ARASTIRMA Cilt 60, No3, S:73-76

Turk Hij Den Biyol Derg 2003
CANDIDA TURLERINDE BIYOFILM VE FOSFOLIPAZ AKTIVITESININ SAPTANMASI

Cigdem KUZUCU! Zeynep CIZMECI! Bengil DURMAZ!

OZET

Biyofilmler ve fosfolipaz enzimi Candida suslarina bagl infeksiyonlarin gelismesinde dnemli virulans faktor-
leridir. Bu calismada Candida turlerinde biyofilm ve fosfolipaz uretimi arastiriimistir. Toplam 200 Candida izolatinda
biyofilm pozitifligi %52 bulunmustur. C.albicans suslarinda biyofilm uretiminin digerlerine gore daha yuksek oldugu
gorulmustur (%63). Toplam 123 C.albicans izolatinda fosfolipaz pozitifligi %57 olarak bulunmustur. Her iki
faktorunde virulansda dnemli oldugu dugunulmustur.

Anahtar kelimeler: Candida, biyofilm, fosfolipaz

DETECTION OF BIOFILM AND PHOSPHOLIPASE ACTIVITY IN CANDIDA SPECIES

SUMMARY

Biofilms and phospholipase enzyme are important virulans factors for the infections of Candida species. In this
study slime and phospholipase production was examined in Candida species. Biofilm positivitiy 52% was found in
200 Candida species. In C.albicans isolates biofilm positivity is higher than the others (63%). In 123 C.albicans

isolates phospholipase positivity was found 57%. We thought both factors also are important in virulans.
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GIRIS

Candida turleri hem yuzeysel hem de
sistemik hastaliga neden olabilirler ve hastanede
kazanilmig infeksiyonlarin baglica ajanlari olarak
tanimlanmaktadirlar. Modern tibbi yontemlerle,
immun sistemi baskilayici, sitotoksik ilaglarin ve
guclu antibiyotiklerin  kullanimiyla ve cesitli
aracglarin implantasyonuyla ilgili spesifik risk
faktorleriyle iligkili olarak hastane infeksiyonu
etkeni olmaktadirlar (1).

Candida turlerinin baslica virulans faktorleri;
jerminasyon, konak hiicrelerine yapigsma ozelligi,
ekstraselluler proteinazlar ve fosfolipazlardir (2).
Candida infeksiyonlarinin ¢ogu biyolojik veya
cansiz yuzeylerde Candida biyofilmlerinin

olusmasiyla baglantilidir. Biyofilm yapimi sonucu
antimikrobiyal tedaviye direnc¢ artmaktadir (3).

Bu calismada infeksiyon etkeni olarak
saptanan Candida turlerinde biyofilm ve fosfolipaz
uretimi arastinimistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya vajinal akintidan (66) sus, idrar-
dan (47) sus, kandan (34) sus, balgamdan (30)
sus, trakeal aspirasyondan (10) sus ve diger
orneklerden 13 sus (aspirasyondan (bes),
yaradan (U¢), drenden (ug), bronkoalveolar lavaj-
dan (iki)) olmak Uzere toplam 200 Candida susu
alindi. Suslarin 123’ C.albicans, 77’si C.albicans

*Bu arastima KLIMIK XI. Turk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Kongresinde (30 Mart-31Nisan 2003, Istanbul) poster olarak sunulmustur.
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disi Candida turleri olarak saptandi.

Biyofilm Uretimi icin son konsantrasyonda %8
glukoz iceren glukozlu beyin kalp infuzyon sivisi
(GBKIS) kullanildi. Calisilacak Candida turleri
once glukozlu Sabouraud agarda saf kultur olarak
uretildi. Bu kolonilerden alinarak beser ml GBKIS
iceren tuplere ekildi, 35°C’de 48 saat inkiibe edil-
di. Inklibasyon sonrasi sivi igerikleri dokulerek iki
kere distile su ile yikandi ve her tupun icerisine
%0.25’lik safranin konularak calkalandi. Tupler
bosaltilip, kurutma kagidi Uzerine ters gevrilerek
kurumasi beklendi. Tup ¢eperinde pembe kirmizi
renkli tabaka pozitif olarak degerlendirildi (4).

Fosfolipaz aktivitesinin saptanmasi igin
yumurta sarisi ilave edilmis glukozlu Sabouraud
besiyeri (SDA) kullanildi. Candida kolonileri
serum fizyolojik icinde 0.5 Mc Farland
standardinda hazirlanmis ve bundan 10l yumur-
ta sarilh SDA besiyerine ekilmistir. Plaklar
kuruduktan sonra 37°C’'de 48 saat inklUbe
edilmis ve koloni capi ve koloni etrafindaki
presipitasyon zonunun olusturdugu toplam
cap olculmustur. Fosfolipaz aktivitesinin degeri
(Pz)= Koloni ¢api / Presipitasyon zon c¢api olarak
saptanmistir (2). Sadece C.albicans suslarinda
fosfolipaz aktivitesine bakilmistir.

