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ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, kan ve oral kavite örneklerinden soyutlanan Candida albicans suşlarında, 
konak hücre membranlarındaki fosfolipitleri parçalayan fosfolipaz B1, B2, C1 ve D1 aktivitesinin 
incelenmesi ve grup farklılıklarının araştırılması amaçlandı.
Yöntem: Suşların fosfolipaz aktivitesi, plak yöntemi ve ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi 
(RT-PZT) ile araştırıldı.
Bulgular: Plak yöntemi ile kan ve oral kavite suşlarının sırasıyla 26 (%86.7) ve 24’ünde (%80.0) 
fosfolipaz aktivitesi belirlendi. Grupların fosfolipaz olumluluk oranları karşılaştırıldığında, anlamlı 
bir fark gözlenmedi (χ2=0.48; p=0.49) ancak Pz ortalamaları (0.6138±0.9823, 0.6988±0.9910) 
arasında anlamlı bir fark saptandı (p=0.007). RT-PZT ile kan ve oral izolatların tümünde (%100) 
PLB1, sırasıyla 29 (%96.7) ve 30 (%100.0)’unda PLB2, 27 (%90.0)’si ve 22 (%73.3)’sinde PLC1, 27 
(%90.0) ve 21 (%70.0)’inde ise PLD1 ekspresyonu belirlendi. PLB1 ekspresyonu açısından iki grup 
arasında anlamlı bir fark saptanmazken (t=-0.307; p=0.760), PLB2 ekspresyonu kan izolatlarında 
anlamlı derecede yüksek bulundu (p=0.043). PLC1 ekspresyon düzeyi oral suşlarda anlamlı 
derecede yüksek (p<0.001) saptanırken, PLD1 ekspresyonu açısından iki grup arasında istatistiksel 
fark izlenmedi (p=0.732). PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyonunun fenotipik yöntemle sırasıyla 
%100, %81.7, %71.6 ve %76.7 oranlarında; tüm genlerin ekspresyonu dikkate alındığında da 
%83.3 uyumlu olduğu görüldü. Pz değerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon düzeyleri arasında 
bir korelasyon saptanmadı (sırasıyla p=0.602; p=0.555; p=0.241; p=0.096).
Sonuç: Çalışmamıza alınan C. albicans izolatlarında yüksek oranlarda fosfolipaz aktivitesinin 
belirlenmesi, bu enzimlerin üretiminin virulans açısından önemli bir rol oynadığını desteklemekte 
olup, bulgularımız doğrultusunda PLB2 ve PLC1 enzimlerinin sırasıyla invaziv ve oral enfeksiyonlarda 
daha etkin olduğu söylenebilir, ancak bu konuda daha geniş kapsamlı çalışmalara gereksinim söz 
konusudur.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to investigate and compare the phospholipase B1, B2, 
C1 and D1 activities in C.albicans strains isolated from blood cultures and oral cavity specimens.
Method: Phospholipase activity of the strains was examined by plate method and reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PZT).
Results: Twenty-six (86.7%) strains isolated from blood and 24 (80.0%) from oral cavities revealed 
phospholipase activity by plate method. No statistically significant difference (χ2=0.48; p=0.49) 
was observed between the groups. However statistical difference was determined between the 
mean Pz values (0.6138±0.9823; 0.6988±0.9910) (p=0.007). PLB1 expression was detected in all 
(100%), PLB2 in 29 (96.7%) and 30 (100.0%), PLC1 in 27 (90%) and 22 (73.3%), PLD1 in 27 (90.0%) 
and 21 (70.0%) of blood and oral strains, respectively. While no significant difference was 
detected between PLB1 expression values of the groups (t=-0.307; p=0.760), PLB2 and PLC1 
expressions were found to be significantly higher in blood (p=0.043) and oral cavity  isolates 
(p<0.001), respectively. No difference was observed between PLD1 expressions (p=0.732). PLB1, 
PLB2, PLC1 and PLD1 expressions were 100%, 81.7%, 71.6% and 76.7% in agreement with the 
plate method. The agreement was 83.3% when all the phospholipase genes were considered. No 
correlation was detected between the Pz values and phospholipase expressions (p=0.602; 
p=0.555; p=0.241; p=0,096, respectively).
Conclusion: The high rates of phospholipase activity of the C.albicans isolates in our study, 
support the important roles of these enzymes in virulence. Our results may indicate that 
phospholipase enzymes encoded by PLB2 and PLC1 genes play more important roles for invasive 
and oral cavity infections, respectively; however large scale studies are needed on this issue.
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GİRİŞ

Candida türleri insanlarda önemli fırsatçı enfeksiyon-

lara yol açmakta olup, son yıllarda Candida kaynaklı 

enfeksiyonlarda ciddi bir artış izlenmiştir. Yoğun 

bakım ünitelerinde yüksek ölüm oranlarının görüldü-

ğü hastane kökenli kan dolaşımı enfeksiyonlarının 

%15’inin Candida türlerinden kaynaklandığı rapor 

edilmiş ve en sık izole edilen tür C. albicans olarak 

bildirilmiştir(1). Deri/mukoza bütünlüğünün bozulma-

sı sonucu Candida hücreleri, kana epitel hücrelerin-

den penetrasyon ile girebilir ya da kateter, sonda gibi 

tıbbi aletlerin üzerinde oluşan biyofilmden yayılabilir. 

