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Amag: Bu ¢alismada, kan ve oral kavite érneklerinden soyutlanan Candida albicans suslarinda,
konak hiicre membranlarindaki fosfolipitleri par¢alayan fosfolipaz B1, B2, C1 ve D1 aktivitesinin
incelenmesi ve grup farkhliklarinin arastirilmasi amaglandi.

Yéntem: Suslarin fosfolipaz aktivitesi, plak yéntemi ve ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi
(RT-PZT) ile arastirildl.

Bulgular: Plak yéntemi ile kan ve oral kavite suslarinin sirasiyla 26 (%86.7) ve 24’tinde (%80.0)
fosfolipaz aktivitesi belirlendi. Gruplarin fosfolipaz olumluluk oranlari karsilastirildiginda, anlamii
bir fark gézlenmedi (x2=0.48; p=0.49) ancak Pz ortalamalari (0.6138+0.9823, 0.6988+0.9910)
arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0.007). RT-PZT ile kan ve oral izolatlarin tiimiinde (%100)
PLB1, sirasiyla 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 agisindan iki grup
arasinda anlamli bir fark saptanmazken (t=-0.307; p=0.760), PLB2 ekspresyonu kan izolatlarinda
anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.043). PLC1 ekspresyon diizeyi oral suslarda anlamli
derecede yliksek (p<0.001) saptanirken, PLD1 ekspresyonu agisindan iki grup arasinda istatistiksel
fark izlenmedi (p=0.732). PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyonunun fenotipik yéntemle sirasiyla
%100, %81.7, %71.6 ve %76.7 oranlarinda; tiim genlerin ekspresyonu dikkate alindiginda da
%83.3 uyumlu oldugu gériildi. Pz degerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda
bir korelasyon saptanmadi (sirasiyla p=0.602; p=0.555; p=0.241; p=0.096).

Sonug: Calismamiza alinan C. albicans izolatlarinda yiiksek oranlarda fosfolipaz aktivitesinin
belirlenmesi, bu enzimlerin tretiminin virulans agisindan 6nemli bir rol oynadigini desteklemekte
olup, bulgularimiz dogrultusunda PLB2 ve PLC1 enzimlerinin sirasiyla invaziv ve oral enfeksiyonlarda
daha etkin oldugu séylenebilir, ancak bu konuda daha genis kapsamli ¢calismalara gereksinim s6z
konusudur.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, fosfolipaz, RT-PZT
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 (x*=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.

Keywords: Candida albicans, phospholipase, RT-PCR
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GiRiS

Candida turleri insanlarda 6nemli firsatgi enfeksiyon-
lara yol agmakta olup, son yillarda Candida kaynakh
enfeksiyonlarda ciddi bir artig izlenmistir. Yogun
bakim Unitelerinde yiksek 6lim oranlarinin géruldi-
gu hastane kokenli kan dolagimi enfeksiyonlarinin
%15’inin Candida tirlerinden kaynaklandigi rapor
edilmis ve en sik izole edilen tir C. albicans olarak
bildirilmistir®. Deri/mukoza bitunluginin bozulma-
st sonucu Candida hicreleri, kana epitel hicrelerin-
den penetrasyon ile girebilir ya da kateter, sonda gibi
tibbi aletlerin tizerinde olusan biyofilmden yayilabilir.
Kan yoluyla ise biitiin organlarin enfekte olabildigi
bilinmektedir®. Bu tablolarin olusumunda, konak
savunmasl ve zemin hazirlayan durumlar yaninda
Candida turlerinin virulans faktorleri de 6nemli rol
oynamaktadir. C. albicans icin tanimlanan virulans
faktorleri; adherans, biyofilm tretimi, fenotipik degi-
sim, hiicre ylizey fobisitesi, hiicre duvar yapisi, side-
roforlari kullanma yetenegi, yalanci hif-hif-cimlenme
borusu olusumu, molekiiler benzeme, fosfolipaz ve
proteinaz gibi ekstrasellller hidrolitik enzimlerin Gre-
timi olarak siralanabilir®. C. albicans’ta fosfolipaz A
(PLA), B (PLB), C (PLC), D (PLD), lisofosfolipaz ve liso-
fosfolipaz transacilaz olmak tizere alti farkh fosfolipaz
enzimi tanimlanmistir®. Fosfolipaz enzimi, hicre
membran yapisinda bulunan gliserofosfolipitlerin
ester baglarini hidrolize ederek, hiicreleri lizise ugra-
tir, doku invazyonuna neden olur. Bunun yaninda,
hicrenin ylzey ozelliklerini degistirerek enfeksiyo-
nun baslangici olan adheransa olanak saglar®.
Fosfolipaz B’nin hidrolaz ve transagilaz aktivitesi
bulunmakta olup, hidrolaz aktivitesi enzimin yag asit-
lerini hem fosfolipitlerden hem de lizofosfolipitler-
den ayirmasina neden olurken, transagilaz aktivitesi
enzimin serbest bir yag asidini bir lizofosfolipite akta-
rarak fosfolipit Uretmesine vyol acmaktadir®.
Fosfolipaz C, fosfotidilkolini ve 6zgiin grup olan fosfo-
inosititi parcalar. Bu tepkime, 6karyot htcrelerin
plazma membranindaki reseptorlerle iliskili sinyal
iletiminde 6nemlidir. Bu aktivasyon, hiicre fonksiyon-
lari igin 6nemli olan Ca*? iyonlarinin bagirsaktan ser-
best birakilmasina ve protein kinaz C'nin aktivasyo-