Tablo 1: Klinik drneklerden izole edilen Candida
suglarinda biyofilm olugumu

BULGULAR

Klinik drneklerden izole edilen Candida tur-
lerinde biyofilm olusumu tablo 1’de gosterilmistir.
Toplam 104 Candida susunun (%52) biyofilm
urettigi saptanmistir. C.albicans’da bu oranin
(%63) diger C.albicans digi turlere gore (%35)
daha fazla oldugu saptanmistir.

C.albicanslarin %57’sinde fosfolipaz pozitif
bulunmustur. C.albicans suslarinda biyofilm ve
fosfolipaz varligi Tablo 2 ve 3'de, fosfolipaz
aktivitesi saptanan suslarin fosfolipaz degerleri
(Pz) Tablo 4’de verilmigtir. Suslarin yarisinda Pz
degeri 0.71-0.90 arasinda bulunmustur.

Tablo 2: Klinik drneklerden izole edilen 123 C.albicans
izolatinda biyofilm olusumu ve fosfolipaz aktivitesi orani

C.albicans izole Biyofilm Biyofilm Fosfolipaz Fosfolipaz

C.albicans Candida spp.

edilen drnekler (+) (-) (+) -)
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
Vaginal akinti (33) 16 (48) 17 (52) 24 (73) 9
Idrar (32) 23 (72) 9 16 (50) 16 (50)
Balgam ( 23) 14 (61) 9 9 14 (61)
Kan (19) 12 (63) 7 9 10 (53)
Trakeal Asp.(8) 7 1 6 2
Aspirasyon (3) 2 1 3 -)
Yara suruntust (2) -) 2 -)
Dren yeri(2) 1 1 1 1
BAL (1) Q] 1 Q] 1
Toplam (123) 77 (63) 46 (37) 70 (57) 53 (43)

Tablo 3: Klinik drneklerden izole edilen C.albicans
suglarinda biyofilm ve fosfolipaz birlikte Uretimi

C.albicans (123) Fosfolipaz (-) Fosfolipaz (+) Toplam
Sayi Sayi (%) Sayi
biyofilm (-) 29 17(37) 46
biyofilm (+) 24 53(69) 77
Toplam 53 70(57) 123

Ornekler (n) C.albicans Candida spp. Biyofilm Biyofilm Biyofilm Biyofilm
(CRNC Q] )

Sayi Sayi Sayl Sayi (%) Sayr Sayi
Vajinal akinti (66) 33 33 17 16(48) 28 5
Idrar (47) 32 15 9 23(72) 7 8
Kan (34) 19 15 7 12(63) 7 8
Balgam (30) 23 7 9 14(61) 4 3
Trak.asp.(10) 8 2 1 7 2 (9
Aspirasyon(5) 3 2 1 2 1 1
Yara suruntustu (3) 2 1 -) 2 (-) 1
Dren yeri (3) 2 1 1 1 (-) 1
BAL (2) 1 1 1 -) 1 -)
Toplam (200) 123 77 46 77(63) 50 27(35)
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Tablo 4 : Klinik drneklerden izole edilen 70 C.albicans  cede biyofilm pozitifligi, dordunde guglu biyofilm
izolatinda saptanan fosfolipaz aktivitesinin (Pz) dagihmi  pozitifligi saptamislardir. Orhon ve ark. (9)
C.albicans turlerinde biyofilm uUretimini dusuk

Pz Degerleri Sayi (70) % oranlarda (%12.1) bulmuslardir.

0.50-0.60 1 C.parapsilosis, C.pseudotropicalis ve C.glab-
0.61-0.70 18 26 rata’nin, patojen C.albicans’tan daha az biyofilm
0.71-0.80 o8 40 Urettigi rapor edilmektedir (1,10). Calismamizda
0.81-0.90 25 31 da C.albicans suglarinda biyofilm uretimi (%63)
0.91 ve Ustil 1 diger C.albicans digi turlerden daha fazla (%35)

bulunmustur.

