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Flukonazol Direncli Candida albicans Suslarinda Atim Pompalarim Kodlayan
Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi ile

Arastirllmasi

Sinem GULAT, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Inciralty/izmir

OZET

Flukonazoliin profilaksi ve sagaltimda yaygin ve tekrarlayan kullanimi, Candida
albicans suslarinda direng gelisimine yol agmistir. Calismamizda, flukonazole direngli ve
duyarli C. albicans izolatlarinda atim pompalarin1 kodlayan CDRI, CDR2 ve MDRI
genlerinin ekspresyonu arastirilarak flukonazol direncinde bu mekanizmanin roliiniin
belirlenmesi amaglanmustir.

Tiirkiye’de ii¢ tniversite hastanesinde ¢esitli klinik orneklerden soyutlanan bes
flukonazol direngli, alt1 duyarli ve dort kismi inhibisyon etkisi gdsteren duyarli C. albicans
susu calismaya dahil edildi. Suslarin flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, vorikonazol,
mikonazol, klotrimazol, 5-flusitozin ve amfoterisin B MIK degerlert CLSI M27-A3
standartlarina gore uygulanan mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Flukonazole direngli
suslarin duyarliliklar1 siklosporin A igeren ve icermeyen “yeast extract peptone dextrose”
agarda flukonazol E-test ile de incelendi.

CDRI, CDR2 and MDRI genlerinin ekspresyonu gercek zamanli polimeraz zincir
tepkimesi ile belirlendi. Bu genlerin ekspresyonu “housekeeping” gen (ACT1) seviyeleri ile
normalize edildi ve duyarli C. albicans ATCC 14053 kontrol susu ile karsilastirildi.
Gruplardaki gen ekspresyonu verileri SPSS versiyon 15.0 yazilimi kullanilarak “Mann-
Whitney U” testi ile karsilastirildi.

Flukonazole direngli/kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli, dokuz susun altis1 5-
flusitozine direngli ve duyarli suslarin ise biri hari¢ tiimii 5-flusitozine orta duyarli olarak
bulunmustur. Tiim suslarin amfoterisin B’ye duyarli ve bir izolat hari¢ tiimiiniin klotrimazole
de duyarli oldugu goriilmiistiir. Flukonazole direncli/kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarlt
dokuz susun yedisinin itrakonazol ve ketokonazole direncgli, mikonazol i¢in ise >64ug/ml

MIK degerlerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Flukonazole duyarli tiim suslar ketokonazole



duyarli, itrakonazole doza bagimli duyarli bulunmustur. Flukonazole diren¢li ve duyarl
suslarin vorikonazole duyarli oldugu belirlenmistir.

C. albicans ATCC 14053 kontrol susuna gore, flukonazole direngli bes susun ikisi
yiiksek, ticli iliml1 diizeylerde CDR1/2; biri yiiksek, ticii ise diisiik diizeylerde MDRI’1 fazla
eksprese etmistir. Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli suslardan birinde goriilen yiiksek
MDRI ekspresyonu disinda, ilimli diizeylerde CDRI, CDR2 ve MDRI fazla ekspresyonu
gozlenirken, duyarli izolatlar ii¢ sus disinda atim pompalarmi diisiik diizeylerde eksprese
etmistir. CDRI ve CDR?2 ekspresyon diizeylerinin ayni sus i¢in tiim izolatlarda paralel oldugu
belirlenmistir.

Calismamizda atim pompa genlerinin ekspresyonlarinin flukonazole direngli, kismi
inhibisyon etkisi gosteren ve duyarli C. albicans suslar1 arasinda farkli oldugu gozlenmesine
ragmen, yapilan istatistik analizine gore gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Sonug olarak, ¢alismamiza alinan flukonazole direngli C. albicans suslarinda ERG11
mutasyonlart ile birlikte atim pompalarinin fazla ekspresyonunun direngten sorumlu énemli

mekanizmalar oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: C. albicans, flukonazol direnci, atim pompalar1



Investigation of the expression levels of efflux pumps encoding genes in fluconazole

resistant Candida albicans strains by real-time polymerase chain reaction

ABSTRACT

Widespread and repeated use of fluconazole in the prophylaxis and therapy resulted in
resistance development in Candida albicans strains. In our study, investigation of the
expression of efflux pump encoding genes CDRI, CDR2, and MDRI in fluconazole resistant
and susceptible C. albicans isolates was aimed in order to determine the role of this
mechanism in fluconazole resistance.