nunu saglayan 1.2-diagilgliseritin agiga ¢ikmasina yol
acar ki bu salgilama, hiicre bliyiimesi ve ireme gibi
hicresel aktiviteler igin zorunlu bir eylemdir®.
Fosfolipaz D, fosfatidik asit ve kolin Gretimini saglar.
PLD geni hem memeli hem de funguslar tarafindan
kodlanmakta olup, bu enzimin funguslarda mayozun
gerceklesebilmesi igin zorunlu oldugu bildirilmistir®.

Ekstraselliler fosfolipazin C. albicans’in neden
oldugu hematojen enfeksiyonlarin patogenezinde
onemli oldugu, yiksek fosfolipaz aktitivitesi gbsteren
izolatlarin dusuk aktivitelilere gore 5.6 kat daha
oldiruct oldugu saptanmistir®, Farelerde yapilan
baska bir calismada, yilksek ekstrasellller fosfolipaz
aktivitesine sahip C. albicans hucrelerinin, disik
aktivite gosterenlere gore oral epitel hiicrelerine
adheransta ve fareleri oldirme yeteneginde daha
etkili oldugu belirlenmistir”,

Calismamizda, kan kiltirinden ve oral kavite
orneklerinden soyutlanan C. albicans izolatlarinin
standart plak yontemi ile fosfolipaz aktivitesinin
incelenmesi, her iki grup izolatta en sik Uretilen
fosfolipaz enzimleri olan fosfolipaz B1, B2, C ve D’nin
ekspresyon dizeylerinin ters transkriptaz polimeraz
zincir tepkimesi (RT-PZT) yontemi ile arastirilmasi ve
gruplar icin elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi
hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
10.09.2015 tarih ve 2242-GOA protokol numarali
2015/21-24 karar numarasi ile onaylanmstir.

Candida suslari: 01.10.2014-01.12.2015 tarihleri
arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikoloji
laboratuvarinda kan kultlri (n=30) ve oral kavite
orneklerinden (n=30) soyutlanan toplam 60 adet
C. albicans izolati ¢galismaya alindi. Plak ve RT-PZT
yontemlerinde pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC
90028, plak yonteminde negatif kontrol olarak ise
onceki calismalarimizda fosfolipaz aktivitesi nega-
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tif olarak saptanan bir C. albicans izolati (1519
No.lu izolat) kullanildi.

Candida albicans izolatlari cimlenme borusu deneyji,
misir unu tween 80 agar ve CHROMagar™ Candida
(CHROMagar) besiyerlerindeki gérinim ve morfolo-
jileri ile APl 20C AUX (BioMérieux SA) kullanilarak
identifiye edildi. Soyutlanan izolatlar %50 gliserolli
beyin kalp inflizyon sivi besiyerinde stoklanarak
-802C’de saklandi. Daha sonra tim izolatlar ayni
anda aclilip, Sabouraud dekstroz agara (SDA) pasajla-
narak canlandirildi ve fosfolipaz aktivitesi arastirildi.

Fosfolipaz Aktivitesinin Yumurta Sarili Besiyerinde Plak

Yontemi ile Arastiriimasi: Bu amagla Samaranayake ve

ark.® tarafindan modifiye edilen Price ve ark.”’nin
plak yontemi uygulandi. Besiyeri olarak 0.005 M kalsi-
yum klorir, 1 M sodyum kloriir ve %8 steril yumurta
sarisi eklenmis SDA kullanildi. SDA besiyerinde lireyen
24 saatlik Candida kolonilerinden Mc Farland 1’e
uygun bulaniklikta siispansiyonlar hazirlandi ve 10ar
ul inokiile edildi. Plaklar 302C’de nemli ortamda dort
giin bekletildi ve koloni ¢evresinde olusan presipitas-
yon zonlari kor olarak iki kisi tarafindan 6lgilerek pre-
sipitasyon aktivitesini gosteren Pz degerleri asagidaki
formiile gore hesaplandi.

Pz degeri = Koloni ¢api / Presipitasyon zonu ¢api

Pz degeri 1.00’a esit ise izolat fosfolipaz negatif,
1.00’dan kiiguk ise pozitif olarak kabul edildi.

