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Candida Tirlerinde Salgisal Asid Proteinaz Varliginin
Arastirilmasi

Efsun Akbasg, Nilgiin Karabicak, Engin Giivener

Ozet: Bu galigmada Candida cinsinden mayalarm salgisal asid proteinaz (SAP} aktiviteleri incelenmistir, Caligma iki agnmal
alarak planlanmugiir. Mk aganada, gesitli klinik draeklerden infeksiyon etkeni olavak izole edilen 108 Candida izolatunn proteinaz
aktiviteleri aragtirinugtir. Tiirlere géire SAP aktivitelerinin oranlars, C.albicans'ta 54(73, C.parapsilosis'te 5/7, C.tropicalis'te 4/8 ve
C. (Torulopsis) glabrata'da 2/11 olarak saptammgtir, Ikinci asmmnada ise, klinik Grnelderden izole edilen 73 C. albicans sugu ile
saghikly bireylerin bogaz ve digki draeklerinden normal flora elemam olarak izole edilen 34 C.albicans sugunun proteinaz
aktiviteleri kargilagtirtlimg; klinik izolatlarn % 73.9'undq, kontrol grubunun do % 29.4'%nde SAP aktivitesi giisterilmigtir, Aradaki
fark x2 testi ile istatistiksel olarak anlamis bultwnmgtur (p<0.001).

Anahtar Sézciiller: Candida, asid profeinaz.

Summary: Secrefory acid proteinase actwity in Candida spp. In this study, secretory acid proteinase (SAP) activities of Candidn specics
are examined. The study was planned at two steps, At the first step, 108 Candidn isolates, which were isolated from different clinical specimens,
were investignted for their proteinnse activitivs, The SAP activity rates were found as C.albicans 54/73, C.parapsitosis 57, C.tropicalis 4/8, C.
(Torulopsis) ginbratn 2{11, At the sccond step, proteinase activity rates were compared beiween 73 isolates of Coatbicans that isolated from clinical

specimens and 34 isolates of C.albicans that isolated from feces and throat samples of healthy people. Wiile the SAP activity rate of clinical
isulates was found 73.9%, if was 29.4% in the control group. There was a significant difference bekween them statistically with ¥ test

{p<G.001).
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Giris

Firsatg: bir patojen olan Candida (Bzellllikle C.albicans) ile
ilk karsilasma, dofum kanalindan gecerken olmakta ve bu mik-
roorganizma gastrointestinal sistem ve vagina epiteli gibi muko-
zal yilzeylerin mikrobiyal florasinda, bazen majér dye olarak
yasam boyu kolonizasyon gisterebilmektedir. Infeksiyonlarmin
cogu endojen orijinli olup patogenezde konak savunma sistem-
lerinin voltindin yam siwra Cendida'ya ait virillans faktSrlerinin
dnemi de vurgulanmaktadic (1,2). Candida proteinaz aktivitesi-
nin patojenitedeki rolil ile iigili olarak bugtine kadar bircok arag-
trma pergeklestirilmistir (3-3). Ancak bu polansiyel patojen
canhlartn nasi olup da kolonizasyondan invazyon agamasina
gectigi, hangi mekanizmalarta konakta hasara yol agtih, salgi-
sal asid proteinazlarin virtilansm ne kadarindan sorumlu oldugu-
na duir sorular halen yeterince yanurtlanmamigtir, Ulkemizde ise
son birkag yildir ilgi duyulan bu konuda heniiz ¢ok az galisma
vardr. Araghrmarmmzda klinik drneklerinden izole ettigimiz de-
gisik tiirde mayalarin proteinaz aktivitelerinin diizeyini ve nor-
mal flora lyesi olarak bulunan C.albicans izolatlarnin proie-
inaz aktivitelerinin klinik izolatlarinkinden farkli olup olmadigi-
nt sapiamay! amacladik,

Yintemler

Bu caligmaya, semptomatik bireylerin vagina, idrar, beyin-
omurilik sivis1 (BOS), apse gibi gesitli klinik 8rnekierinden in-
feksiyon etkeni olarak izole edilen 108 mays izolau ile kontrol

Refik Saydam Hifzissithha Merkezi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobi-
yoloji Bolimil, Ankara

XXVH, Tiirk Mikrobiyvoleji Kongresi (7-10 Mayws 1996, Antalya)'nde
hildirilmigiir.

grubu olarak saglhkl bireylerden digkt ve bogaz floralarndan
izole edilen 34 C.albicans izolah dahil edilmigtir. Kontrol susu
olarak Prof, R. Riichel (Gattingen Oniversitesi, Almanya)'den
saglanan ve gilclll proteolitik aktivitesi olan C.albicans CB3
2730 kullamlmgor.