Five fluconazole resistant, six sensitive and four trailing effect showing sensitive C.
albicans strains, isolated from various clinical specimens in three hospitals in Turkey were
included in our study. MIC values of fluconazole itraconazole, ketoconazole, voriconazole,
miconazole, clotrimazole, 5-flucytosine and amphotericin B were determined by
microdilution method performed according to CLSI M27-A3 standards. The susceptibilities
of fluconazole resistant strains were also studied by fluconazole E-test performed on yeast
extract peptone dextrose agar with and without cyclosporin A.

The expression of CDRI, CDR2 and MDRI genes were determined by real-time
polymerase chain reaction. The expression of these genes was normalized with their
housekeeping gene (ACT1) levels and compared with the drug susceptible C. albicans ATCC
14053 control strain. Gene expression data of the groups were compared by Mann-Whitney U
test via using SPSS version 15.0 software.

Six out of nine fluconazole resistant/trailing effect showing sensitive strains were
resistant to S-flucytosine, and all except one sensitive strains had found as intermediate to 5-
flucytosine. It was seen that all strains were susceptible to amphotericin B and all except one
strain were also sensitive to clotrimazole. Seven out of nine fluconazole resistanttrailing
isolates were determined as resistant to itraconazole and ketoconazole, and had miconazole
MIC values of >64 pg ml™. All fluconazole sensitive isolates were found as sensitive to
ketoconazole and dose dependent sensitive to itraconazole. Fluconazole resistant and sensitive
strains were determined as sensitive to voriconazole.

Out of five fluconazole resistant isolates, two strains overexpressed high levels and
three strains overexpressed mild levels of CDR1/2; one strain overexpressed high levels and

three strains overexpressed low levels of MDRI according to C. albicans ATCC 14053



control strain. It was observed that CDR1, CDR2 and MDRI gene expression levels were mild
in trailing effect showing strains except one which highly expressed MDRI, while sensitive
isolates except three expressed efflux pump genes at low levels. It was determined that the
expression levels of CDRI and CDR?2 genes for the same strain were in parallel for all
isolates.

In our study, although it was observed that the expressions of efflux pump genes were
different between fluconazole resistant, trailing and sensitive C. albicans isolates, no
statistically significant difference was detected between the groups according to statical
analysis (p>0.05).

As a result, it can be concluded that overexpression of efflux pumps and ERGII
mutations are important mechanisms responsible for resistance in our fluconazole resistant C.

albicans 1solates.

Key words: C. albicans, fluconazole resistance, efflux pumps



1. GiRiS VE AMAC

Candida tirleri Ozellikle immiin yetmezlikli hastalarda yilizeyel mukozal
infeksiyonlardan yasami tehdit edici sistemik infeksiyonlara kadar gesitli hastaliklara neden
olan firsat¢1 patojenlerdir Son yillarda Candida infeksiyonlarinin insidansi diinya ¢apinda
giderek artmaktadir. Candida tiirleri, ABD ve Avrupa’da sirasiyla dordiincii ve altinci en
yaygin hastane kokenli kan dolasimi infeksiyonu etkenidir. (1-4).

Candida albicans kan dolasimi infeksiyonlarina neden olan en yaygin Candida tirii
olup, diinya c¢apinda %37-70 oraninda siklia sahiptir (5). Candida infeksiyonlarinin
onlenmesi ve sagaltimi genellikle uzun donem ila¢ kullanimi gerektirmektedir. Flukonazol
(FLU) bu amagla en yaygin kullanilan triazol smifi bir antifungaldir (6-8). Gerek uzun ve
tekrarlayan FLU sagaltiminin gerekse diger antifungaller ile karsilasmanin C. albicans
izolatlarinda diren¢ sorununa neden oldugu bildirilmistir (8-9).