Fosfolipaz Aktivitesinin _Multipleks Polimeraz Zincir

Tepkimesi (PZT) ve Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir

Tepkimesi (RT-PZT) ile Belirlenmesi: Candida izolatla-
ri YPD besiyerinde 16 saat 37°C ve 150 rpm’de inki-
be edildi. Kultir 500 g'de santrifiij edildikten sonra
olusan pelletten RNA izolasyon kiti (YeaStar™ RNA

Kit R1002- Zymo Research) kullanilarak, tretici firma-
nin 6nerileri dogrultusunda total RNA ekstraksiyonu
yapildi. Standardizasyon asamasinda ekstrakte edi-
len total RNA miktarlari Nanadrop 2000 Thermo
Scientific G118 cihazi ile olguldi. Elde edilen
RNA’lardan cDNA sentez kiti (RevertAid First Strand
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cDNA Synthesis Kit-Thermo Scientific) kullanilarak
Uretici firmanin onerileri dogrultusunda cDNA sente-
zi yapildi. Calismaya alinan C. albicans izolatlarinda
dort fosfolipaz geni olan PLB1, PLB2, PLC1, PLD1'in
ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi amaciyla korun-
mus bdlgelere 6zgiin sentezlenmis 6nculler**), ic
mRNA kontrolli olarak ise C. albicans’in bir “house
keeping” geni olan ACT1 kullanildi®?, Her 6rnek igin
PLB1, PLC1 ve ACT1 oncdlleri ile 6nce multipleks PZT,
daha sonra ayri ayri RT-PZT PLB2 ve PLD1 onciilleriile
ise ayri RT-PZT uygulandi®®tt),

PLB1 ve PLC1 multipleks PZT amplifikasyonu icin 50
ul toplam hacim igerisinde 5 pl cDNA olacak sekilde
karisim oranlar;; 5 pl 5xTuneup™ Solution
(HelixAmpTM), 0.25 ul HelixAmp™ Taq polimeraz, 2
pl dNTP “mix” (herbiri 10mM), ikiser pl (10 pmol)
PLB1, ACT1 ve PLC1 onciilleri (Macrogen) ve 5 pl 10X
Taq tampon olacak sekilde hazirlandi. Amlifikasyon
kosullari 94°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu,
95°C 40 saniye, 55°C 60 saniye, 72°C 1 dakika olmak
Uzere 35 dongl ve son uzama basamagi icin 72°C 7
dakika seklinde dizenlenerek gerceklestirildi. Ayri
ayri PLB1 ve PLC1 RT-PZT amplifikasyonu igin 50 pl
toplam hacim igerisinde 8 ul cDNA olacak sekilde
karisim oranlari; 1 pl 5xTuneup™ Solution
(HelixAmp™) ve digeri ayni multipleks PZT’de kulla-
nildigi miktarlarda olacak sekilde hazirlandi.
Amplifikasyon kosullari da yine multipleks PZT igin
uygulandigi gibi kullanild.

PLB2 ve PLD1 RT-PZT amplifikasyon igin ayni PLB1 ve
PLC1 RT-PZT miktarlarindaki gibi yalnizca 1 pl dNTP
“mix” (her biri 10mM) ve ayni miktarda PLB2, ACT1
ve PLD1 o6nculleri (Macrogen) olacak sekilde hazir-
landi. Amplifikasyon kosullari PLB2, ACT1 RT-PZT igin
95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C 50
saniye, 56°C 40 saniye, 72°C 1 dakika olmak lizere 25
dongili ve son uzama basamag icin 72°C 5 dakika
seklinde; PLD1 RT-PZT icin ise 95°C’de 5 dakika bas-
langi¢ denatiirasyonu, 95°C 40 saniye, 55°C 40 sani-
ye, 72°C 1 dakika olmak lzere 35 dongl ve son
uzama basamagi igin 72°C 7 dakika seklinde gergek-
lestirildi.
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RT-PZT urinleri, “Gel Red Nucleic Acid” veya
“Safeview” gel boyasi eklenmis %1.5 agaroz jelde
yluritulerek Vielber Noulmant gorintileme cihazin-
da goruntilendi. Her sus icin elde edilen jel gorianti-
leri incelendi ve gorintilerin kantitasyonu “Quatity
One Software” (Biorad) kullanilarak yapildi. Daha
sonra dort fosfolipaz geni igin elde edilen bant kalin-
liklarinin, i¢ kontrol olarak kullanilan ACT1 geni ile
karsilastirilarak normalizasyonu ve C. albicans ATCC
90028 ile karsilastiriimasi yapildi.

istatiksel Analiz: Kan kiiltiirii ve oral kavite érnekle-
rinden soyutlanan C. albicans izolatlari igin plak yon-
temi ile belirlenen fosfolipaz olumluluk oranlari 2,
her iki grubun ortalama Pz degerleri ise Mann
Whitney U (SPSS versiyon 22.0) testi; Pz degerleri ile
RT-PZT sonucunda elde edilen PLB1, PLB2, PLC1 ve
PLD1 ekspresyon diizeyleri Mann Whitney U ve t test
yontemleri kullanilarak karsilastirildi. Bunun yaninda,
genlerin ekspresyonu ile fenotipik plak yontemi ile
saptanan fosfolipaz pozitifligi arasinda % uyum ve Pz
degerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon diizey-
leri arasindaki korelasyon, Spearman korelasyon testi
ile incelendi (SPSS versiyon 22.0).

