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Abstract

Bu ¢alismada, Human Immunodeficiency Virus pozitif ve saglikh
bireylerin oral kavitelerinden izole edilen Candida albicans suslarinin
in vitro hemolitik aktiveleri arastiriimistir. Calismamizda 52 Human
Immunodeficiency Virus pozitif birey ve 22 saglikli gontllinin agiz
calkanti suyundan; 2003 yilinda izole edilen ve Ankara Universitesi
Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari
kiltir koleksiyonunda saklanan C. albicans suslari kullaniimistir.
Hemolitik aktivite kanli agar plak metodu kullanilarak gésterilmistir.
Plaklar 370C’da % 5 CO2’li ortamda 24 ve 48 saat inkiibe edilmis;
hemolitik indeks (Hz), koloni ¢apinin beta hemoliz zon gapina
orani olarak degderlendirilmistir. Beta ve alfa hemoliz zonlarinin
degerlendiriimesinde kontrol susu olarak sirasiyla Staphylococcus
aureus ATCC 12228 ve Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
suslari, negatif kontrol olarak Candida parapsilosis ATCC 22019
kullaniimistir. istatistiksel analiz Mann-Whitney U testi ile yapilmistir.
HZ degerleri Human Immunodeficiency Virus pozitif grupta 0
ile 2.57, kontrol grubunda ise 0 ile 1.75 arasinda saptanmistir.
Bulgular degerlendirildiginde her iki gruptan izole edilen C.albicans
izolatlarinin hemolitik indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamamistir (p>0.05). Bu durum suslarimizin kolonizan
izolatlar olmalariyla agiklanabilir. in vivo ortamda viriilans faktérlerinin
birbirleri ile etkilesim icerisinde olduklari dustnuldiglinde, diger
virtilans 6zelliklerini de beraberinde arastiran ve virllans genlerinin
ekspresyonlarina bakan galigmalar én plana gikacaktir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, HIV, kandidiyazis, virulans
faktorler

In this study, in vitro haemolytic activities of oral Candida albicans
isolates from Human Immunodeficiency Virus infected subjects and
healthy controls were studied. In our study 52 C.albicans strains
isolated from Human Immunodeficiency Virus positive subjects’
and 22 C.albicans strains isolated from healthy controls’ oral rinse
samples in 2003 which were stored in Ankara University School of
Medicine, Medical Microbiology Department Mycology Laboratory,
were investigated. Haemolytic activity was determined by using the
blood agar plate assay method. Plates were incubated at 370C in
5% CO2 for 24 and 48 h. Haemolytic index (Hz) were calculated as
the ratio of the colony diameter to the beta hemolysis zone diameter.
Staphylococcus aureus ATCC 12228 and Streptococcus pneumoniae
ATCC 6305 were used to evaluate the alpha and beta haemolysis
zones, Candida parapsilosis ATCC 22019 was used as negative
control. Statistical analysis was performed with Mann-Whitney U test.
The Hz values ranged from 0 ile 2.57 for the Human Immunodeficiency
Virus positive group and from 0 ile 1.75 for the controls. There were
no statistical difference found between the groups (p>0.05). Because
our isolates are colonizing these results can be expected. When the
interactions between the virulence factors in invivo environment is
taken into consideration, studies investigating the other virulance
factors influencing the pathogenesis of the fungus and the expression
of the virulance genes are needed.
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GIRIS