C. albicans suslarinda azol direncinden sorumlu birgok mekanizma ileri stiriilmiis,
FLU direncli suslarda tek bir mekanizmadan ¢ok, bir¢ok mekanizmanin birlikte rol aldigi
belirtilmistir (9-11). Bu mekanizmalar; ilacin hiicre i¢inde birikiminde azalma, ilacin hedefi
olan lanosterol demetilazda (Ergllp) degisiklik ve ergosterol biyosentezinde degisiklik
seklinde ozetlenmektedir. Hiicre icinde ila¢ birikiminde azalma, ilacin hiicre i¢ine aliminda
bozukluk veya aktif pompalar ile atiliminin artmast sonucu meydana gelmektedir. Lanosterol
demetilaz1 kodlayan ERG11 genindeki nokta mutasyonlar, ERGII geninin fazla ekspresyonu
ve ergosterol biyosentez yolaginda gorev alan diger genlerdeki olasi genetik degisimler de
azol duyarliliginin azalmasina neden olmaktadir (10-12). C. albicans suslarinda FLU
direncine neden olan mekanizmalar arasinda en sik goriilenin ¢oklu atim pompalarinin fazla
ekspresyonu oldugu bildirilmistir (11, 13, 14). Fungal atim pompalar1 ATP baglayan kaset
ailesinden Cdrlp ve Cdr2p ile major kolaylastirict siiper ailesinden Mdrlp olmak {iizere iki
gruptur. CDRI, CDR2 ve MDRI genleri ilag atiminda rol oynayan hiicre membran-iligkili
tastyicilar1 kodlamaktadir. MDRI geni C. albicans’in FLU direncinden sorumlu iken, CDRI
ve CDR2 genleri FLU, ketokonazol ve itrakonazol gibi farkli azollere ve amorolfin, terbinafin
gibi diger baz1 antifungallere karsi diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir (9, 10, 14, 15).
Calismamizda hastanemizde ve iilkemizdeki bazi merkezlerde klinik 6rneklerden soyutlanan
FLU’ya flukonazole direngli (R) ve duyarli (S) C. albicans suslarinda attim pompalarini
kodlayan CDRI, CDR2 ve MDRI genlerinin ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi ile

direncteki rollerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

M.O. dordiincii yiizyilda, Hippocrates ve Gallen oral pamukguk lezyonlar1 tanimlamus,
1771’de Rosen von Rosenstein agizdaki pamukcugun akcigerlerde invaziv olarak
yerlesebildigini bildirmistir. 1839°da Bernard Langenbeck tifolu bir hastanin oral
lezyonlarindan soyutladig1 organizmayi tifiis cisimcikleri olarak tanimlamis, ardindan Gruby
bu organizmanin Sporotrichum tirii oldugunu bildirmistir. 1842°de Emil Berg saglikli
bebeklere aftoz membran materyalini inokiile ederek gelistirdigi oral aft modeli ile
pamukcugun fungal etyolojisini arastirmistir. 1849°da Frank ve Wilkinson agizdaki lezyonun
genital organlarda da olabilecegini gostermistir (16-18).

1847°de Charles Robin organizmaya Oidium albicans olarak ilk ismini vermistir.
Hansen 1888’de bu mantar1t Monilia tiiri olarak simiflamis, Zoph ise 1890’da Monilia
albicans adin1 vermistir. 1923’de Roth Berkhout pamukguk etkeni mikroroganizmanin bir
Monilia tiirii olmadigin1 bildirmis ve Candida ismini 6nermistir (16-18).

1861°de Albert Zenker tarafindan ilk kez kayithh bir sistemik kandidoz olgusu
tanimlanmistir. Candida’nin etken oldugu ilk endokardit olgusu ise antibiyotiklerin
kullaniminin biiyiik oranda yayginlastigi 1940°da bildirilmistir. O zamandan bugiine Candida

infeksiyonlarinin siklig1 artmis ve konu ile ilgili ¢calismalar da hiz kazanmistir (16-18).