BULGULAR

Plak Yonteminin Bulgulari: Aragstirmamiza alinan tiim

C. albicans izolatlarinin 50 tanesi (%83.3) fosfolipaz
olumlu olarak belirlendi. Fosfolipaz aktivitesi saptanan
ve saptanmayan C. albicans izolatlarinin yumurta sari-
Il SDA'da olusturduklari koloni ve etrafindaki presipi-
tasyon zonlarinin goriinimu Sekil 1’de gosterilmistir.

Plak yontemi ile kan kultirlerinden soyutlanan izo-
latlarin 26’sinda (%86.7), oral kavite orneklerinden
elde edilen izolatlarin 24’Gnde (%80.0) fosfolipaz
aktivitesi saptandi (Tablo 1). Gruplar arasinda fosfoli-
paz olumluluk oranlari karsilastirildiginda anlamli bir
fark gozlenmedi (x2=0.48; p=0.49).

Her iki grupta yer alan fosfolipaz pozitif izolatlarin plak
yontemi ile belirlenen en kuiglk, en biyik, ortalama
ve ortanca Pz degerleri Tablo 2'de gosterildi.

Sekil 1. Caligilan Ug¢ fosfolipaz olumlu, bir olumsuz (sol ist)
Candida albicans izolatinin yumurta sarili agarda koloni ve presi-
pitasyon zonlarinin gériinimii.

Tablo 1. Galigmaya alinan kan ve oral kavite Candida albicans
izolatlarinin fosfolipaz sonuglari.

Candida Toplam Pozitif izolat sayisi (n) Negatif izolat sayisi (n)
albicans (n) ve orani (%) ve orani (%)

Kan 30
Oral kavite 30

26 (86.7) 4(13.4)
24 (80.0) 6 (20.0)

Tablo 2. Kan ve oral kavite 6rneklerinden soyutlanan fosfolipaz
pozitif Candida albicans izolatlarinin plak yontemi ile belirlenen
en kugiik, en biiyiik, ortalama ve ortanca Pz degerleri.

Kan izolatlari Oral kavite izolatlari
Pz degerleri Pz degerleri
En kiguk 0.42 0.51
Ortanca 0.64 0.70
Ortalama 0.67+0.159 0.760.149
En buylk 0.80 0.89

Oral kaviteden soyutlanan C. albicans izolatlarinin
ortalama Pz degeri 0.6988+0.9910 iken; kan
kultirinden soyutlanan izolatlarda bu deger
0.6138+0.9823 olarak bulundu. Kan ve oral kavite
izolatlarinin Pz ortalamalari arasinda anlaml bir fark
saptandi (Mann Whitney U=173.500; p=0.007).

RT-PZT Bulgulari: Multipleks PZT yéntemi ile g¢alisilan
kan ve oral izolatlarin timinde (%100) PLB1 ve sira-
siyla 14 (%23.3) ve 9’unda (%15.0) PLC1 ekspresyonu
belirlendi (Sekil 2). Bu yontemin gérintilerinde PLC1
bantlarindaki netlik sorunu nedeni ile daha net bant-
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Sekil 2. Kan orneklerinden soyutlanan izolatlarin PLB1, PLC1 ve
ACT1 gen onciilleri kullanilarak uygulanan multipleks PZT driinle-
rinin agaroz jel goruintiisi.

M: Marker (Fermentas SMO0371-Generuler 50 bazgiftlik “DNA
Ladder”), 515: ACT1 énclilt, 311: PLB1 énciilii 902: PLC1 6nctild,
ATCC: Pozitif kontrol; “American Type Culture Collection” (ATCC)
90028 susu, NK: Negatif kontrol.

lar elde edildigi izlenen ayri RT-PZT testleri standardi-
ze edilerek, calisildi.

Calisilan kan ve oral izolatlarin timiinde (%100)
PLB1, sirasiyla 29 (%96.7) ve 30 (%100.0)’'unda PLB2;
yine sirasiyla gruplarin 27’si (%90.0) ve 22’sinde
(%73.3) PLC1, 27 (%90.0) ve 21 (%70.0)'inde ise PLD1
ekspresyonu belirlendi (Sekil 3, 4, 5).