Kan yoluyla ise bütün organların enfekte olabildiği 

bilinmektedir(2). Bu tabloların oluşumunda, konak 

savunması ve zemin hazırlayan durumlar yanında 

Candida türlerinin virulans faktörleri de önemli rol 

oynamaktadır. C. albicans için tanımlanan virulans 

faktörleri; adherans, biyofilm üretimi, fenotipik deği-

şim, hücre yüzey fobisitesi, hücre duvar yapısı, side-

roforları kullanma yeteneği, yalancı hif-hif-çimlenme 

borusu oluşumu, moleküler benzeme, fosfolipaz ve 

proteinaz gibi ekstrasellüler hidrolitik enzimlerin üre-

timi olarak sıralanabilir(3). C. albicans’ta fosfolipaz A 

(PLA), B (PLB), C (PLC), D (PLD), lisofosfolipaz ve liso-

fosfolipaz transaçilaz olmak üzere altı farklı fosfolipaz 

enzimi tanımlanmıştır(4). Fosfolipaz enzimi, hücre 

membran yapısında bulunan gliserofosfolipitlerin 

ester bağlarını hidrolize ederek, hücreleri lizise uğra-

tır, doku invazyonuna neden olur. Bunun yanında, 

hücrenin yüzey özelliklerini değiştirerek enfeksiyo-

nun başlangıcı olan adheransa olanak sağlar(1). 

Fosfolipaz B’nin hidrolaz ve transaçilaz aktivitesi 

bulunmakta olup, hidrolaz aktivitesi enzimin yağ asit-

lerini hem fosfolipitlerden hem de lizofosfolipitler-

den ayırmasına neden olurken, transaçilaz aktivitesi 

enzimin serbest bir yağ asidini bir lizofosfolipite akta-

rarak fosfolipit üretmesine yol açmaktadır(5). 

Fosfolipaz C, fosfotidilkolini ve özgün grup olan fosfo-

inosititi parçalar. Bu tepkime, ökaryot hücrelerin 

plazma membranındaki reseptörlerle ilişkili sinyal 

iletiminde önemlidir. Bu aktivasyon, hücre fonksiyon-

ları için önemli olan Ca+2 iyonlarının bağırsaktan ser-

best bırakılmasına ve protein kinaz C’nin aktivasyo-

nunu sağlayan 1.2-diaçilgliseritin açığa çıkmasına yol 

açar ki bu salgılama, hücre büyümesi ve üreme gibi 

hücresel aktiviteler için zorunlu bir eylemdir(4). 

Fosfolipaz D, fosfatidik asit ve kolin üretimini sağlar. 

PLD geni hem memeli hem de funguslar tarafından 

kodlanmakta olup, bu enzimin funguslarda mayozun 

gerçekleşebilmesi için zorunlu olduğu bildirilmiştir(5). 

Ekstrasellüler fosfolipazın C. albicans’ın neden 

olduğu hematojen enfeksiyonların patogenezinde 

önemli olduğu, yüksek fosfolipaz aktitivitesi gösteren 

izolatların düşük aktivitelilere göre 5.6 kat daha 

öldürücü olduğu saptanmıştır(6). Farelerde yapılan 

başka bir çalışmada, yüksek ekstrasellüler fosfolipaz 

aktivitesine sahip C. albicans hücrelerinin, düşük 

aktivite gösterenlere göre oral epitel hücrelerine 

adheransta ve fareleri öldürme yeteneğinde daha 

etkili olduğu belirlenmiştir(7). 

Çalışmamızda, kan kültüründen ve oral kavite 

örneklerinden soyutlanan C. albicans izolatlarının 

standart plak yöntemi ile fosfolipaz aktivitesinin 

incelenmesi, her iki grup izolatta en sık üretilen 

fosfolipaz enzimleri olan fosfolipaz B1, B2, C ve D’nin 

ekspresyon düzeylerinin ters transkriptaz polimeraz 

zincir tepkimesi (RT-PZT) yöntemi ile araştırılması ve 

gruplar için elde edilen sonuçların karşılaştırılması 

hedeflenmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Girişimsel 

Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 

10.09.2015 tarih ve 2242-GOA protokol numaralı 

2015/21-24 karar numarası ile onaylanmıştır.

Candida suşları: 01.10.2014-01.12.2015 tarihleri 

arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi Mikoloji 

laboratuvarında kan kültürü (n=30) ve oral kavite 

örneklerinden (n=30) soyutlanan toplam 60 adet 

C. albicans izolatı çalışmaya alındı. Plak ve RT-PZT 

yöntemlerinde pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 

90028, plak yönteminde negatif kontrol olarak ise 

önceki çalışmalarımızda fosfolipaz aktivitesi nega-
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tif olarak saptanan bir C. albicans izolatı (1519 

No.lu izolat) kullanıldı. 