2.2. Genel Ozellikler

Heterojen bir cins olan Candida askomigetler i¢cindeki Saccharomycetales takiminda
yer almakta ve yaklasik 200 tiirden olusmaktadir. Candida tiirleri yaygin goriilen mayalar
olup, bir¢ok bitki lizerinde, memelilerin sindirim kanali, insanin mukoza ve derisinde bulunur.
Bu tiirler mukozal yiizeylere dogum sirasinda veya dogumdan hemen sonra kolonize
olmaktadir. Normal florada bulunan Candida tirleri, hastalik veya sagaltim girisimleri
nedeniyle bagisiklik savunmasi bozulmus hastalarda, dokulara yayilarak yasami tehdit eden
patolojilere yol agabilir. C. albicans ¢ogu kandidoz formlarindan en sik izole edilen tiir olup,
bunun nedeni normal florada yiiksek prevalans gostermesidir. Tibbi Onemi olan diger
Candida turleri ise; C. catenulata, C. ciferri, C. guilliermondii, C. haemulonii, C. kefyr, C.
krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C.

rugosa, C. utilis, C. wiswanathii ve C. zeylanoides’tir (19).



Candida tirleri; 3—6 pum biiyiikligiinde, tek hiicreli, kapsiilsiiz maya mantarlaridir.
Eseysiz iiremeleri multilateral tomurcuklanma yolu ile olmaktadir. Morfolojik olarak ana kok
hiicrenin bir boliimiiniin uzamasi ile olusan; yuvarlak, oval veya uzamis sekildeki yapilar
blastokonidya olarak adlandirilir. Tomurcuklanma esnasinda hiicre duvarinin bir noktasi lizise
ugrar ve bu noktadan disartya dogru balonlasan kisim siserek genisler. Ana hiicrede mitoz
yoluyla ¢ogalan kromozom ve diger hiicre elemanlar1 yeni hiicreye tasinir. iki hiicre arasinda
septa geliserek hiicre cogalmasi gerceklesir (19-21).

Candida tirleri klinik orneklerde blastokonidya, yalanci hif veya hif formunda
bulunabilir. Yalanci hif; blastokonidyalarin ana hiicreden kopmadan uzayarak olusturduklari
bir hiicre zinciridir. Duvarlar1 birbirine paralel olmayip, hiicreler arasinda daralmalar
nedeniyle bogumlu olarak goriiliirler. Ger¢ek hif ise bogumlanma gdstermez, duvarlar
birbirine paraleldir ve septa olusturur. Candida tiirleri arasinda sadece C. albicans ve C.
dubliniensis’in gergek hif olusturdugu bildirilmistir. Yalanci hiflerin goriinlimii ve bunlara
blastokonidalarin baglanma sekli, Candida tiirlerinin identifikasyonunda gozlenecek 6nemli
ozelliklerdir (20, 22).

Bu tiirler Sabouraud dekstroz agar (SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda veya
37°C’de 24 saat icinde genellikle kirli beyaz veya krem rengi, nemli, diizglin veya burusuk
kenarli, diizgiin yiizeyli veya gobekli; uzayan inkiibasyonla birlikte kivrimli hale gelen, mat
ya da parlak, maya kokulu yumusak koloniler olusturur (21, 23).

C. albicans klinik 6rneklerden en sik izole edilen maya tiirli olmakla birlikte son
zamanlarda non-albicans Candida tiirlerinden kaynaklanan infeksiyonlarin prevalansinda artis
s0z konusudur (1, 5). “ARTEMIS DISK” Evrensel Antifungal Siirveyans Programi invaziv
Candida infeksiyonlarinda en sik karsilagilan etken olan C. albicans’1 (63—70%), C glabrata
(44%), Candida tropicalis (6%), ve Candida parapsilosis (5%)’in izledigini bildirmektedir.
Ancak bu dagilimda cografik ve kurumsal farkliliklarin yaygin oldugu ve ABD disinda C
glabrata’nin daha az oranda soyutlandigi isaret edilmektedir (24). C. albicans en yliksek
oranda Kuzey ve Orta Avrupa ve ABD’de soyutlanmakta olup, non-albicans Candida tiirleri

Giliney Amerika, Asya ve Giiney Avrupa’da daha yaygindir (25).