Kan ve oral kavite izolatlarinin PLB1 ekspresyon dize-
yi ortalamalari sirasiyla 0.7643+0.10753 ve
0.7733+0.11906 olarak saptanmis olup, bu gen eks-
presyonu acisindan her iki grup izolat arasinda
anlamh bir fark izlenmedi (t=-0.307; p=0.760). PLB2
ekspresyonlarinin  ortalamalari ise sirasiyla
0.8024+0.14304 ve 0.7250£0.16950 olarak belirlendi
ve bu gen diizeyleri kan izolatlarinda oral kavite izo-
latlarina gore anlamli derecede yiksek bulundu
(Mann Whitney U=301.500; p=0.043). PLC1 geni icin
elde edilen ortalamalar yine bu iki grup agisindan
sirasiyla 0.3015+0.04495 ve 0.3691+0.06858 olarak
izlenmis olup, PLC1 ekspresyon diizeyi oral kavite
izolatlarinda, kan izolatlarina gore anlaml derecede
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Sekil 3. Kan (iistten birinci) ve oral kavite (ustten ikinci ve Ugiin-
cii) izolatlarina PLB1 ve ACT1 genleri igin uygulanan RT-PZT son-
rasi elde edilen agaroz jel goriintiisii.

M: Marker (Fermentas SMO0371-Generuler 50 bazgiftlik “DNA
Ladder”), 515: ACT1 énctilt, 311: PLB1 é6nciilii, ATCC: Pozitif kont-
rol; ATCC 90028 susu, NK: Negatif kontrol.

yuksek olarak gozlendi (Mann Whitney U=103.500;
p<0.001). PLD1 ekspresyonu ortalamasi ise gruplar
icin sirasiyla 1.1522+0.50434 ve 1.083810.43783
olarak belirlendi. PLD1 ekspresyonu agisindan her iki
grup izolat arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi
(Mann Whitney U=267.000; p=0.732).

Arastirmaya alinan suslarin PLB1, PLB2, PLC1, PLD1
genleri icin kantitasyonlarin yapilmasi sonucunda
belirlenen sayisal verilerin ACT1’e oranlanarak elde
edilen normalizasyon degerleri PLB1, PLB2, PLC1 ve
PLD1 ve kan izolatlari igin sirasiyla 0.51-1.01; 0.62-
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MeaodaeaR

{PLD1 PZT

PLB2+ACT1 PZT

PLB2+ACT1 PZT

PLD1 PZT

Sekil 4. Kan (soldaki) ve oral kavite (sagdaki) izolatlarinin PLB2 ve PLD1 ile ACT1 RT-PZT uiriinlerinin agaroz jelde yiiritiildiikten sonra elde

edilen gérintiileri.

M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 bazgiftlik “DNA Ladder”), 515: ACT1 énciilti, 401: PLB2, 752: PLD1 énciilii, ATCC: Pozitif kontrol;

ATCC 90028 susu, NK: Negatif kontrol

M

L -
e S D e e G v S ————— -

Sekil 5. Kan (soldaki) ve oral kavite (sagdaki) izolatlarinin (iistteki ve alttaki) PLC1 ve ACT1 RT-PZT iiriinlerinin jel goriintiileri.
M: Marker (Fermentas SM0371-Generuler 50 baz ¢iftlik “DNA Ladder”), 515: ACT1 dnciilii, 902: PLC1 6nctilti, ATCC: Pozitif kontrol; ATCC 90028

susu, NK: Negatif kontrol.

1.12; 0.24-0.45 ve 0.32-2.12; oral kavite suslari igin
ise sirasiyla 0.53-1.02; 0.5-1.13; 0.25-0.52 ve 0.36-
1.91 arasinda saptandi. Suslarin fosfolipaz gen eks-
presyon dizeylerinin C. albicans ATCC 90028 ile kar-
silastirmasi sonucu bulunan degerlerin ortalama ve
standart sapmalari Tablo 3’te gosterildi.

Arastirilan izolatlarda PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1

ekspresyonunun fenotipik ydntemle sirasiyla
%100, %81.7, %71.6, %76.7 oranlarinda uyumlu
oldugu goruldi. Pz degerleri ile fosfolipaz genleri-
nin ekspresyon dizeyleri arasinda bir korelasyon
saptanmadi (sirasiyla p=0.602; p=0.555; p=0.241;
p=0.096). Plak yontemi ile tim fosfolipaz genleri-
nin ekspresyonu arasindaki uyum ise %83.3 olarak
belirlendi.
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Tablo 3. Calismaya alinan izolatlarin PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyon diizeylerinin C. albicans ATCC 90028 izolati ile karsilastinildigin-
da elde edilen kat degerlerinin ortalama ve standart sapmalari.

