

Resim 2. Secilmis suslarda biyofilm olusumu (A1 ve H2: Nega-
tif kontrol; B1: C. albicans ATCC 90028; C1: C. glabrata ATCC
90030; D1: C. krusei ATCC 6258; F1, F2: Biyofilm pozitif
C. glabrata suslary; diger kuyucuklar: Biyofilm negatif C. glab-
rata suslari).
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C. glabrata suslarmin hicbirinde SAP, esteraz veya
fosfolipaz aktivitesi saptanmamusgtir.

TARTISMA

Candida tiirlerinin viriilans faktorleri ile ilgili calis-
malar en sik C. albicans suslari iizerinde yapilmistir.
Cesitli calismalarda C. albicans suglarinda SAP, fos-
folipaz, esteraz, C. tropicalis suslarinda esteraz, C.
albicans dist1 suglarda biyofilm olusumunun yiiksek
oranlarda saptandigi bildirilmigtir+'.

Calismamizda C. glabrata suslarinda SAP, esteraz,
fosfolipaz olusturan susa rastlanmazken iki susun
biyofilm olusum testi pozitif bulunmugtur. Literatiirde
C. glabrata ile iliskili olabilecek viriilans faktorleri-
nin aragtirildigi az sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Shin ve ark.’nin @ 61 C. glabrata susunda biyofilm
olusumunu arastirdig1 ¢alisma diginda ulagabildigi-
miz caligmalarda sug sayis1 oldukga diigiiktiir (15 ve
altinda). Bu durum sonuglarimizi kargilagtirma olana-
gimizt simirlamakla birlikte, literatiirde benzer calis-
malar incelendiginde bu dort test ile ilgili farkl
sonuglarin alindig1 goriilmektedir. Akbag ve ark. @
cesitli klinik orneklerden izole ettikleri 11 kokenin
ikisinde SAP aktivitesi saptamigstir. Cevahir ve ark.
@2 cesitli orneklerden izole edilen dokuz C. glabrata
susundan besinin biyofilm olusturdugunu (glukozlu
kongo kirmizili agarda alinan sonug) bildirmistir.
Oksiiz ve ark.®saglikli yetiskinlerin farkli anatomik
bolgelerinden izole edilen dokuz sustan birinde pro-
teinaz aktivitesinin bulundugunu, fosfolipaz pozitif
sus saptamadiklarim bildirmistir. Kumar ve ark. %
solunum yolundan izole edilen 22 C. glabrata susu-
nun tiimiinde SAP aktivitesi saptadiklarini, suslarin
12’sinde fosfolipaz aktivitesi bulundugunu bildirmis-
lerdir. Slifkin ve ark."? 15 C. glabrata susunda este-
raz aktivitesini saptamadiklarini bildirmislerdir. Shin
ve ark. @ ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 61 C.
glabrata susunda biyofilm olusturma oranini %28
olarak saptamiglardir.

Sonug olarak, calismamizda SAP, esteraz ve fosfoli-
paz aktivitesi olan suglara rastlanmamig, bu tiiriin
viriilans faktorlerini aydinlatabilmek i¢in yapilacak
kapsamli caligmalara gereksinim duyuldugu diistiniil-
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mustir.

TESEKKUR: Calismamizda kullandigimiz besiyer-
lerinin hazirlanmasindaki yardimlarindan dolay1
Laboratuvar Teknikeri Recai Kilickan’a tesekkiir
ederiz.
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