{1k olarak, tiim izolatlar Tween 80/Carn-Meal Agar'da ilre-
me &zelligi ve klamidospor olugumu, sikloheksimidli Saboura-
ud Dekstroz Agar (SDA)'da lireme, germ tiibil olusturma, fer-
mantasyon ve asimilasyon deneyleri gibi konvansiyonel metod-
lar ve gerektifinde API20C (bioMerieux,Vitek Inc., Missouri)
kullamlarak idantifiye edilmistir. Ardindan, orijinaf olarak Rijc-
hel ve arkadaglar (3)'min tanimladif) yontem esas ahnmis; sal-
msal proteinaz aktivitelerinin sifir serum albilmini igeren agar
besiyerinde gdsterilmesi amaglanmistir. Her Candida izolatimn
SDA'daki 24 saatlik taze pasajindan bir koloni, % | maya 8zii-
tti , % 2 pepton ve % 2 dekstroz igeren 5 ml YEPD siv1 besiye-
ring inckille edilmistir ve 30°C'de bir gece inkiibasyona ahn-
mgtir. SAP aktivitesinin gosterilmesinde kullamlan Yeast Car-
bon Base-Bovine Serum Albumin Agar (YCB-BSA); 11.7 gr
YCB (Difco), 0.1 gr maya dziltil 60 ml distile suda eritilmek su-
retiyle, 40 ml BSA (Difco) eklenip pH S'%e ayarlanarak stok so-
liisyon seklinde hazirlanmig, membran filtreden (0.22 pm, Sar-
torius, Germany) siizillerek sterilize edilmistir. Agar (% 2ik)
ayrica hazirfamp kapakl tiplere 18'er ml duitilarak otoklavlan-
mig ve saklanmugtir, Caliyma sirasinda 2 ml stok BSA-YCB, ste-
ril Petri kutulanna, eritilip 53°C'ye sofutulan agarla birlikte do-
kiflerek karighrilmig, katagtiktan sonra her plaga 4'er adel 6
mm gapinda kagat diskler (Whatman No, 17 ) yerlegtirilmigtir,
YEPD besiyerinde bir gece inkitbe edilmis olan maya siispansi-
yonlari, 106 hiicre/m! olacak sekilde ayarlanip otomatik pipetle
20} pl miktarlarda disklere emdirilmigtir. Plaklar 30°C'de 6 giin
inkiibe edildikten sonra metanol (45 mi), asetik asid (10 ml},
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ablo 1. KHnik Orneklerden izole Ettigimiz Candida Tilrlerinin Dagiimi ve Proteinaz Aktiviteler|

~

Kiinlk Orneklesin Dagilim Proteinaz Aktivitesi
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Resim 1, Henlz ekim yapibnamis bir BSA plaginin ve amidob-

lack boyasi He boyanmg BSA'da bir Candida albicans Izola-
tinn protealitik aktivitesinin gériindma.

distile su (45 mi) ve amidoblack boyas: (0.6 gr) iceren protein
boyama ¢tizeltisi ile 5 dakika siire ile boyanmigtr. Boyamanin
ardindan, 8nce amidoblack igermeyen asetik asidli sollisyonla
ve sonra ¢esme suyuyla plaklar 5-10 kez yikanmigtir. Boyama
ve yikama iglemleri sonucunda, BSA agar besiyerinde disklerin
gevresinde proteinlerin lizise ufradig alanlanin boya almayarak
sefiaflagmas beklenmekiedir, Bu alanlar kalitatif olarak tamm-
landifinda, lizis zonu yok ise, SAP aktivitesi negatif; disk gev-
resinde 1-2 mm alanda lizis zonu varsa, oria derecede (+) pro-
teolitik aktivite; disk cevresinde 3-5 mm alanda lizis zonu var-
s, kuvvethi (++) proteolitik akiivite olarak degerlendirilmigtir
(Resim 1).

Tkinci agamada ise, klinik &meklerden ve normal flaradan
izole edilen C.albicans suglanimn SAP aktiviteleri arasinda fark-
hiltk olup olmadif irdelenmistir. Senuglar istatistiksel olarak x2
testi ile deferlendirilmigtir, '

Sonuglar :

Candida suglarimn izole edildikleri klinik Srmeklere ve pro-
leinaz aktivitelerine gove dagilimlar Tablo 1'de dzetlenmigtir.
108 maya, C.albicans (n=73), C.glabrata (n=11), C.tropicalis
(n=8), C.parapsilosis (n=7), C pseudotropicalis (n=5), C.krusei
(n=3) ve C.zeylanoides (n=1) olarak tiplendirilmistir. Proteoli-
tik aktivite agisindan referans sus CBS2730 C.albicans ile kar-
gilagirmah calisma sonucunda ise C.albicans suglarinin 34'inde
(54/73), C.glabrata suglanmn ikisinde (2/11), C.trapicalis sus-

larinin dérdiinde (4/8) ve C.parapsilosis suslarinin beginde (5/7)
proteinaz aktivitesi saptanmgtr, C.pseudotropicalis, C.zeyla-
naoides ve C.krusei suglarinda ise proteinaz sktivitesi gsterile-
memigtir. Bulgularimiz, diger araghrmacalarin bulgular: ile bir-
likte Tablo 2'de bzetlenmigtir.

