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Araştırma

ÖZET

Amaç: Kandidozlardan izole edilen türler arasında 
Candida glabrata’nın sıklığının giderek arttığı bildirilmek-
tedir. Bu çalışmada C. glabrata’nın virülansı ile ilişkili 
olabilecek salgısal asit proteinaz (SAP), fosfolipaz, esteraz 
aktivitelerinin ve biyofilm oluşumunun araştırılması amaç-
lanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Laboratuvarımızda çeşitli klinik örnek-
lerden izole edilen C. glabrata suşları saklama ortamından 
canlandırılarak kullanılmıştır. Suşların doğrulanması mor-
folojik testler ve polimeraz zincir reaksiyonu ile yapılmıştır. 
Suşların SAP aktivitesi, sığır serum albumini içeren agar-
da; esteraz aktivitesi, Tween-80 içeren agarda; fosfolipaz 
aktivitesi, yumurta sarılı agarda; biyofilm oluşturma özel-
liği ise mikroplak yöntemi ile araştırılmıştır. 

Bulgular: Çalışmaya alınan toplam 83 C. glabrata suşu-
nun 65’i vajinal örnekten, 10’u kandan, dördü idrardan, 
ikisi pü ve ikisi ağız içi sürüntü örneğinden izole edilmiştir. 
Test edilen suşların ikisinde (%2,4) biyofilm oluşumu (kan-
dan ve vajinal örnekten izole edilen suşlar) saptanmıştır. 
Suşların hiçbirinde SAP, esteraz, fosfolipaz aktivitesine 
rastlanmamıştır.

Sonuç: Çalışmamızda alınan sonuçlar, C. glabrata’nın 
virülansında araştırdığımız faktörlerin çok önemli olmadı-
ğını akla getirmekle birlikte, bu konunun aydınlatılması 
için kapsamlı çalışmalara gereksinim olduğu düşünülmüş-
tür.

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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GİRİŞ

Kandidozlarda en sık etken olan tür Candida albi-
cans olmakla birlikte, son yıllarda diğer türlerin ve 
bunlar arasında yer alan C. glabrata’nın görülme 
sıklığı artmıştır (1,2). Flukonazole doza bağlı duyarlı 
ya da dirençli olabilmesi ve yüksek mortalite ile sey-
reden invazif enfeksiyonlara yol açabilmesi, bu türün 
önemli özellikleri arasında bulunmaktadır (3-6).

Kandidoz gelişiminde konağa ait savunma faktörle-
rindeki zayıflamanın yanı sıra etkene ait virülans 
faktörleri de önemli rol oynamaktadır. Virülans fak-
törleri ile ilgili çalışmalar en sık C. albicans üzerinde 
yapılmış, bu türe ait fenotip değişimi, morfolojik 
dimorfizm, çeşitli adezyon molekülleri, hidrolitik 
enzimler (fosfolipaz, lipaz, proteinazlar, vb.) gibi bir 
çok faktör belirlenmiştir (7). Literatürde C. albicans 
dışı Candida türlerinin özellikle C. glabrata suşları-
nın virülansı ile ilişkisi olabilecek özelliklerin araştı-
rıldığı çalışma sayısı sınırlıdır. 

Bu çalışmada çeşitli klinik örneklerden izole edilen 
C. glabrata suşlarında virülans ile ilişkili olabilecek 
faktörler arasında sayılan salgısal asit proteinaz 
(SAP), fosfolipaz, esteraz aktivitelerinin ve biyofilm 
oluşumunun araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda, son beş yılda çeşitli klinik örnekler-
den izole edilen ve -20°C’de, yağsız süt içinde sak-
lanmış olan C. glabrata suşları kullanılmıştır. Suşların 
tanımlanması için morfolojik testler tekrarlanmış ve 
tümünde Romeo ve ark. (8) çalışmasında kullandığı 
GLA-f (5’-CGGTTGGTGGGTGTTCTGC-3’) ve 
UNI-5.8S (5’-ACCAGAGGGCGCAATGTG-3’) pri-
merleri ile C. glabrata’ya özgü 397 baz çifti büyük-
lüğünde bant, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 
saptanmıştır (Resim 1). 