Soyutlanan PLB1 ekspresyon PLB1 PLB2 ekspresyon PLB2 PLC1 ekspresyon PLC1 PLD1 ekspresyon PLD1

Yer degerleri EKO+SS degerleri EKO%SS degerleri EKO+SS degerleri EKO%SS
Kan (30) 0.52-1.05 0.7940.11 0.64-1.65 1.06+0.33 0.35-1.04 0.5940.31 0.23-2.03 0.8510.53
Oral kavite 0.70-1.33 0.93%0.15 0.01-1.93 1.16+0.35 0.75-1.33 0.77+0.49 0.33-4.44 1.38+1.12
(30)

EKO: Ekspresyon kat orani, SS: Standart sapma

TARTISMA

Candida tirleri, hastane kaynakli fungal enfeksiyon-
larin yaklasik %80’inden sorumlu olup, neden oldugu
sistemik hastaliklardaki 6liim oranlari %36-52 olarak
bildirilmistir®>4

Kandidoz, konak ve maya ile iliskili faktorlerin etkile-
simi sonucu olusmakta olup, Candida tirlerinin,
basta ekzoenzimler olmak Uzere birgok virulans fak-
torl ile konak savunmasindan kagarak enfeksiyonu
baslatabilme 6zellikleri s6z konusudur{*,
C. albicans’in diger tirlerden daha fazla olan adhe-
rans Ozelliginin, yliksek oranda fosfolipaz enzimini
Ureterek, dokulara ve hicrelere invazyonunu arttir-
masi nedeni ile oldugu distnilmektedir®®,

Calismamizda kan ve oral kavite orneklerinden
soyutlanan C. albicans izolatlarinin fosfolipaz akti-
vitesi yumurta sarili agarin kullanildigi plak yénte-
mi ile incelenmis, ayrica molekiler olarak RT-PZT
ile fosfolipaz enzimini kodlayan gen bdlgeleri aras-
tinlmistir.

Arastirmamiza alinan 30 kan kdkenli C. albicans izola-
tinin 26’sinda (%86.7) plak yontemi ile fosfolipaz
aktivitesi saptanmis olup, ortalama Pz degeri
0.6138+0.9823 olarak belirlenmistir. Calismamiz ile
ayni plak yontemini kullanarak C. albicans izolatlarin-
da fosfolipaz aktivitesini belirleyen bir¢cok arastirma
s6z konusudur. Bunlardan birinde, Mattei ve ark.”
120 kan kokenli C. albicans izolatinin %78’inde,
Atalay ve ark.®® C. albicans izolatlarinin %88.2’sinde
fosfolipaz aktivitesi saptamistir. Mohan ve ark.*® 37
izolatin %32.45’inin fosfolipaz aktivitesi gosterdigini
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ve ortalama Pz degerinin 0.66+0.34 oldugunu bildi-
rilmistir. Gokge ve ark.?”’nin galismasinda ise, kan-
dan soyutlanan 68 C. albicans izolatinin 41
(%60.3)’inde, De Luca ve ark.?“’nin arastirmasinda
yine kan kokenli izolatlarin timinde (%100) fosfoli-
paz aktivitesi saptanmistir. Price ve ark.”); ayni grup
kdkenlerde plak yontemi ile %55 oraninda fosfolipaz
aktivitesi bulmustur. Calismamizda, kan kokenli izo-
latlar igin belirledigimiz fosfolipaz olumluluk orani,
bazi calismalardan yiksek®”'°29 bazilarindan ise
dusuktir®?, Verilerimizin bu ¢alismalardaki oranla-
ra gore farkli bulunmasinin nedeni kateter gibi pre-
dispozan faktorlerin varligina bakilarak hasta grupla-
rinin olusturulmasi, 6zellikle yogun bakim Uniteleri,
yenidogan Uniteleri ve acil serviste yatan hasta
orneklerinin galismaya dahil edilmesi ve gruplardaki
hastalarin klinik tablolari olabilir.

Calismamizda 30 oral kavite kdkenli C. albicans izola-
tinin 24 (%80)’tinde fosfolipaz aktivitesi saptanmis,
ortalama Pz degeri 0.6988+0.9910 olarak bulunmus-
tur. Kumar ve ark.?? HIV pozitif ve kanserli hastalarin
oral mukozalarindan izole ettikleri izolatlarda %100
oraninda fosfolipaz aktivitesi saptamistir. Sanita ve
ark.?® oral kandidoz enfeksiyonu olan diyabetik,
diyabetik olmayan hastalar ve saglikli bireylerin oral
kavite izolatlarinda sirasi ile %59.4, %82.8 ve %67.3
oranlarinda fosfolipaz aktivitesi belirlemis olup, orta-
lama Pz degerleri 0.8632+0.093, 0.8385+0.088 ve
0.9236+0.065 seklindedir. Kandidemide oldugu gibi
oral kandidoz enfeksiyonuna zemin hazirlayan fak-
torlerin bulunmasi firsatgi C. albicans’in patojen
duruma gegisini hizlandirmakta ve fosfolipaz aktivas-
yonunu arttirmaktadir. Koga ve ark.? HIV’li olgularin
oral kavite izolatlarinda HIV ile enfekte olma duru-
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munun fosfolipaz Gretimini arttirdigini vurgulamistir.
Bizim oral kavite suslari icin buldugumuz fosfolipaz
olumluluk orani Kumar ve ark.??’nin c¢alismasindan
distk olup, bunun nedeni izolatlarin soyutlandigi
olgularda HIV ile enfekte olma durumunun izolatlar-
daki fosfolipaz Gretimini arttirmasi olabilir.