Hucresel bagisikigin baskilanmasinin  belirgin  oldugu Human
immunodeficiency Virus (HIV) ile enfekte bireylerde, hastaligin seyri
boyunca herhangi bir zamanda, o6zellikle fungal enfeksiyonlar basta
olmak Uzere bir ya da birkag firsat¢i enfeksiyon gériilebilmektedir. Oral
kandidiyazis HIV pozitif bireylerde ve Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS) hastalarinda en sik ve en erken goriilen firsatgi
enfeksiyonlardan biri olarak tanimlanmaktadir. HIV ile enfekte ve
tedavi almayan hastalarin yaklasik % 90'inda orofaringeal kandidiyazis
gelistigi bildiriimektedir. Bu durum 6zefagusa kadar ilerleyip 6zofajial
kandidiyazise neden olabilmekte; mukozal kolonizasyon ve takiben
gelisen invaziv enfeksiyonlar arasinda onemli oranda bag§ kuran

calismalar  bulunmaktadir (1-4). Candida albicans orofaringeal
kandidiyazisin en 6nemli nedenidir. Saglikli bireylerin igte birinin, HIV
ile enfekte bireylerin ise igte ikisinin agizlarindan izole edilebilmekte
ve HIV ile enfekte kisilerde firsatgi patojen olarak, ylksek morbiditeye
neden olabilmektedir (5). AIDS hastalar basta olmak (izere, immin
sistemi baskilanmis hastalarda artan kandidiyazis sikigi ve artan
C.albicans prevalansina ragmen virlilans faktorlerinin patogeneze
etkisi ile ilgili halen yeterli bilgi mevcut degildir ve dzellikle HIV pozitif
bireylerde AIDS gelisim sirecine olan katkilarinin arastiriimasi gereklidir
(6). Galismalar, Candida’larin neden oldugu, ylizeyel enfeksiyonlardan
yaygin kandidiyazise kadar degisen tiim klinik tablolarda tek bir viriilans
faktortinin etkili olmadigini gostermektedir (7). Konak hicrelerine
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adezyon, germ tlip olusturma, proteinaz, lipaz, fosfolipaz gibi enzimlerin
salgilanmasi major virlilans faktdrleridir. Hemolitik aktivite de Candida’ya
ait onemli bir viriilans faktori olarak patogenezde rol almaktadir (8). Bu
calismada, saglikli ve HIV ile enfekte bireylerin agiz calkanti sularindan
izole edilen C. albicans suslarinin hemolitik aktivitelerinin in vitro olarak
karsilastirimasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Candida albicans suslari. Calismada kullanilan suslar; 2003-08-
09-159 no'lu “HIV pozitif hastalarin orofarengeal drneklerinde Candida
tastyiciiginin ortaya konulmasi ve Candida dubliniensis varliginin
arastirimast” isimli Ankara Universitesi Aragtirma Fonu Projesi
kapsaminda izole edilmistir. C. albicans suslari 52 HIV pozitif birey ve
22 saglikli géndllintn agiz ¢alkanti suyundan elde edilmis olup, calisma
oncesi hastalardan onam formu ve Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Etik
Kurulu'ndan etik kurul onayi alinmistir. Suslarin identifikasyonu, API 20C
identifikasyon sistemi (Biomerioux, Fransa) ile yapiimis ve tiir spesifik
primerler ile, C. albicans NIH A, NIH B ve Ca26555 izolatlari referans sug
olarak kullanilarak, gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile dogrulanmisgtir.

Hemolitik aktivite. Hemolitik aktivite, Lou ve ark. (8)'nin calismasi
temel alinarak, kanli agar plak yontemi ile ortaya konulmustur.
Galismamizda kullanilan plak besiyeri, 100 ml Sabouraud Dektroz Agar'a
(SDA, Difco) %7 koyun kani ve %3 glikoz ilavesiyle hazirlanmistir. C.
albicans maya hiicrelerinin konsantrasyonu hemositometri yardimi ile
belirlenmistir. Maya hticreleri, 48 saatlik inklibasyon sonunda elde edilen
taze maya kiiltirinden, tamponlu fosfatli tuzlu su (Phosphate Buffered
Saline, PBS) icerisinde 1x108 CFU/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu hicre suspansiyonundan 10 pl alinarak glikozla zenginlestirilmis
koyun kanli agara yaklasik 5 mm cap olusturacak sekilde bir damla
inokiile edilmistir. Plaklar 370C'de %5 COZ2'li etiive kaldirimis, 24.
ve 48. saatlerde dederlendiriimistir. Beta ve alfa hemoliz zonlarini
tanimlayabilmek amaciyla kontrol susu olarak sirasiyla Staphylococcus
aureus ATCC 12228 ve Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 suslarl,
negatif kontrol olarak Candida parapsilosis ATCC 22019 kullanilmistir.
Kontrol ve hasta gruplarinin hemolitik aktivitelerinin karsilastirimasinda
parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullaniimis ve istatistiksel
anlamlilik seviyesi olarak p=0.05 alinmistir. Hemolitik indeksin (Hz)
hesaplanmasi. Hz, koloni ¢apinin beta hemoliz zon gapina orani olarak
degerlendirilmistir (9).