2.3. Hiicre ve Hiicre Duvar Yapisi

Okaryot Candida hiicreleri; hiicre duvari, sitoplazmik membran, sitoplazma,
mitokondri, 80S ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve membran ile gevrili
nukleustan olusur (26).

Candida tiirlerinin patogenezinde hiicre duvarinin énemli rol oynadig1 bilinmektedir.
Maya hiicresini konagin savunma mekanizmalarindan korudugu gibi konak hiicre yiizeylerine
tutunmada dogrudan gorev alir. Ayrica 6nemli antijenler ve mantar lehinde konagin
homeostatik dengesini etkileyen bilesikler de icerir (27).

Hiicre duvar yapisinin yaklasik olarak %80-90 kadar1 karbonhidrat, %6-25’1 protein,
% 1-7’si lipidlerden olusmaktadir. Hiicre duvarinda polisakkarit olarak mannan, glukan ve
kitin bulunmakta olup, polisakkaritlerin %40-85’ini mannan, %0,5-9’nu kitin olusturur. (-
glukan dallanmis B-1,3 ve B-1,6 glukoz polimerlerinden, kitin ise dallanmamis -1,4 N-asetil
glukozamin polimerlerinden olusur. Hiicre duvarinin en 6nemli bileseni mannoproteinler
olup, proteinlerle kovalan baglar yapan mannoz polimerlerinden olugur. Mannan, hiicre duvari
kuru agirligmin yaklasik %30’unu olusturmakta olup, hiicre duvarmin ana antijenik yapist
olarak serolojik testlerde siklikla kulanilmaktadir. Hidrojen baglar1t ile baglanmis
uzunlamasina yapilt kitin molekiilleri mikrofibriller olusturur. Maya hiicrelerinde kisa
zincirler olarak goriilen bu mikrofibriller hif duvarlarinda uzun karmasik zincirler olarak yer
alir. Glikolipidler hiicre duvar sentezi, sinyal ileti yollar1 ve hiicre antijenleri olarak énemli
islevlere sahiptir (28).

Maya ve hif formlarinda glukan ve mannan igerigi benzer iken, hif hiicrelerinde kitin
miktar1 maya hiicresine gore lic kat fazladir. Bu maddeler mantarin patogenezinde rol
oynadig1 gibi ayrica antijenik 6zellikleri nedeniyle tanida da yardimci olmaktadir (23).

C. albicans hiicre duvar1 4-8 tabakadan olusur. Maya-hif doniisiim siirecinde bu say1
ve kalinlik degisir. Elektron saydam i¢ iskelet tabaka ise esasen polisakkaritler (B-glukan ve
kitin) ve az miktarda proteinden olusur. Duvar proteinleri lateral B-1,6 glukan veya daha az
oranda B-1,3 glukan zincirleri aracilifiyla kitin mikrofibrillerine baglanir. Hiicre duvar
proteini Pir 1 (“Protein with Internal Repeat”) ise i¢ tabaka boyunca dagilir. Pirl, B-1,3-
glukan zincirlerine ¢apraz bagli ¢oklu tekrarlara sahip olup, bu yap1 ic¢ iskelet duvar
tabakasinin mekanik dayanikliligi i¢in gereklidir. Hiicre duvariin dis yiizeyi mannoproteinler
agisindan zengin olup, elektron yogun dis protein tabaka olarak tamimlanir. I¢ tabakay:

cevreleyen dis tabaka B-1,3-glukan zincirlerinin dogal bagisik sistem dektin—1 reseptorii



tarafindan  taninmasim1  engeller. Hiicre duvar proteinlerinin = %88’ini  olusturan
“glycosylphosphatidylinositol” (GPI) proteinleri agirlikli olarak dig tabakada yer alir. GPI
proteinleri serin tirozin rezidiileri agisindan zengindir ve oldukg¢a O-glikozillenmistir. Toplam
yaklasik 234 GPI proteininin 50’si adheziv 6zelliktedir (27, 29).