Bizimle benzer sekilde kan ve oral kavite izolatlarini
kapsayan arastirmalarda Costa ve ark.“® toplam 59
C. albicans izolatinin 52’sinin (%88.1), oral kavite, kan
ve kateter suslarinin sirasiyla %77.4, %46.6 ve
%15.4’inlin fosfolipaz aktivitesi gosterdigini sapta-
mistir. Bu ¢alismada, oral izolatlarin fosfolipaz olum-
luluk orani kan/kateterden soyutlanan izolatlara gére
anlamli derecede ytksektir (p=0.003). Ayni ¢alisma-
da, C. albicans izolatlarinin soyutlandiklari yer ile
fosfolipaz olumluluklari arasinda anlamli bir iliski
bulunmamistir. Calismamizda, her iki grup izolattaki
fosfolipaz olumluluk oranlari arasinda anlamli bir
fark belirlenmemis olup, Costa ve ark.™® arastirmasi-
na benzer sekilde izolatlarin soyutlandiklari yer ile
fosfolipaz olumluluklari arasinda anlamli bir iliski
gorilmemistir (c?=0.48, p=0.49). Oksiiz ve ark.®
cesitli C. albicans izolatlarinin %53.08’inde fosfolipaz
aktivitesi saptamis ve en fazla fosfolipaz aktivitesi
gbsteren grubun oral kavite (%59) oldugunu bildir-
miglerdir. Mandelblat ve ark.?® sistemik izolatlarin
%100’Unde fosfolipaz pozitifligi elde etmis olup,
ortalama Pz degerini 0.548+0.1478 olarak belirler-
ken, mukozal izolatlarin %90’inda pozitiflik saptamis
ve ortalama Pz degerini 0.629+0.1468 olarak bul-
mustur. Ayni calismada, sistemik izolatlarda anlaml
olarak yiksek bir olumluluk belirlenmistir (p=0.039).
ibrahim ve ark.® C. albicans kan izolatlarinin kom-
mensal oral kavite izolatlarina gére daha fazla ekstra-
selltler fosfolipaz aktivitesi gosterdigini rapor etmis-
lerdir. Kan izolatlarimizin fosfolipaz olumluluk orani,
oral izolatlara gore istatistiksel olarak anlamli olma-
masina ragmen daha yiiksektir. Bulgularimiz, ibrahim
ve ark.® ile Mandelblat ve ark.?® bulgulari ile paralel
dogrultuda olup, Costa ve ark.®® ile Oksiiz ve ark.?®
calismalari ile farklilik gostermektedir. Bu durum,
segilen izolat sayisindan veya izolatlarin soyutlandik-
lari  hastalarin 6zelliklerinden kaynaklanabilir.

Ornegin, HIV ile enfekte bireylerin oral kavite izolat-
larinin daha fazla fosfolipaz trettigi ve epitel hiicrele-
rine daha fazla adhere oldugu bildirilmistir62%),

Gunimizde, mantarlarda fosfolipaz aktivitesinin
saptanmasi icin yalnizca plak yontemi yeterli olma-
makta, bu yontem ile diisiik oranda fosfolipaz Urreten
izolatlar gozden kagabilmektedir. Plak yonteminde
kullanilan yumurta sarili agar besiyerinin fosfolipaz
pozitif izolatlari iyi Uretirken, negatif izolatlarin bura-
da zayif Gredigi bildirilmistir. Bu dezavantaj nedeniile
fosfolipaz pozitif ve negatif kokenlerin mRNA seviye-
lerinin dogrudan karsilastiriimasinin plak yontemin-
den daha iyi oldugu rapor edilmistir®. Bu acidan
fosfolipaz varhiginin, plak yontemine gore daha
duyarli olan molekiler teknikler ile arastiriimasi
uygun bir yaklasim olacaktir. Calismamizda,
C. albicans izolatlarinda plak yonteminin yani sira
fosfolipaz enzimlerini kodlayan PLB1, PLB2, PLC1 ve
PLD1 genleri RT-PZT ile incelenmis olup, arastirma-
miz bu konuda ulasilabilen Tirkiye’de yapilan ilk
¢alisma olmasi nedeni ile dGnemlidir.