BULGULAR

Galismamizda, 24 saatlik inkibasyon sonucunda, bir HIV pozitif
bireye ait sus hari¢ tim suslarda alfa hemoliz zonu olusurken, 48 saat
sonunda bazi suglarda bu zon genislemis ve kolonilerin etrafinda dista
alfa hemoliz zonu ile gevrelenmis beta hemoliz zonu olusmustur. Alfa
ve beta hemoliz zonlarini karsilastirarak degerlendirebilmek amaciyla
kullanilan kontrol suslarindan S. aureus ATCC 12228'nin etrafinda seffaf
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beta hemoliz zonu; S. pneumoniae ATCC 6305'nin etrafinda yesilimsi
alfa hemoliz zonu izlenirken, Candida parapsilosis ATCC 22019 susu
etrafinda hemoliz olusumuna rastlanmamistir. Toplam 22 adet kontrol
susunun hepsi 24 saatin sonunda alfa hemoliz olustururken, 48 saat
sonunda 13'liniin alfa hemoliz zonu genislermis, i¢ kisimlarinda beta
hemoliz zonu belirmig, 9'unda hemoliz zonu yesilimsi olarak kalmistir.
HIV pozitif gruptan izole edilen 52 izolatin ise 24 saatin sonunda biri harig
hepsi alfa hemoliz olustururken, 48 saat sonunda 26’sinin alfa hemoliz
zonlarinin iginde beta hemoliz zonu izlenmistir (Tablo 1). Hz degerleri
HIV pozitif grupta 0 — 2.57 arasinda, kontrol grubunda ise 0 — 1.75
arasinda saptanmistir.

Istatistiksel Degerlendirime

Bulgular degerlendirildiginde HIV pozitif bireylerden ve kontrol
grubundan izole edilen C.albicans izolatlarinin hemolitik indeksleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

TARTISMA

Candida spp. diger mikroorganizmalarla birlikte siklikla insan oral
mukozasinda normal flora elemani olarak bulunur. Bununla birlikte
HIV ile enfekte bireylerde bu mantar firsatgi patojen haline donlserek
mukozal enfeksiyonlara yol agabilir. Zararsiz kommensal olarak yasayan
bir mikroorganizmanin konak immun sistemi baskilandi§i zaman
virllan bir patojene donlsmesi, genis virllans faktor repertuarindan
bazilarini secerek eksprese etmesine baglanabilir (10). Hemolizinler,
mikroorganizmalarin elementer demir ihtiyaclarini kargilamak izere,
konaga ait demir bagl proteinlerini kullanarak yasamalarini saglayan
virllans faktorleridir. Heme bagli demir Uzerinde hidrolitik aktivite
gosterirler. Candida tlirlerinin degisik hidrolitik enzimler salgiladigi
bilinmektedir ancak farkli hemolitik aktivite mekanizmalari ve bu
mekanizmalari tetikleyen faktorler heniz agikliga kavusmamistir (11).
Lou ve ark. (8) C. albicans'i da igeren bir grup Candida izolatinda alfa
hemolizi 24. saatte gdzlerken ayni suglarin 48. saatte beta hemoliz
olusturmalarina karsin, baska bazi Candida tiirlerinin 48. saatte bile
sadece alfa hemoliz olusturmalari gézlemlerinden yola ¢ikarak; alfa ve
beta hemolitik aktivitenin bir biri ardina Uretilen iki farkli hemolitik faktor
oldugu sonucuna varmiglardir. Buradan, eritrositlerin iki basamakta
yikildigi ve geng maya kolonilerinin alfa hemolitik faktériin etkisiyle
eritrositleri kismi olarak pargaladigi, bu yolagin son Grlnlerinin de beta
hemolizinin sentezlenmesini indlikleyip hemoglobinin tam hemolizine
neden oldudu hipotezini gelistirmislerdir. Alfa hemolizin ardindan beta
hemoliz yapamayan suslarin bu metabolik yolagin tamamina sahip
olmadiklari distinilmektedir (8). Bizim galismamizda da kullanilan
suglardan HIV pozitif bireylerin agizlarindan izole edilen gruba ait
1 sus (%1.9) haric hepsinde 24 saat sonunda alfa hemoliz zonu
gdzlemlenirken, toplamda yalnizca 39 (%52,7) tanesinde beta hemoliz
zonuna rastlanmigtir. Suslarimizin geri kalaninda (%45,9) sadece alfa
hemoliz gézlenmesi Lou ve ark. (8)'nin hipotezine benzer ydnde, Candida