Candida albicans izolatları çimlenme borusu deneyi, 

mısır unu tween 80 agar ve CHROMagarTM Candida 

(CHROMagar) besiyerlerindeki görünüm ve morfolo-

jileri ile API 20C AUX (BioMérieux SA) kullanılarak 

identifiye edildi. Soyutlanan izolatlar %50 gliserollü 

beyin kalp infüzyon sıvı besiyerinde stoklanarak 

-80ºC’de saklandı. Daha sonra tüm izolatlar aynı 

anda açılıp, Sabouraud dekstroz agara (SDA) pasajla-

narak canlandırıldı ve fosfolipaz aktivitesi araştırıldı.

Fosfolipaz Aktivitesinin Yumurta Sarılı Besiyerinde Plak 

Yöntemi ile Araştırılması: Bu amaçla Samaranayake ve 

ark.(8) tarafından modifiye edilen Price ve ark.(9)’nın 

plak yöntemi uygulandı. Besiyeri olarak 0.005 M kalsi-

yum klorür, 1 M sodyum klorür ve %8 steril yumurta 

sarısı eklenmiş SDA kullanıldı. SDA besiyerinde üreyen 

24 saatlik Candida kolonilerinden Mc Farland 1’e 

uygun bulanıklıkta süspansiyonlar hazırlandı ve 10’ar 

µl inoküle edildi. Plaklar 30ºC’de nemli ortamda dört 

gün bekletildi ve koloni çevresinde oluşan presipitas-

yon zonları kör olarak iki kişi tarafından ölçülerek pre-

sipitasyon aktivitesini gösteren Pz değerleri aşağıdaki 

formüle göre hesaplandı.

Pz değeri = Koloni çapı / Presipitasyon zonu çapı

Pz değeri 1.00’a eşit ise izolat fosfolipaz negatif, 

1.00’dan küçük ise pozitif olarak kabul edildi.

Fosfolipaz Aktivitesinin Multipleks Polimeraz Zincir 

Tepkimesi (PZT) ve Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir 

Tepkimesi (RT-PZT) ile Belirlenmesi: Candida izolatla-

rı YPD besiyerinde 16 saat 37ºC ve 150 rpm’de inkü-

be edildi. Kültür 500 g’de santrifüj edildikten sonra 

oluşan pelletten RNA izolasyon kiti (YeaStarTM RNA 

Kit R1002- Zymo Research) kullanılarak, üretici firma-

nın önerileri doğrultusunda total RNA ekstraksiyonu 

yapıldı. Standardizasyon aşamasında ekstrakte edi-

len total RNA miktarları Nanadrop 2000 Thermo 

Scientific G118 cihazı ile ölçüldü. Elde edilen 

RNA’lardan cDNA sentez kiti (RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit-Thermo Scientific) kullanılarak 

üretici firmanın önerileri doğrultusunda cDNA sente-

zi yapıldı. Çalışmaya alınan C. albicans izolatlarında 

dört fosfolipaz geni olan PLB1, PLB2, PLC1, PLD1’in 

ekspresyon düzeylerinin araştırılması amacıyla korun-

muş bölgelere özgün sentezlenmiş öncüller(10,11), iç 

mRNA kontrolü olarak ise C. albicans’ın bir “house 

keeping” geni olan ACT1 kullanıldı(12). Her örnek için 

PLB1, PLC1 ve ACT1 öncülleri ile önce multipleks PZT, 

daha sonra ayrı ayrı RT-PZT PLB2 ve PLD1 öncülleri ile 

ise ayrı RT-PZT uygulandı(10,11). 

PLB1 ve PLC1 multipleks PZT amplifikasyonu için 50 

µl toplam hacim içerisinde 5 µl cDNA olacak şekilde 

karışım oranları; 5 µl 5xTuneupTM Solution 

(HelixAmpTM), 0.25 µl HelixAmpTM Taq polimeraz, 2 

µl dNTP “mix” (herbiri 10mM), ikişer µl (10 pmol) 

PLB1, ACT1 ve PLC1 öncülleri (Macrogen) ve 5 µl 10X 

Taq tampon olacak şekilde hazırlandı. Amlifikasyon 

koşulları 94°C’de 5 dakika başlangıç denatürasyonu, 

95°C 40 saniye, 55°C 60 saniye, 72°C 1 dakika olmak 

üzere 35 döngü ve son uzama basamağı için 72°C 7 

dakika şeklinde düzenlenerek gerçekleştirildi. Ayrı 

ayrı PLB1 ve PLC1 RT-PZT amplifikasyonu için 50 µl 

toplam hacim içerisinde 8 µl cDNA olacak şekilde 

karışım oranları; 1 µl 5xTuneupTM Solution 

(HelixAmpTM) ve diğeri aynı multipleks PZT’de kulla-

nıldığı miktarlarda olacak şekilde hazırlandı. 

Amplifikasyon koşulları da yine multipleks PZT için 

uygulandığı gibi kullanıldı. 