Hiicre zan iki tabakali olup fosfolipid, sfingolipid, glikoprotein ve sterol igerir. Sterol,
ergosterol ve zimosterol formunda olup, steroliin %95’ini olusturan ergosterol antifungal
ilaglar i¢cin 6nemli bir hedeftir. Kitin sentetaz gibi duvar komponentlerinin sentezinde rolii
olan enzimler de membranda bulunur. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif
doniistimii ve hifin ucundan uzama) i¢in gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C,
adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de membranda yer alir (23).

C. albicans genetik kodunda bulunan CUG kodonu ldsin yerine serin amino asitini
kodlar. Bu ozelligini C. paropsilosis ve C. tropicalis gibi tiirleri de igine alan bir grup ile
paylasir. C. albicans genomunun biyiikligi 13,3-13,4 Mb olup, 6,100-6,200 geni kodlar.
Toplam 21 gen ailesi “CUG clade”i i¢inde yer almakta olup; lipazlar, adhezinler, oligopeptit

tastyicilar, hiicre duvar mannoproteinleri ve transkripsiyon faktorlerini kodlar (30).

2.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Candida ile konak arasindaki etkilesimler olduk¢a karmasiktir. Bu etkilesim mantarin
infeksiyon olusturma yetenegine, konagin infeksiyona karsi yanitina ve konakta predispozan
faktorlerin varligina baglidir. Mantar ve konak arasindaki hassas denge kommensal veya
parazitik iligkiyi belirler. Normal flora iiyesi olan Candida tiirleri konak risk faktorlerine sahip
bireylerde dokulara kolonize olarak infeksiyonlara yol agabilir. Candida infeksiyonlarina
zemin hazirlayan konaga ait predispozan faktorler; immiinsiipresif ve sitotoksik sagaltim,
genis spektrumlu antibiyotik sagaltimi, AIDS, diabet, ciddi yaniklar, intravendz ilag
kullanimi, iiriner kataterler, yogun cerrahi girisimler ve total parenteral beslenme seklinde
siralanabilir (12).

Konagin Candida tiirlerine kars1 direng faktorleri arasinda deri ve mukoza biitlinliigi,
silier hareketler, sekresyonlar, normal mikrobiyolojik floray1 iceren mukokutan6z engeller,
kompleman sistemi, fagositoz ve fagositik 6ldiirme mekanizmalari, sitokinler, B-lenfositleri
iceren hiimoral mekanizmalar, nétrofiller, mononiikleer fagositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler, T-

lenfositleri igeren hiicresel mekanizmalar sayilabilir (31, 23).



Yiizeyel (kutandz veya mukozal) kandidoz Candida tiirlerinin yerel sayisinda bir artis
ile ortaya ¢ikmakta olup, maya ve yalanci hifler araciligiyla lokal invazyon sonucu epitele
zarar verir (21).

Epitel hiicreleri dogal bir bariyer olusturarak, mikrobiyal flora ise patojenlerin iiremesi
lizerinde antagonistik etkiler saglayarak Candida’larin asirt ¢ogalmasint ve dokulara
invazyonunu engeller. Ayrica Th17 yanit1 notrofil gocii saglayan IL—17 ve defensinleri uyaran
IL-22 iiretimini destekleyerek mukozada mayanin kontrol edilmesinde 6nemli rol oynar (32).

Sistemik kandidoz ise Candida’nin kan dolasimina girdigi ve fagositik konak
savunmasinin mayanin ¢ogalmasi ve yayilmasini énlemede yetersiz oldugu durumlarda ortaya
cikar (21).

Makrofajlar ve notrofil gibi fagositler savunmanin ilk hattinda 6nemli rol oynar ve
etkenin sistemik olarak yayilmasini engeller. Bu 6nemli fagositlerin islevsizligine yol agan
kosullar (kemoterapi sonucu ortaya ¢ikan notropeni gibi) invaziv kandidoz gelisimi ile
iligkilidir (32).