Tablo 1. C.albicans suslarinin 48 saat sonundaki hemolitik aktiviteleri

Sadece Alfa hemoliz
yapanlar (%) yapmayan (%)

Hi¢ hemoliz

C.albicans Beta+Alfa hemoliz
Gruplar (n) yapanlar (%)

HIV pozitif gruptan izole edilenler (52) 26 (50)

Kontrol grubu izolatlari (n:22) 13 (59,1)

TOPLAM (n: 74) 39 (52,7)

25 (48,1) 1(1,9)
9 (40,9) -
34 (45,9) 1(1,3)

51
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suslarinin iki farkli hemolizine sahip oldugu gértstini desteklemektedir.

Manns ve ark. (12) 'nin glikozla zenginlestiriimis kanli agar
besiyerinde C. albicans’in indlkledigi komplemana bagh hemolizi
gosteren  calismalarinda,  kiltlr ~ besiyerinde glikoz  ortamda
bulunmadiginda, C. albicans suslari hemolitik aktivite gosterememistir.
Diger yandan Luo ve ark. (8) 80 Candida susu ile yaptiklari calismada,
suslarin glikoz icermeyen koyun kanli agarda sadece alfa hemoliz zonu
olusturabildiklerini, ayni suslarin beta hemoliz zonu olugturamadiklarini
saptamislardir. Buradan yola ¢ikarak ézellikle diabetes mellitus (DM)'lu
hastalarda artmis kan glikoz duzeylerinin C.albicans izolatlarinin
hemolitik aktivitelerini arttirarak patogenezde rol oynayabilecegi
sonucuna varllmistir (8). Benzer bir calismada Tsang ve ark. (13)
tarafindan yapilmis ve artmis kan ve tiikriik glikoz konsantrasyonun, C.
albicans izolatlarinin hemolitik aktivitesini indikleyebilecegi dlistinulerek,
210 tip 2 DM'lu hasta ve 210 saglikli bireyin adiz ¢alkanti sularindan
izole edilen C. albicans suslarinin hemolitik aktiviteleri karsilastiriimistir.
Bu calismada DMlu hastalardan izole edilen suslarin hemolitik
aktivitelerinin saglikli kontrollere gére anlamli oranda yiksek bulundugu
bildirilmistir (13).