Aynca safhikh bireylerin bogaz ve digk Srneklerinden flo-
ra eleman olarak izole edilen 34 C.albicans sugu, proteinnz ak-
tivilesi  ybniinden incelendiginde bu grupta suslarn %
29.4'iiniln (10/34) orta derecede protealitik oldugu giizlenmistir.
Klinik izolatlanmizda ise bu oran % 73.9 olup »2 testi ile fark
istatistiksel olarak anlamh bulunmugtur (p<0.001) (Tabio 3).

Irdeleme

Proteinaz enzim sekresyonu, 1960ann ortalarindan bu ya-
na bilinmekie birlikte son yillarda Candida virilansinda rolil ol-
dugu ditglintildiigtinden Bnemi artmistir (4,5). Candida SAP'la-
ninin in vitro gartlarda gisterilmesi ile ilgili olarak pek cok yon-
tem geligmistir. Proteinazin ortaya gikanlabilmesi igin 8neelik-
le ortamda indiikleyici bir nitrojen kaynagh bulunmas: gerekli-
dir. Bu amacla sifiir serum albllmini, ovalbiimin, kazein, keratin
gibi maddeler igeren besiyerleri kullanilmigtir (3,7-9). Biititn bu
maddeler SAP'larin substrat1 olarak bilinmekle birlikte galisma-
larda en ¢ok sifir serum albiiminli agar tercih edilmektedir. -
Candida'lanm SAP iiretimleri igin siv1 besiyerlerinde de ¢alisil-

. mugtir (7,10,11), Kantitatif Slgtimler i¢in daha uygun olmasma

ragmen enzimin kolayca etkinliini kaybetmesi ve zaman za-
man duyarhhk sapmalun olmasi gibi pratik sorunlar vardir
(7,10). Ote yandan BSA igeren kah ve s1v1 hesiyerleri gegitli ga-
ligmalarda birlikte kullamilmg, bu iki yontem arasinda nyum-
suzluk bildirilmemigtir (5,7,10,12). Uygulama kolaylif1 ve en-
zim varhifimn somut olarak gosterilebilmesi ag1smndan bu guhg-
mada da BSA agarda proteinaz saptama yéintemi kullaniimugtr,
Klinik &rnekierden Candida tiirlerinin izolasyon sikhklarn
incelendiginde, Almanya'da yapilan bir galismada basta % 81.3
ile C.albicans olmak iizere, onu sirastyla Ctropicalis (% 8.3),
C.glabrata (% 4.4), C.krusei (% 2.8), C.pseudotropicalis (%
0.8), C.parapsilosis(% 0.4) izlemektedir. Difier Avrupa iilkeler
ve Kuzey Amerika'da da benzer dagilimlar gérillmektedir (7).
Caligmamizda da klinik Srneklerden en sik izole edilen tiir C.al-
bicans (% 67.5) olmugtur. C.albicansh swrasiyla C.glabrata (%
10.1), C.rropicalis (% 7.4) ve C. parapsilosis (% 6.4) izlemek-
tedir (Tablo I}. SAP enzimi, insanda firsatg1 patojen olarak sik-
likla izole edilen bu dirt tilr tarafindan olugturulmakta, C.guil-
lermondi suglarnda da ancak inkiibasyon siiresinin uzatilmasiy- .
Ia tespit edilmektedir (7,10). Cahigmamzzdn, 73 C.albicans sugu-
nun 54'iinde (% 73.9) SAP varhf: ghisterilmigtir. Caliymamizda
proteinaz aktivilesi saptanan C.albicans suglarimin - 10'unda,
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/ Tablo 2. Dagisik Aragtirmalarda Bildirilen Candida Tiirlerlnin SAP Pozitifltk Oranfaninin (%) Karsilagtirdmasi

~

Riichel” Chakrabartl et al. 8 Ergin ve Kugtimur't Gerikglaglu Bu galisma
ve Alagam?3
Tiir {zolat %) izolat (%) izolat (%} izolat (%) izolat %)
C.albizans 103 i) 297 (61) 51 ¢ (49) 75 (87) 73 {74)
C.parapsilosis " (72} 9 (88} - - 7 (0} 7 {71}
C.iropicalis - - 37 (B1) - - 15 (53) 8 {50)
C.glabrata 17 0} 10 {60) - - 2 {100) 1. {19
C.krusel 17 o) 7 {57) - . 7 ] 3 {0}
\ C.pseudatropicalls N (0 - - - - 15 (33) 5 (o) /