PLB2 ve PLD1 RT-PZT amplifikasyon için aynı PLB1 ve 

PLC1 RT-PZT miktarlarındaki gibi yalnızca 1 µl dNTP 

“mix” (her biri 10mM) ve aynı miktarda PLB2, ACT1 

ve PLD1 öncülleri (Macrogen) olacak şekilde hazır-

landı. Amplifikasyon koşulları PLB2, ACT1 RT-PZT için 

95°C’de 5 dakika başlangıç denatürasyonu, 95°C 50 

saniye, 56°C 40 saniye, 72°C 1 dakika olmak üzere 25 

döngü ve son uzama basamağı için 72°C 5 dakika 

şeklinde; PLD1 RT-PZT için ise 95°C’de 5 dakika baş-

langıç denatürasyonu, 95°C 40 saniye, 55°C 40 sani-

ye, 72°C 1 dakika olmak üzere 35 döngü ve son 

uzama basamağı için 72°C 7 dakika şeklinde gerçek-

leştirildi.
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RT-PZT ürünleri, “Gel Red Nucleic Acid” veya 

“Safeview” gel boyası eklenmiş %1.5 agaroz jelde 

yürütülerek Vielber Noulmant görüntüleme cihazın-

da görüntülendi. Her suş için elde edilen jel görüntü-

leri incelendi ve görüntülerin kantitasyonu “Quatity 

One Software” (Biorad) kullanılarak yapıldı. Daha 

sonra dört fosfolipaz geni için elde edilen bant kalın-

lıklarının, iç kontrol olarak kullanılan ACT1 geni ile 

karşılaştırılarak normalizasyonu ve C. albicans ATCC 

90028 ile karşılaştırılması yapıldı.

İstatiksel Analiz: Kan kültürü ve oral kavite örnekle-

rinden soyutlanan C. albicans izolatları için plak yön-

temi ile belirlenen fosfolipaz olumluluk oranları c2, 

her iki grubun ortalama Pz değerleri ise Mann 

Whitney U (SPSS versiyon 22.0) testi; Pz değerleri ile 

RT-PZT sonucunda elde edilen PLB1, PLB2, PLC1 ve 

PLD1 ekspresyon düzeyleri Mann Whitney U ve t test 

yöntemleri kullanılarak karşılaştırıldı. Bunun yanında, 

genlerin ekspresyonu ile fenotipik plak yöntemi ile 

saptanan fosfolipaz pozitifliği arasında % uyum ve Pz 

değerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon düzey-

leri arasındaki korelasyon, Spearman korelasyon testi 

ile incelendi (SPSS versiyon 22.0).

BULGULAR

Plak Yönteminin Bulguları: Araştırmamıza alınan tüm 

C. albicans izolatlarının 50 tanesi (%83.3) fosfolipaz 

olumlu olarak belirlendi. Fosfolipaz aktivitesi saptanan 

ve saptanmayan C. albicans izolatlarının yumurta sarı-

lı SDA’da oluşturdukları koloni ve etrafındaki presipi-

tasyon zonlarının görünümü Şekil 1’de gösterilmiştir.

Plak yöntemi ile kan kültürlerinden soyutlanan izo-

latların 26’sında (%86.7), oral kavite örneklerinden 

elde edilen izolatların 24’ünde (%80.0) fosfolipaz 

aktivitesi saptandı (Tablo 1). Gruplar arasında fosfoli-

paz olumluluk oranları karşılaştırıldığında anlamlı bir 

fark gözlenmedi (x2=0.48; p=0.49). 

Her iki grupta yer alan fosfolipaz pozitif izolatların plak 

yöntemi ile belirlenen en küçük, en büyük, ortalama 

ve ortanca Pz değerleri Tablo 2’de gösterildi.

Oral kaviteden soyutlanan C. albicans izolatlarının 

ortalama Pz değeri 0.6988±0.9910 iken; kan 

kültüründen soyutlanan izolatlarda bu değer 

0.6138±0.9823 olarak bulundu. Kan ve oral kavite 

izolatlarının Pz ortalamaları arasında anlamlı bir fark 

saptandı (Mann Whitney U=173.500; p=0.007).

RT-PZT Bulguları: Multipleks PZT yöntemi ile çalışılan 

kan ve oral izolatların tümünde (%100) PLB1 ve sıra-

sıyla 14 (%23.3) ve 9’unda (%15.0) PLC1 ekspresyonu 

belirlendi (Şekil 2). Bu yöntemin görüntülerinde PLC1 

bantlarındaki netlik sorunu nedeni ile daha net bant-

Şekil 1. Çalışılan üç fosfolipaz olumlu, bir olumsuz (sol üst) 
Candida albicans izolatının yumurta sarılı agarda koloni ve presi-
pitasyon zonlarının görünümü.

Tablo 1. Çalışmaya alınan kan ve oral kavite Candida albicans 
izolatlarının fosfolipaz sonuçları.

Candida 
albicans

Kan
Oral kavite

Toplam 
(n)

30
30

Pozitif izolat sayısı (n) 
ve oranı (%)

26 (86.7)
24 (80.0)

Negatif izolat sayısı (n) 
ve oranı (%)

4 (13.4)
6 (20.0)

Tablo 2. Kan ve oral kavite örneklerinden soyutlanan fosfolipaz 
pozitif Candida albicans izolatlarının plak yöntemi ile belirlenen 
en küçük, en büyük, ortalama ve ortanca Pz değerleri.

En küçük
Ortanca
Ortalama
En büyük

Kan izolatları
Pz değerleri

0.42
0.64

0.67±0.159
0.80

Oral kavite izolatları 
Pz değerleri

0.51
0.70

0.76±0.149
0.89
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lar elde edildiği izlenen ayrı RT-PZT testleri standardi-

ze edilerek, çalışıldı.