Kandaki monositler ve dokulardaki makrofajlar, ilk proinflamatuvar sitokinlerin
iiretiminden sorumlu ana hiicrelerdir. TNF-a, IL-1 ve IL-6, monosit ve/veya makrofajlarca
salinir ve yaygin kandidoza kars1 konak savunmasinda kritik rol oynar. TNF-a notrofillerin
infeksiyon bolgesine gocii ve etkili fagositozdan sorumludur. Notrofillerin  6ldiirme
mekanizmalar1 superoksit, hidrojen peroksit, monokloramin gibi oksidatif maddeler araciligi
ile olabildigi gibi, defensin, laktoferrin, lizozim, azuridin gibi oksidatif olmayan graniiller
aracilifiyla da gerceklesebilir. (32-33).

Fagositler, monosit-kokenli proinflamatuvar sitokinler ve Thl yamtlar1 Candida’lar
kan dolasimi ve dokulardan elimine etmede gorevli ana efektdr mekanizmalardir. Thl yaniti
yaygin kandidoz siiresince kritik bir rol oynar. Thl yanitlar1 kaspaz-1 bagiml sitokin IL-18 ve
monosit/makrofaj aktivasyonu sonucu aktive olan IL-12 kombinasyonunca uyarilir. Thl
yanitinin prototip sitokini IFN-y olup, makrofajlarin sidal etkili nitrik oksit ve siiper oksit
tretimini tesvik eder. IFN-y endotel hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlar gibi konak
savunmasinda 6nemli non-immiin hiicreler iizerinde de aktiviteye sahiptir (32).

Fagositik hiicreler patojen iliskili molekiiler paternleri (PAMPs) taniyan patern tanima
reseptorleri (PRRs) araciligiyla Candida hiicrelerini tanirlar. Bunlardan “Toll-like” reseptor
(TLR)-2 ve TLR4 Candida’yr tamyan ana reseptorlerdir. TLR4 mannani; TLR2 ise

fosfolipomannani tanir. C. albicans’in maya formu TLR2 ve TLR4 iizerinden; hif formu ise
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TLR2 iizerinden inflamatuvar yanitlari aktive eder. TLR2 ve TLR 4 disinda TLR1, TLR6 ve
TLRY da Candida’larin PAMP’larinin taninmasinda gorev alir. C-tipi lektin reseptorleri
(CLRs) Candida hiicre duvar proteinlerini tanityan PRR’lerdir. Bunlardan dektin—1 B-1,3-
glukani taniyan bir CLR olup, mantarlarda solunumsal patlamayi uyarir. Dektin—2 C.
albicans’n hifal formuna yanitta spesifik olarak proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini uyarir.
Makrofaj mannoz reseptorii (MR) hiicre duvarindaki mannani tanir, nétrofil ve eozinofillerde
bulunan kompleman reseptér 3 (CR3) ise Candida’lar icin Onemli diger fagositik
reseptorlerdendir (32).

Candida virulans faktorleri, adezyon, biyofilm yapimi, enzimler (proteinazlar,
fosfolipazlar ve lipazlar), toksinler, morfolojik degisim, fenotipik degisim, hiicre ylizey

hidrofobisitesi ve ¢esitli sideroforlar1 kullanma yetenegi seklinde siralanabilir (23, 31, 34).

2.4.1. Aderans

Candida'larin mukoza epitel ve endotel hiicrelerine yapismast kolonizasyon ve
infeksiyonunun ilk agamasi olup, patogenezde énemli rol oynamaktadir. C. albicans't bu cins
icerisinde en sik karsilasilan tiir olarak 6ne ¢ikaran 6zelliklerin basinda mukoza yiizeylerine
yapisma yetenegi gelir. (35).

Candida tiirlerinin konak hiicreye baglanmasinda esas rolii oynayan, hiicre yiizeyinde
bulunan adezinlerle konak hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerin birbiriyle etkilesimidir.
Olusan infeksiyonun patogenezi ile Candida’nin aderans yetenegi arasinda korelasyon
izlenmistir (36). C. albicans hiicrelerinin konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutunmasinda
iCsb, Csd, fibronektin ve Ostrojen reseptorleri, mannoprotein, salgisal aspartik proteinaz,
faktor 6 (antijen 6), laminin reseptorii ve fibrinojen baglayan proteinler gibi molekiillerin rolii
bulunmaktadir (23).