Arastirmamizda, oncelikle PLB1, PLC1 ve ACT1 onciil-
leri ile multipleks PZT yapilmis, PZT Grinlerinin jel
gorlntllerinde 6zellikle PLC1 bantlarindaki netlik ve
standardizasyon sorunu ve bu durumun kantitasyo-
nu etkilemesi nedeni ile yontemde degisiklik yapila-
rak, PLB1 ve PLC1 ile ACT1 oncillerinin kullanildig iki
ayri RT-PZT standardize edilerek ¢alisilmistir. Bu ¢ahs-
mada, incelenen 60 C. albicans izolatinin timinde
(%100) PLB1, 59 (%98.3)’'unda PLB2, 23 (%38.3)'linde
PLC1 ve 48 (%80.0)'inde PLD1 ekspresyonu gosteril-
mistir. PLB1, PLB2, PLC1 ve PLD1 ekspresyonunun
fenotipik yontemle sirasiyla %100, %81.7, %71.6,
%76.7 oranlarinda uyumlu oldugu gortlmusgtar.
Samaranayake ve ark.®?, plak yoéntemi ile fosfolipaz
pozitif alti C. albicans izolatlarinda PLB1, PLB2, PLC1
ve PLD1 varhgini gosterirken, fosfolipaz negatif alti
izolatta yalnizca PLB2 ve PLD1 genlerinin ekspresyo-
nunu izlemistir. Calismamizda, plak yontemi ile fosfo-
lipaz negatif dort kan izolatinin birinde, alti oral izo-
latin Gglinde PLD1 ekspresyonu gosterilmemistir. Bu
PLD1 ekspresyonu izlenmeyen Ug izolatin ikisinde
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ayni zamanda PLC1 ekspresyonu da gorilmemis,
diger izolatlarda ise tim genlerin ekspresyonu sap-
tanmustir. Naglik ve ark.?” 137 oral ve vajinal kandi-
dozlu hastanin C. albicans izolatlarinda PLB1 ve PLB2
ekspresyonunu arastirmis ve PLB1 ekspresyonunun
oral hastalikla paralel oldugu belirlemislerdir. ibrahim
ve ark.®’nin galismasinda, oral enfeksiyonlu hastala-
rin izolatlarinda saptanan PLB1 ekspresyonunun, oral
taslyici bireylerden soyutlananlara gore daha fazla
oldugu bulunmustur. Arastirmamizda, Naglik ve ark.
@7 ile ibrahim ve ark.®’nin calismasindan farkl olarak
PLB1 ekspresyonunun oral enfeksiyon ile iligkisi izlen-
memis, ancak verilerimiz dogrultusunda PLB2 eks-
presyonunun invaziv enfeksiyonlarda ve her iki ¢alis-
mada arastiriimayan PLC1 geninin oral enfeksiyonlar-
da 6nemli olabilecegi dusunulmustdr.

Samaranayake ve ark.?9, alti fosfolipaz pozitif izolat-
ta her genin ekspresyonunu gostermislerdir.
Arastirmamizda, kan ve oral kdkenlerin hepsinde,
farkli olarak tim genler yerine yalnizca PLB1 gen
ekspresyonu saptanmistir. Bu durum, calismalara
alinan izolat sayisindaki farklilik nedeni ile ortaya
¢tkmis olabilir. Ayrica ¢alismamizda, Samaranayake
ve ark.“%nin sonuglarina benzer sekilde, 13 oral ve
21 kan izolatinin tiimiinde arastirilan genlerin eks-
presyonu gosterilmistir. Samaranayake ve ark.®Y,
fosfolipaz pozitif gruptaki C. albicans izolatlarinin
yiksek Pz degerine sahip oldugunu, Pz degerleri ile
PLB1 gen ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon
bulundugunu bildirmislerdir. Bizim arastirmamizda
ise Pz degerleri ile fosfolipaz genlerinin ekspresyon
duzeyleri arasinda bir korelasyon saptanmamistir.
Arastirma sonuglarindaki farklilik ¢ahsilan izolat sayi-
sindaki farktan kaynaklanabilir. Korelasyon bulunma-
masinin nedeni uyguladigimiz RT-PZT ydnteminin
daha duyarli olmasi ve plak yénteminde kullanilan
besiyerinin fosfolipaz negatif izolatlari daha zayif
Uretmesi nedeni ile fosfolipaz olumlulugunun net
izlenememis olmasi olabilir.

Calismamizda, oral kavite ve kan oOrneklerinden

soyutlanan C. albicans izolatlarinda ylksek oranlarda
fosfolipaz aktivitesinin belirlenmesi, bu enzimlerin
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Uretiminin virulans agisindan énemli bir rol oynadigi-
ni desteklemekte olup, bulgularimiz dogrultusunda
PLB2 ve PLC1 enzimlerinin sirasiyla invaziv ve oral
enfeksiyonlarda daha etkin oldugu soéylenebilir, ancak
bu konuda kesin bir sonuca varmak icin daha genis
kapsamli calismalara gereksinim s6z konusudur.
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