Çalışılan kan ve oral izolatların tümünde (%100) 

PLB1, sırasıyla 29 (%96.7) ve 30 (%100.0)’unda PLB2; 

yine sırasıyla grupların 27’si (%90.0) ve 22’sinde 

(%73.3) PLC1, 27 (%90.0) ve 21 (%70.0)’inde ise PLD1 

ekspresyonu belirlendi (Şekil 3, 4, 5).

Kan ve oral kavite izolatlarının PLB1 ekspresyon düze-

yi ortalamaları sırasıyla 0.7643±0.10753 ve 

0.7733±0.11906 olarak saptanmış olup, bu gen eks-

presyonu açısından her iki grup izolat arasında 

anlamlı bir fark izlenmedi (t=-0.307; p=0.760). PLB2 

ekspresyonlarının ortalamaları ise sırasıyla 

0.8024±0.14304 ve 0.7250±0.16950 olarak belirlendi 

ve bu gen düzeyleri kan izolatlarında oral kavite izo-

latlarına göre anlamlı derecede yüksek bulundu 

(Mann Whitney U=301.500; p=0.043). PLC1 geni için 

elde edilen ortalamalar yine bu iki grup açısından 

sırasıyla 0.3015±0.04495 ve 0.3691±0.06858 olarak 

izlenmiş olup, PLC1 ekspresyon düzeyi oral kavite 

izolatlarında, kan izolatlarına göre anlamlı derecede 

Şekil 2. Kan örneklerinden soyutlanan izolatların PLB1, PLC1 ve 
ACT1 gen öncülleri kullanılarak uygulanan multipleks PZT ürünle-
rinin agaroz jel görüntüsü. 
M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 bazçiftlik “DNA 
Ladder”), 515: ACT1 öncülü, 311: PLB1 öncülü 902: PLC1 öncülü, 
ATCC: Pozitif kontrol; “American Type Culture Collection” (ATCC) 
90028 suşu, NK: Negatif kontrol.

Şekil 3. Kan (üstten birinci) ve oral kavite (üstten ikinci ve üçün-
cü) izolatlarına PLB1 ve ACT1 genleri için uygulanan RT-PZT son-
rası elde edilen agaroz jel görüntüsü. 
M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 bazçiftlik “DNA 
Ladder”), 515: ACT1 öncülü, 311: PLB1 öncülü, ATCC: Pozitif kont-
rol; ATCC 90028 suşu, NK: Negatif kontrol. 

yüksek olarak gözlendi (Mann Whitney U=103.500; 

p<0.001). PLD1 ekspresyonu ortalaması ise gruplar 

için sırasıyla 1.1522±0.50434 ve 1.0838±0.43783 

olarak belirlendi. PLD1 ekspresyonu açısından her iki 

grup izolat arasında istatistiksel bir fark saptanmadı 

(Mann Whitney U=267.000; p=0.732).

Araştırmaya alınan suşların PLB1, PLB2, PLC1, PLD1 

genleri için kantitasyonların yapılması sonucunda 

belirlenen sayısal verilerin ACT1’e oranlanarak elde 

edilen normalizasyon değerleri PLB1, PLB2, PLC1 ve 

PLD1 ve kan izolatları için sırasıyla 0.51-1.01; 0.62-
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Şekil 4. Kan (soldaki) ve oral kavite (sağdaki) izolatlarının PLB2 ve PLD1 ile ACT1 RT-PZT ürünlerinin agaroz jelde yürütüldükten sonra elde 
edilen görüntüleri. 
M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 bazçiftlik “DNA Ladder”), 515: ACT1 öncülü, 401: PLB2, 752: PLD1 öncülü, ATCC: Pozitif kontrol; 
ATCC 90028 suşu, NK: Negatif kontrol
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Şekil 5. Kan (soldaki) ve oral kavite (sağdaki) izolatlarının (üstteki ve alttaki) PLC1 ve ACT1 RT-PZT ürünlerinin jel görüntüleri.
M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 baz çiftlik “DNA Ladder”), 515: ACT1 öncülü, 902: PLC1 öncülü, ATCC: Pozitif kontrol; ATCC 90028 
suşu, NK: Negatif kontrol.

1.12; 0.24-0.45 ve 0.32-2.12; oral kavite suşları için 

ise sırasıyla 0.53-1.02; 0.5-1.13; 0.25-0.52 ve 0.36-

1.91 arasında saptandı. Suşların fosfolipaz gen eks-

presyon düzeylerinin C. albicans ATCC 90028 ile kar-

şılaştırması sonucu bulunan değerlerin ortalama ve 

standart sapmaları Tablo 3’te gösterildi.

Araştırılan izolatlarda PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 

ekspresyonunun fenotipik yöntemle sırasıyla 

%100, %81.7, %71.6, %76.7 oranlarında uyumlu 

olduğu görüldü. Pz değerleri ile fosfolipaz genleri-

nin ekspresyon düzeyleri arasında bir korelasyon 

saptanmadı (sırasıyla p=0.602; p=0.555; p=0.241; 

p=0.096). Plak yöntemi ile tüm fosfolipaz genleri-

nin ekspresyonu arasındaki uyum ise %83.3 olarak 

belirlendi.