Sacristan ve ark. (13)’nin ¢alismalarinda 17 yogun bakim hastasinin
brongial aspiratlarindan izole edilen C.albicans suslarinin hemolitik
aktiviteleri arastirilmis ve suslarin hepsinin hemolitik aktivite gdsterdigi,
%88.9'unda da orta ve ylksek diizey hemolitik indeks saptandigi
belirtilmistir. Aragtirmacilar yogun bakim hastalarini mukozal kandidiyasiz
risklerinin yiiksek olmasi ve mukozal kandidiyazisli hastalarda da
invaziv enfeksiyonlar gérilme olasiliginin yiksek bulunmasi nedeniyle
sectiklerini ifade etmislerdir (3). Yiksek mukozal kandidiyazis riski
taslyan bir diger grup da HIV pozitif bireylerdir. Bu nedenle ¢alismamizda,
oral kandidiyazis belirtileri bulunmayan, antibiyotik veya antifungal tedavi
almamis HIV pozitif bireylerin agiz ¢alkanti sularindan kolonizan olarak
izole edilen C.albicans suglarinin hemolitik aktiviteleri arastiriimistir.
Steroid kullanan, dental problemleri olan, diabetik veya diger metabolik
bozukluklari bulunan hastalara ait izolatlar galismaya alinmamistir.
Mukozal enfeksiyonlarla invaziv enfeksiyonlar arasindaki baglanti ve
mukozal Candida izolatlarinin da invazivler kadar patojen oldugunu
gosteren calismalar (4,14), normalde kolonizasyon yapan C.albicans
suslarinin in vivo olarak hemolizinler gibi cesitli virtilans faktérlerini farkli
oranlarda eksprese ederek firsatci patojen olarak davranabilecegini
dustindlrmektedir. Bu noktadan hareketle farkli hasta gruplarinda
(DM'lu hastalar, yogun bakim hastalari gibi) oral Candida izolatlarinin
cesitli virilans faktorleri tizerine yogunlasan galismalar mevcuttur (4,14).

Calismamizda 52 HIV pozitif hasta ve 22 saglikli génilliniin agiz
calkanti suyundan izole edilen C. albicans suslarinin hemolitik aktiviteleri
karsilagtinimistir. 48 saat sonunda olusan beta hemoliz zonunun,
koloni capina orani (Hz degerleri) HIV pozitif gurupta 0 — 2.57, kontrol
gurubunda ise 0—1.75 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére, HIV pozitif
hasta grubunda hemolitik aktivite degerleri, kontrol grubuna gére farkl
bulunmamistir (p>0.05). in vivo ortamda viriilans faktorlerinin birbirleri ile
etkilesim igerisinde olduklari distinildiginde, diger virilans 6zelliklerini
de beraberinde arastiran ve virlilans genlerinin ekspresyonlarina bakan
calismalar 6n plana gikacaktir. Jungeria ve ark. (14), HIV pozitif bireylerin
agizlarindan izole ettikleri C.albicans izolatlarinin biyofim olusturma
kapasitelerini, sistemik C.albicans suslarininkilerle karsilastirdiklari
calismalarinda, oral izolatlarin invaziv izolatlar kadar patojen olduklarini
ortaya koymuslardir. Bu galisma sonuglarina gére oral Candida
enfeksiyonlarinin sistemik enfeksiyonlar haline donlismeleri durumunda,
invaziv izolatlarla olusanlar kadar élimcil seyretmeleri olasidir ve bu
nedenle dikkatle izlenmeleri ve ciddiye alinmalari gereklidir. Kommensal
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mikroorganizmalarin virllan hale dénismesinde konagin savunma
siteminde var olan hasarlarin énemli birer faktor oldugu dusintimektedir.
Mane ve ark. (10), oral kandidiyazisi bulunan 65 HIV enfekte bireyden
izole ettikleri C. albicans suslarinin bukkal epitelyal hiicrelere adherensini,
enzimatik ve hemolitik aktivitelerini incelemisler ve izole ettikleri tim
suglarda hemolitik aktiviteye rastlamislardir. Yenisehirli ve ark. (15) farkli
klinik orneklerden izole ettikleri 147 C.albicans izolatinin tamaminda
beta-hemolitik aktivite gdsterdiklerini ifade ederek, C.albicans’in dnemli
virlilans faktorleri olarak kabul edilen proteinaz ve fosfolipaz enzimlerinin
yani sira, beta hemoliz yapabilme yeteneginin de patogenezinde rol
oynayabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda, Yenisehirli ve ark.
(15)'nin galismasinin aksine, kullanilan suslarin tamami beta hemoliz
zonu olusturmamistir. HIV pozitif bireylerin agiz calkanti sularindan
izole edilen suslarin % 48.1’i, saglikli kontrollerden izole edilenlerin ise
% 40.9'u sadece alfa hemoliz zonu olusturmustur. Bu durum yukarida
aciklandigi gibi Candida’larin alfa ve beta hemoliz olusturan faktdrlerinin
farkli olmasina baglanabilecegi gibi suslarin virllans farkliliklariyla da
aciklanabilir. Yenisehirli ve ark. 15'nin galismasinda kullanilan izolatlar
kan, solunum yolu, idrar, yara yeri ve gaitadan etken olarak izole edilen
suslar iken, bizim calismamizda kolonizan suslar kullaniimistir.