Yapilan galismalarda dnceleri sadece C.albi -

TARTISMA cans’'in ekstraselluler fosfolipaz Urettigi bulunmus,

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, HIV ~ daha sonralari C.albicans digi Candida turlerinin
insidansinin artmasi, modern tedavi yontemleri-  de fosfolipaz Urettigi fakat bunun daha az miktar-
nin kullanimi, organ transplantasyonu ve protez fja oldugu bildirilmigtir. q.alblcans.suglarlnlrj doku
cihaz kullaniminin artmasi, kanser kemoterapisi, ~nvazyonunda ekstraselluler fosfolipazlarin onem-
yogun bakim tnitesinde kalis gibi faktorler Candi - 1l ©ldugu gosterilmistir (2,11,12). lorahim ve ark.
da infeksiyonlarinin insidansinda dnemli artiglara ~ (2) Candida virulansinda fosfolipazlarin rolunt
neden olmustur (5,6). Candida turleri nozokomiyal ~ Saptamak icin kandan izole edilen C.albicans ile
kan dolagimi infeksiyonlari, nozokomiyal pnomoni ~ Saglikli kisilerin agiz izolatlarini kargilagtirmiglar
ve Uriner sistem infeksiyonlarindan da siklikla V€ kan izolatlarinda fosfolipaz Uretimini anlamli
izole edilen ajanlardir. Bu infeksiyonlarda int- ~ derecede yuksek bulmuslar ve caligilan virulans
ravaskiller, Uriner kateter veya endotrakeal tup ~ faktorlerinden sadece ekstraselluler fosfolipaz
kullanimi vardir ve bu araglarin yuzeyinde biyofilm aktivitesini mortaliteyle iligkili bulmg§lard|r. Arikan
olusumu saptanabilir (1,7). Kateterlerde kullanilan V& _ark. (13) toplam 258 C.albicans sugunun
materyallerin  biyofilm olusumunu etkiledigi %78.7’sinde fosfolipaz akt|V|teS|ln|. posz' bul-
gorulmustur. Lateks veya silikon elastomerler ~Mmuslardir. Ener ve ark. (14) 92 klinik C.albicans
uzerinde polyvinylchlorid (PVC) ile karsilag- iZolatinin %72.8'inde, Yucesoy ve ark. (15) 175
tinldiginda biyofilm olusumunda daha az artig ~ C-albicans susunun %68.6'sinda enzim akfivitesi
gorulurken, polyurethane veya %100 silikon gostermislerdir. Qallgmam_lzda C.a_lb(car?s izolat-
uzerinde belirgin azalma gorulmustur (1). Aletile ~larnin %>57’sinde fosfolipaz aktivitesi - pozitif
baglantili olmayan infeksiyonlarda da biyofilm  Pulunmustur. Fosfolipaz uretimiyle ilgili farkl-

uretimi gorulebilir. Ornegin Candida vajinitinde liklarin yumurta sarili agar plaklarinin hazirlan-
mukoza yuzeyindeki bazi fungal hucreler masindaki farkliliklardan veya turler arasindaki

bakteriyel flora Uyelerini de iceren karma bir degigikliklerde:-n. olgbilecegi belirtilmektedi[ (12).
biyofilm icinde olabilirler (1). Candida turlerinde Fosfolipaz aktivitesi bulunan suslarin Pz degerleri
biyofilm pozitifligi degisik oranlarda bulunmustur. ~ Artkan ve ark.’nin (13) calismasinda 0.31-0.94
Hilmioglu ve ark. (4) Candida turlerinde Ug farkli ~ arasinda, Yucesoy ve ark.’nin (15) calismasinda
yontemle biyofilm Uretimini arastirmislar ve ortalama 0.70 arasinda bulunmustur. Calisma-
glikozlu sivi sabouraud ve glikozlu beyin kalp mizda bu oran suslarin yarisinda 0.71 ve '0.90
infuizyon sivisi ile biyofilm Uretimini %48.4, kongo ~ arasinda bulunmustur. Galismamizda C.albicans
kirmizili glikozlu beyin kalp infuzyon agar ile %53 ~ Suslarnin 53unde (%69) biyofilm ve fosfolipaz
bulmuslardir. Calismamizda benzer sekilde aKtivitesi pozitifligi birlikte goruldu. .

Candida turlerinin %52’sinin biyofilm pozitif ~ Candida turlerinin biyofilmlerinin antifungal
oldugu bulunmustur. Kalkanci ve ark. (8) 100 &anlara yuksek oranda direncli oldugu sap-
Candida drneginin sekizinde zayif ve orta dere- tanmigtir (10,16-18). Biyofilm iligkili infeksiyonlari
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normal tedavi rejimleriyle tedavi ve tamamen
eradike etmek zordur (3). Antifungal tedavi,
kir icin tek basina yeterli olmadigindan, genellik-
le etkilenen aletlerin ¢ikariimasi gerekmektedir
(16).

Sonug olarak fosfolipaz enzimi ve biyofilm

saptanan donemli virulans faktorleridir. Saptanan
virulans faktorleri ile Candida infeksiyonlarinin
mortalite ve morbidite iligkisini ortaya koyacak
klinik calismalar, dzellikle hastanede alet kul-
lanimiyla ilgili gelisen infeksiyonlardan korunmak
icin aydinlatici olacaktir.

uretimi C.albicans turunde yuksek oranlarda
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