56

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(1):50-60

TARTIŞMA

Candida türleri, hastane kaynaklı fungal enfeksiyon-

ların yaklaşık %80’inden sorumlu olup, neden olduğu 

sistemik hastalıklardaki ölüm oranları %36-52 olarak 

bildirilmiştir(13,14)
. 

Kandidoz, konak ve maya ile ilişkili faktörlerin etkile-

şimi sonucu oluşmakta olup, Candida türlerinin, 

başta ekzoenzimler olmak üzere birçok virulans fak-

törü ile konak savunmasından kaçarak enfeksiyonu 

baş latabi lme özel l ik ler i  söz  konusudur (15). 

C.  albicans’ın diğer türlerden daha fazla olan adhe-

rans özelliğinin, yüksek oranda fosfolipaz enzimini 

üreterek, dokulara ve hücrelere invazyonunu arttır-

ması nedeni ile olduğu düşünülmektedir(16). 

Çalışmamızda kan ve oral kavite örneklerinden 

soyutlanan C. albicans izolatlarının fosfolipaz akti-

vitesi yumurta sarılı agarın kullanıldığı plak yönte-

mi ile incelenmiş, ayrıca moleküler olarak RT-PZT 

ile fosfolipaz enzimini kodlayan gen bölgeleri araş-

tırılmıştır. 

Araştırmamıza alınan 30 kan kökenli C. albicans izola-

tının 26’sında (%86.7) plak yöntemi ile fosfolipaz 

aktivitesi saptanmış olup, ortalama Pz değeri 

0.6138±0.9823 olarak belirlenmiştir. Çalışmamız ile 

aynı plak yöntemini kullanarak C. albicans izolatların-

da fosfolipaz aktivitesini belirleyen birçok araştırma 

söz konusudur. Bunlardan birinde, Mattei ve ark.(17) 

120 kan kökenli C. albicans izolatının %78’inde, 

Atalay ve ark.(18) C. albicans izolatlarının %88.2’sinde 

fosfolipaz aktivitesi saptamıştır. Mohan ve ark.(19) 37 

izolatın %32.45’inin fosfolipaz aktivitesi gösterdiğini 

ve ortalama Pz değerinin 0.66±0.34 olduğunu bildi-

rilmiştir. Gökçe ve ark.(20)’nın çalışmasında ise, kan-

dan soyutlanan 68 C. albicans izolatının 41 

(%60.3)’inde, De Luca ve ark.(21)’nın araştırmasında 

yine kan kökenli izolatların tümünde (%100) fosfoli-

paz aktivitesi saptanmıştır. Price ve ark.(9); aynı grup 

kökenlerde plak yöntemi ile %55 oranında fosfolipaz 

aktivitesi bulmuştur. Çalışmamızda, kan kökenli izo-

latlar için belirlediğimiz fosfolipaz olumluluk oranı, 

bazı çalışmalardan yüksek(17,19,20), bazılarından ise 

düşüktür(9,21). Verilerimizin bu çalışmalardaki oranla-

ra göre farklı bulunmasının nedeni kateter gibi pre-

dispozan faktörlerin varlığına bakılarak hasta grupla-

rının oluşturulması, özellikle yoğun bakım üniteleri, 

yenidoğan üniteleri ve acil serviste yatan hasta 

örneklerinin çalışmaya dâhil edilmesi ve gruplardaki 

hastaların klinik tabloları olabilir. 

Çalışmamızda 30 oral kavite kökenli C. albicans izola-

tının 24 (%80)’ünde fosfolipaz aktivitesi saptanmış, 

ortalama Pz değeri 0.6988±0.9910 olarak bulunmuş-

tur. Kumar ve ark.(22) HIV pozitif ve kanserli hastaların 

oral mukozalarından izole ettikleri izolatlarda %100 

oranında fosfolipaz aktivitesi saptamıştır. Sanita ve 

ark.(23) oral kandidoz enfeksiyonu olan diyabetik, 

diyabetik olmayan hastalar ve sağlıklı bireylerin oral 

kavite izolatlarında sırası ile %59.4, %82.8 ve %67.3 

oranlarında fosfolipaz aktivitesi belirlemiş olup, orta-

lama Pz değerleri 0.8632±0.093, 0.8385±0.088 ve 

0.9236±0.065 şeklindedir. Kandidemide olduğu gibi 

oral kandidoz enfeksiyonuna zemin hazırlayan fak-

törlerin bulunması fırsatçı C. albicans’ın patojen 

duruma geçişini hızlandırmakta ve fosfolipaz aktivas-

yonunu arttırmaktadır. Koga ve ark.(24) HIV’li olguların 

oral kavite izolatlarında HIV ile enfekte olma duru-

Tablo 3. Çalışmaya alınan izolatların PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyon düzeylerinin C. albicans ATCC 90028 izolatı ile karşılaştırıldığın-
da elde edilen kat değerlerinin ortalama ve standart sapmaları.