Suşların salgısal asit proteinaz (SAP) aktivitesinin 
araştırılmasında sığır serum albumini içeren agarda 
erime zonu oluşum testi kullanılmıştır. Bu test için, 
Sabouraud dekstroz agarda (SDA) 37ºC’de 24-48 
saat inkübasyon sonrası oluşan maya kolonilerinden 
yeast pepton dekstroz buyyona (YPDB) pasaj yapıl-
mış ve 30ºC’de dört saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonrasında McFarland 0.5 bulanıklığında süspansi-
yon ayarlanmıştır. Süspansiyondan 10μl alınarak 
sığır serum albuminli agar besiyerine yerleştirilmiş 
olan steril kâğıt diskler (6mm çapında) üzerine dam-
latılmıştır. Besiyerleri 30ºC’de altı gün süre ile inkü-
be edilmiştir. İnkübasyon sonrasında, kağıt disklerin 
çevresinde oluşan, besiyerindeki proteinin parçalan-

Resim 1. Seçilmiş Candida glabrata suşlarında polimeraz zincir reaksiyonu sonrası jel elektroforezi görüntüsü (1-11: Çalışmamızda yer 
alan C. glabrata suşlarından örnekler, 12: Negatif kontrol, 13: C. glabrata ATCC 90030).
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dığını gösteren erime zonları milimetrik olarak ölçü-
lerek, proteolitik aktivitenin düzeyi belirlenmiştir. Bu 
testte erime zonu olmayan suşlar SAP aktivitesi 
yönünden negatif olarak değerlendirilmiştir. Erime 
zonu olan suşlarda ise bu zon diskin 1-2mm dışındaki 
alana yayılmış ise orta derecede, diskin 3-5mm dışın-
daki alana yayılmış ise kuvvetli olarak değerlendiril-
miştir (9). 

Suşların esteraz aktivitesi Tween-80 içeren agarda 
üreme testi ile araştırılmıştır. Bu testte suşların saf 
pasajlarından ekivyon ile Tween-80 agara 10mm 
çaplı daire şeklinde ekim yapılmış ve besiyerleri 10 
gün süre ile 30°C’de inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonrasında ekim bölgesinin etrafında ışığı geçiren 
hale oluşumu saptandığında test sonucu pozitif kabul 
edilmiştir (10).

Suşların fosfolipaz aktivitesinin araştırılmasında 
yumurta sarılı agar yöntemi kullanılmıştır. Bu testte 
0.5 McFarland bulanıklığındaki maya süspansiyo-
nundan 10µl yumurta sarılı agara ekilmiş ve besiyer-
leri 37°C’de dört gün inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonrasında koloni çapının presipitasyon çapına oranı 
(Presipitasyon zonu; Pz) hesaplanmıştır. Bu yöntemle 
fosfolipaz aktivitesi; Pz ≥ 1 olan suşlarda negatif, Pz 
<69 bulunan suşlarda ise çok kuvvetli (++++) pozitif 
olarak değerlendirilmiştir (11,12).

Suşların biyofilm oluşumunun araştırılmasında, 
Ruzicka ve ark.’nın (13) çalışmalarında olduğu şekilde 
mikroplak yöntemi kullanılmıştır. Bu testte %0.9 
NaCl içinde 3 McFarland standardına ayarlanan 
maya süspansiyonu (20 µl) ile %8 glukoz içeren 
Sabouraud dekstroz buyyon (bioMérieux, Fransa) 
(180 µl) düz tabanlı polistiren mikroplaklar (Greiner 
bio one, Almanya) içinde karıştırılmıştır. Kırk sekiz 
saat 30°C’de inkübasyondan sonra kuyucuklar boşal-
tılarak üç kez distile su ile yıkanmış ve havada kuru-
tulmuştur. Tespit amacı ile kuyucuklara 200µl meta-
nol eklenip, 5 dk sonra boşaltılmış ve kuruması bek-
lenmiştir. Kristal viyole (%1 dilüsyonda) ile 20 dk. 
boyama, yıkama ve kurutma işlemlerinden sonra 
kuyucuklara 200µl %96’lık etanol eklenmiş ve mik-
roplak okuyucuda (Bio Tek, EL x 800, USA) 630 
nm’lik filtre ile okutularak optik dansite (OD) değer-

leri elde edilmiştir. Eşik değer (negatif kontrollerin 
OD ortalaması + 3x standart sapma değeri) hesapla-
narak OD değeri eşik değer üzerinde bulunan örnek-
lerin biyofilm oluşum testi pozitif kabul edilmiştir. 