Bunun yani sira mikroorganizmalarin alfa hemoliz mekanizmasi
tam olarak anlasilamamistir. Stafilokoklar ve streptokoklara bagli
bakteriyel enfeksiyonlarda hemolizinler patogeneze katkida bulunan
anahtar faktorlerden biri olarak bilinmektedir. Streptococcus gordonii'nin
alfa hemolitik faktoriniin hidrojen peroksit oldugu ortaya konulmustur,
C.albicans da hidrojen peroksit iretebilmektedir, ancak alfa
hemolizininden hidrojen peroksitin sorumlu olup olmadi§i agik degildir.
Yapilan bazi galismalarda C.albicans'in beta hemoliz olusturmasinin,
hiicre duvarinda bulunan mannoproteinden kaynaklanabilecegi, bununla
birlikte farkli Candida tiirlerinin hemolitik aktivitelerinin de ayni hiicre duvar
yapisini tagimalarina ragmen farkliliklar gosterdigi ifade edilmektedir
(8,16). Candidalarin hemolitik aktivitelerinin genetik ekspresyonu ile ilgili
az sayida galisma vardir. Luo ve ark. (17) yaptiklari calismada hemolizin
benzeri bir genin (HLP) C.glabrata’nin hemolitik aktivitesi ile iligkili
oldugunu gdstermis ancak bu geni C. albicans'da gdsterememislerdir.
Bu durumu ya HLP geninin C. albicans'larda bulunmamasi ya da gen
dizisindeki varyasyonlara bagli olarak yorumlamislardir (17).

Calismamizda HIV pozitif bireylerin agizlarinda kolonize olan C.
albicans suslari ile saglikli kontrollerden izole edilenler arasinda hemolitik
aktivite agisindan anlamli fark bulunamamistir. Bu durum suslarin
kolonizan olmalari, HIV pozitif bireylerin segilmelerinde; steroid kullanan,
dental problemleri olan, diabetik veya diger metabolik bozukluklari
bulunanlarin ekarte edilerek, olasi etken patojen izolatlarin galisma
disi birakilmasi etkili olmus olabilir. Candida’larin hemolitik aktivitelerini
etkileyen faktorlerin daha ileri galismalarla incelenmesinin hastalik
prognozu agisindan yol gosterici olacagini ve Candida enfeksiyonlarinin
kontrol ve onlenmelerinde tlim virllans faktorlerinin 6nemli oldugunu
disinmekteyiz. Sonug olarak Candida’larin hemolizinleri ile ilgili,
farkl klinik izolatalar ile, mantarin izolasyonunun yapildi§i bolgedeki
konak faktorlerinin de g6z onlinde alinacadi ve gen ekspresyonu gibi
mekanizmalari da agiklamaya yonelik daha ileri calismalara ihtiyag
oldugu gérusindeyiz.
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