Soyutlanan 
Yer

Kan (30)

Oral kavite
(30)

PLB1 ekspresyon 
değerleri

0.52-1.05

0.70-1.33

PLB1 
EKO±SS

0.79±0.11

0.93±0.15

PLB2 ekspresyon 
değerleri

0.64-1.65

0.01-1.93

PLB2 
EKO±SS

1.06±0.33

1.16±0.35

PLC1 ekspresyon 
değerleri

0.35-1.04

0.75-1.33

PLC1 
EKO±SS

0.59±0.31

0.77±0.49

PLD1 ekspresyon 
değerleri

0.23-2.03

0.33-4.44

PLD1 
EKO±SS

0.85±0.53

1.38±1.12

EKO: Ekspresyon kat oranı, SS: Standart sapma
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munun fosfolipaz üretimini arttırdığını vurgulamıştır. 

Bizim oral kavite suşları için bulduğumuz fosfolipaz 

olumluluk oranı Kumar ve ark.(22)’nın çalışmasından 

düşük olup, bunun nedeni izolatların soyutlandığı 

olgularda HIV ile enfekte olma durumunun izolatlar-

daki fosfolipaz üretimini arttırması olabilir. 

Bizimle benzer şekilde kan ve oral kavite izolatlarını 

kapsayan araştırmalarda Costa ve ark.(16) toplam 59 

C. albicans izolatının 52’sinin (%88.1), oral kavite, kan 

ve kateter suşlarının sırasıyla %77.4, %46.6 ve 

%15.4’ünün fosfolipaz aktivitesi gösterdiğini sapta-

mıştır. Bu çalışmada, oral izolatların fosfolipaz olum-

luluk oranı kan/kateterden soyutlanan izolatlara göre 

anlamlı derecede yüksektir (p=0.003). Aynı çalışma-

da, C. albicans izolatlarının soyutlandıkları yer ile 

fosfolipaz olumlulukları arasında anlamlı bir ilişki 

bulunmamıştır. Çalışmamızda, her iki grup izolattaki 

fosfolipaz olumluluk oranları arasında anlamlı bir 

fark belirlenmemiş olup, Costa ve ark.(16) araştırması-

na benzer şekilde izolatların soyutlandıkları yer ile 

fosfolipaz olumlulukları arasında anlamlı bir ilişki 

görülmemiştir (c2=0.48, p=0.49). Öksüz ve ark.(25) 

çeşitli C. albicans izolatlarının %53.08’inde fosfolipaz 

aktivitesi saptamış ve en fazla fosfolipaz aktivitesi 

gösteren grubun oral kavite (%59) olduğunu bildir-

mişlerdir. Mandelblat ve ark.(26) sistemik izolatların 

%100’ünde fosfolipaz pozitifliği elde etmiş olup, 

ortalama Pz değerini 0.548±0.1478 olarak belirler-

ken, mukozal izolatların %90’ında pozitiflik saptamış 

ve ortalama Pz değerini 0.629±0.1468 olarak bul-

muştur. Aynı çalışmada, sistemik izolatlarda anlamlı 

olarak yüksek bir olumluluk belirlenmiştir (p=0.039). 

İbrahim ve ark.(6) C. albicans kan izolatlarının kom-

mensal oral kavite izolatlarına göre daha fazla ekstra-

sellüler fosfolipaz aktivitesi gösterdiğini rapor etmiş-

lerdir. Kan izolatlarımızın fosfolipaz olumluluk oranı, 

oral izolatlara göre istatistiksel olarak anlamlı olma-

masına rağmen daha yüksektir. Bulgularımız, İbrahim 

ve ark.(6) ile Mandelblat ve ark.(26) bulguları ile paralel 

doğrultuda olup, Costa ve ark.(16) ile Öksüz ve ark.(25) 

çalışmaları ile farklılık göstermektedir. Bu durum, 

seçilen izolat sayısından veya izolatların soyutlandık-

ları hastaların özelliklerinden kaynaklanabilir. 

Örneğin, HIV ile enfekte bireylerin oral kavite izolat-

larının daha fazla fosfolipaz ürettiği ve epitel hücrele-

rine daha fazla adhere olduğu bildirilmiştir(16,26).

Günümüzde, mantarlarda fosfolipaz aktivitesinin 

saptanması için yalnızca plak yöntemi yeterli olma-

makta, bu yöntem ile düşük oranda fosfolipaz üreten 

izolatlar gözden kaçabilmektedir. Plak yönteminde 

kullanılan yumurta sarılı agar besiyerinin fosfolipaz 

pozitif izolatları iyi üretirken, negatif izolatların bura-

da zayıf ürediği bildirilmiştir. Bu dezavantaj nedeni ile 

fosfolipaz pozitif ve negatif kökenlerin mRNA seviye-

lerinin doğrudan karşılaştırılmasının plak yöntemin-

den daha iyi olduğu rapor edilmiştir(11). Bu açıdan 

fosfolipaz varlığının, plak yöntemine göre daha 

duyarlı olan moleküler teknikler ile araştırılması 

uygun bir yaklaşım olacaktır. Çalışmamızda, 

C. albicans izolatlarında plak yönteminin yanı sıra 

fosfolipaz enzimlerini kodlayan PLB1, PLB2, PLC1 ve 

PLD1 genleri RT-PZT ile incelenmiş olup, araştırma-

mız bu konuda ulaşılabilen Türkiye’de yapılan ilk 

çalışma olması nedeni ile önemlidir.