/Tabln 3. Kiinik Orneklerden ve Floradan izole Edilen \\
C.albicans Suglarinin SAP Aktivitelerinin Kargilagtiriimasi

Proteinaz-Pozitif Suglar (%)
Kiinik izofatlar {n=73} 54 (73.9) *
- Flora izolallan  (n=34) 10 (29.4) +

\w.nm )

C.tropicalis suglarmmn ikisinde ve C.glabrata suglarinm birinde
SAP aktivitesi, referans sus ile paralel bulunup "kuvvetli prote-
olitik" olarak olarak degierlendirilmigtir (Tablo 1). Yedi C.pa-
rapsilosis izolatindan begi de orta derecede proteolitik bulun-
mugtur. Klinik 8rneklerden ikinci sikhkta izole ettifimiz
C.glabrata'mn SAP akiivitesi ise diigiik oranda (2/11) saptun-
mustr. C.pseudotrapicalis, C.krusei, C zeylanoides izolatiarimi-
zin ise higbirinde SAP aktivitesi giizlenmemigtir. Bu McDonald
(10), Riichel (7), ve Cerikcioglu ve Alagam (13)mm ¢ahymala-
ryla uyumlu géritnmektedir. Farkl1 olarak Chakrabarti ve ara-
kadaglan (6), yedi C.krusei susunun dirdiinde proteinaz aktivi-
* tesi bildirmigtir (Tablo 2).

Bu caligmada, ilging olarak C.zeylanoides, dermatofitoz
benzeri bir tabloda el dert kazintis: Groeginden izole edilmigtir.
Stz konusu izolatin BSA agarda proteolitik aktivitesi gtisterile-
memekle birlikte substrati keratin olan bir proteinazimin bulun-
ma olasilifn akla gelmektedir. Ancak konu ile ilgili bir yayina
rastianmarmsgtir.

Alt ve itst solunum yolu infeksiyonlari, diyare ve vulvovaji-
nal kandidiyazda izole edilen Candida tirlerinde patojenite-ko-
mensalizm ayrum yapmak giictiir. Bu konuda yapilan bir galig-
mada vulvovajinal kandidiyazda hasta izolatlarmin tagiyicilara
giire istatistiksel olarak anlamh bir farkla yiiksek oranda prote-
olitik aktiviteye sahip olduklan bulunmugtur (5). Chakrabarti ve
arkadaglar {6) ise semptomatik olpulana balgam, bogaz, diglka
ve idrar Srneklerinden izole edilen Candida'lann, ssemptoma-
tiklere gtire istatistiksel olarak anlamh bir farkla yitksek oranda
proteinaz aktivitesi giisterdifini saptamighr. Bu caligymada da,
saflikl1 bireylerin bogaz ve barsak florasindan izole edilen C.al-
bicans suglan ile klinik Srneklerden infeksiyon etkeni olarak
izole edilen C.albicany suglarmin proteinaz aktiviteleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark oldugu dikkati cekmektedir
{p<0.001). (Tabio 3). Caligmarmzda klinik orijinli C.albicans
suglarinin yitksek oranda proteolitik aktivite gistermesi ve ko-
mensal C.albicans izolattar ile aralarinde proteolitik aktivite
agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmas:, konu
ile ilgili yapilan caligmalan destekler niteliktedir.

Dilnyadaki benzer galigmalarda proteclitik aktivitenin tiirler

arasmnda dagilimm inceledigimizde, klinik trneklerden yilksek

sikhikla izole edilen tirlerin aym zamanda yliksek oranda prote-
inaz aktivitesine sahip olduklar anlagiimaktadir. Bu ilging para-
lellik, sekretuar asid proteinazlar: olan tiirlerin infeksiyona neden
olma ganstmin arimasiyla ilgili olabilecegi gibi, tilrlerin izolasyon
sikl1p1 SAP'larmn gsterilebilme olasthim da belirliyor olabilir.

Bakteriyolojiden farki: olarak klinik mikolojinin dnilndeki
en Snemli sorunlardan biri, izole edilen mantann, hangi Slgiit-
ler temel alinarak patojen kabul edilecegidir. Bu nedenledir ki,
fungusun davramglari ve patogenezle ilgili mekanizmalarin an-
lasilmasina dbnitk aragtirmalar, aym zamunda patojen-saprofit
ayrimini yapabilme umudunu da tapimaktacir. Loboratuvarda
Candida SAP aktivitesinin kolayca gdsterilebilir olugu, baglan-
picta bu umudu desteklemigse de, konu ile ilgili daha ileri calig-
malara gereksinim bulunmaktadar.
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