Testler her suş için üçer kez tekrar edilmiştir. 
Çalışmada kontrol suşları olarak C. albicans ATCC 
90028, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 
6258 ve C. glabrata ATCC 90030 kullanılmıştır.

BULGULAR

Çalışmaya alınan 83 C. glabrata suşunun 65’i vajinal 
örnekten, 10’u kandan, dördü idrardan, ikisi pü ve 
ikisi ağız içi sürüntü örneğinden izole edilmiştir. 
Kandan ve vajinal örnekten izole edilen iki (%2,4) 
suşun biyofilm oluşturduğu görülmüştür (Resim 2). 

Resim 2. Seçilmiş suşlarda biyofilm oluşumu (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 suşları; diğer kuyucuklar: Biyofilm negatif C. glab-
rata suşları).
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C. glabrata suşlarının hiçbirinde SAP, esteraz veya 
fosfolipaz aktivitesi saptanmamıştır.

TARTIŞMA

Candida türlerinin virülans faktörleri ile ilgili çalış-
malar en sık C. albicans suşları üzerinde yapılmıştır. 
Çeşitli çalışmalarda C. albicans suşlarında SAP, fos-
folipaz, esteraz, C. tropicalis suşlarında esteraz, C. 
albicans dışı suşlarda biyofilm oluşumunun yüksek 
oranlarda saptandığı bildirilmiştir(14-19). 

Çalışmamızda C. glabrata suşlarında SAP, esteraz, 
fosfolipaz oluşturan suşa rastlanmazken iki suşun 
biyofilm oluşum testi pozitif bulunmuştur. Literatürde 
C. glabrata ile ilişkili olabilecek virülans faktörleri-
nin araştırıldığı az sayıda çalışma bulunmaktadır. 
Shin ve ark.’nın (20) 61 C. glabrata suşunda biyofilm 
oluşumunu araştırdığı çalışma dışında ulaşabildiği-
miz çalışmalarda suş sayısı oldukça düşüktür (15 ve 
altında). Bu durum sonuçlarımızı karşılaştırma olana-
ğımızı sınırlamakla birlikte, literatürde benzer çalış-
malar incelendiğinde bu dört test ile ilgili farklı 
sonuçların alındığı görülmektedir. Akbaş ve ark. (21) 
çeşitli klinik örneklerden izole ettikleri 11 kökenin 
ikisinde SAP aktivitesi saptamıştır. Cevahir ve ark. 
(22) çeşitli örneklerden izole edilen dokuz C. glabrata 
suşundan beşinin biyofilm oluşturduğunu (glukozlu 
kongo kırmızılı agarda alınan sonuç) bildirmiştir. 
Öksüz ve ark. (23) sağlıklı yetişkinlerin farklı anatomik 
bölgelerinden izole edilen dokuz suştan birinde pro-
teinaz aktivitesinin bulunduğunu, fosfolipaz pozitif 
suş saptamadıklarını bildirmiştir. Kumar ve ark. (24) 
solunum yolundan izole edilen 22 C. glabrata suşu-
nun tümünde SAP aktivitesi saptadıklarını, suşların 
12’sinde fosfolipaz aktivitesi bulunduğunu bildirmiş-
lerdir. Slifkin ve ark. (10) 15 C. glabrata suşunda este-
raz aktivitesini saptamadıklarını bildirmişlerdir. Shin 
ve ark. (20) çeşitli klinik örneklerden izole edilen 61 C. 
glabrata suşunda biyofilm oluşturma oranını %28 
olarak saptamışlardır.

Sonuç olarak, çalışmamızda SAP, esteraz ve fosfoli-
paz aktivitesi olan suşlara rastlanmamış, bu türün 
virülans faktörlerini aydınlatabilmek için yapılacak 
kapsamlı çalışmalara gereksinim duyulduğu düşünül-

müştür.

TEŞEKKÜR: Çalışmamızda kullandığımız besiyer-
lerinin hazırlanmasındaki yardımlarından dolayı 
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ederiz.
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