Araştırmamızda, öncelikle PLB1, PLC1 ve ACT1 öncül-

leri ile multipleks PZT yapılmış, PZT ürünlerinin jel 

görüntülerinde özellikle PLC1 bantlarındaki netlik ve 

standardizasyon sorunu ve bu durumun kantitasyo-

nu etkilemesi nedeni ile yöntemde değişiklik yapıla-

rak, PLB1 ve PLC1 ile ACT1 öncüllerinin kullanıldığı iki 

ayrı RT-PZT standardize edilerek çalışılmıştır. Bu çalış-

mada, incelenen 60 C. albicans izolatının tümünde 

(%100) PLB1, 59 (%98.3)’unda PLB2, 23 (%38.3)’ünde 

PLC1 ve 48 (%80.0)’inde PLD1 ekspresyonu gösteril-

miştir. PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyonunun 

fenotipik yöntemle sırasıyla %100, %81.7, %71.6, 

%76.7 oranlarında uyumlu olduğu görülmüştür. 

Samaranayake ve ark.(10), plak yöntemi ile fosfolipaz 

pozitif altı C. albicans izolatlarında PLB1, PLB2, PLC1 

ve PLD1 varlığını gösterirken, fosfolipaz negatif altı 

izolatta yalnızca PLB2 ve PLD1 genlerinin ekspresyo-

nunu izlemiştir. Çalışmamızda, plak yöntemi ile fosfo-

lipaz negatif dört kan izolatının birinde, altı oral izo-

latın üçünde PLD1 ekspresyonu gösterilmemiştir. Bu 

PLD1 ekspresyonu izlenmeyen üç izolatın ikisinde 
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aynı zamanda PLC1 ekspresyonu da görülmemiş, 

diğer izolatlarda ise tüm genlerin ekspresyonu sap-

tanmıştır. Naglik ve ark.(27) 137 oral ve vajinal kandi-

dozlu hastanın C. albicans izolatlarında PLB1 ve PLB2 

ekspresyonunu araştırmış ve PLB1 ekspresyonunun 

oral hastalıkla paralel olduğu belirlemişlerdir. İbrahim 

ve ark.(6)’nın çalışmasında, oral enfeksiyonlu hastala-

rın izolatlarında saptanan PLB1 ekspresyonunun, oral 

taşıyıcı bireylerden soyutlananlara göre daha fazla 

olduğu bulunmuştur. Araştırmamızda, Naglik ve ark.
(27) ile İbrahim ve ark.(6)’nın çalışmasından farklı olarak 

PLB1 ekspresyonunun oral enfeksiyon ile ilişkisi izlen-

memiş, ancak verilerimiz doğrultusunda PLB2 eks-

presyonunun invaziv enfeksiyonlarda ve her iki çalış-

mada araştırılmayan PLC1 geninin oral enfeksiyonlar-

da önemli olabileceği düşünülmüştür. 

Samaranayake ve ark.(10), altı fosfolipaz pozitif izolat-

ta her genin ekspresyonunu göstermişlerdir. 

Araştırmamızda, kan ve oral kökenlerin hepsinde, 

farklı olarak tüm genler yerine yalnızca PLB1 gen 

ekspresyonu saptanmıştır. Bu durum, çalışmalara 

alınan izolat sayısındaki farklılık nedeni ile ortaya 

çıkmış olabilir. Ayrıca çalışmamızda, Samaranayake 

ve ark.(10)’nın sonuçlarına benzer şekilde, 13 oral ve 

21 kan izolatının tümünde araştırılan genlerin eks-

presyonu gösterilmiştir. Samaranayake ve ark.(11), 

fosfolipaz pozitif gruptaki C. albicans izolatlarının 

yüksek Pz değerine sahip olduğunu, Pz değerleri ile 

PLB1 gen ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon 

bulunduğunu bildirmişlerdir. Bizim araştırmamızda 

ise Pz değerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon 

düzeyleri arasında bir korelasyon saptanmamıştır. 

Araştırma sonuçlarındaki farklılık çalışılan izolat sayı-

sındaki farktan kaynaklanabilir. Korelasyon bulunma-

masının nedeni uyguladığımız RT-PZT yönteminin 

daha duyarlı olması ve plak yönteminde kullanılan 

besiyerinin fosfolipaz negatif izolatları daha zayıf 

üretmesi nedeni ile fosfolipaz olumluluğunun net 

izlenememiş olması olabilir. 

Çalışmamızda, oral kavite ve kan örneklerinden 

soyutlanan C. albicans izolatlarında yüksek oranlarda 

fosfolipaz aktivitesinin belirlenmesi, bu enzimlerin 

üretiminin virulans açısından önemli bir rol oynadığı-

nı desteklemekte olup, bulgularımız doğrultusunda 

PLB2 ve PLC1 enzimlerinin sırasıyla invaziv ve oral 

enfeksiyonlarda daha etkin olduğu söylenebilir, ancak 

bu konuda kesin bir sonuca varmak için daha geniş 

kapsamlı çalışmalara gereksinim söz konusudur.
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