Cogu C. albicans adezini glikoprotein yapida olup “Agglutinin-Like Sequence” (ALS)
gen ailesini de igeren bir dizi gen ailesi tarafindan kodlanir. ALS, ALA 1 (“agglutinin-like
adhesin™), INTI ve HWPI’1 icermekte ve 8 gen ile kodlanmaktadir. Hwpl, yanak epitel
hiicrelerine baglanmay1 saglar. Bu genin inaktivasyonu biiyiik dl¢lide virulans: azaltir. INT 1
ise adezyonun yaninda filamentéz seklin ¢ogalmasini da saglayan gen bolgesidir ve dnemli

Olctlide virulanstan sorumludur (37-38).
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2.4.2. Biyofilm Yapimi

Candida tiirleri kateter, yapay eklem, protez kalp kapagi gibi tibbi cihazlarin
yiizeylerine yapisip biyofilm iireterek kolonizasyon ve infeksiyon olusturabilirler. Olusan
biyofilmde hem mikroorganizmaya hem de konaga ait faktorler rol oynamaktadir. Bu
yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin “slime” faktoriiniin, konagin da fibrin ve
fibronektinlerinin karsilikli etkilesiminin gerekli oldugu bildirilmektedir. Biyofilmlerdeki
hiicrelerin planktonik hiicrelerden tamamen farkli fenotipik 6zellikler gdsterdikleri, klinikte
kullanilan antifungallere daha direngli olduklar1 ve infeksiyon i¢in bir kaynak olusturduklari
belirtilmektedir. Biofilm olusturabilme yetenegi ile viriilans derecesi arasinda pozitif bir iliski
oldugu belirlenmistir (34, 39-42).

Biyofilm, ince bazal bir maya tabakasi, lizerinde kalin bir hif tabakasi ve bu yapiy1
cevreleyen hiicre dis1 matriksden olusmaktadir. Serbest maya hiicreleri dnce kat1 bir yiizeye
yapisir, daha sonra morfogeneze ugrar ve salgisal hiicre duvar polimeri 1,3 B glukanca zengin
ekstraselliiler bir matriks igerisine gomiilii karigik morfolojide hiicrelerden olusan yogun bir
tabaka ortaya c¢ikar. Matriks karbonhidrat, protein, fosfor ve hekzoaminazlardan meydana
gelir. Besin, pH, oksijen gibi cevre kosullarinin yani sira etkenin tirii de matriks
kompozisyonunu etkiler (42-44).

Biyofilm olusumunda rol alan ¢ok sayida gen tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 hif
olusumu i¢in gerekli transkripsiyon faktorii Efgl ve kinaz Yak1’dir. Ayrica, transkripsiyon
faktorii Zapl’in matriksin polisakkarit bilesenlerinin {iretimini, diger bir transkripsiyon
faktorii Berl’in ise hiicrelerin yiizeylere yapigmasini saglayan adhezinlerin olusumunu
diizenledigi bildirilmektedir. Bir grup alkol dehidrogenaz ise hiicreler arasi haberlesme
(“quorum sensing”’) molekiillerinin seviyesini diizenlemektedir (30).

C. albicans, haberlesme molekiilleri yardimi ile morfogenezini kontrol altinda
tutabilmektedir. Bunlardan hif gelisimini baskilayan farnesol molekiiliiniin aksine tirosol
molekiilii hif olusumunu arttirmaktadir. Farnesoliin konsantrasyonu biyofilm i¢inde kritik
yogunluga ulastiginda biyofilmin dagilmasinda goérev alir (45).

Candida tiirleri arasinda biyofilm iiretimi en sik olarak C. albicans’ta goriilmektedir.
Kateter kaynakli infeksiyonlarda yiiksek oranda rol oynayan C. parapsilosis igin biyofilm
tiretiminin 6nemli bir virulans faktorii oldugu; ayrica C. tropicalis, C. glabrata ve C. kefyr’in

de biyofilm iirettigi saptanmustir (43, 46).
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2.4.3. Enzimler

Infeksiyon siiresince hidrolitik enzimlerin salgilanmas1 dokulara penetrasyon, konak
immiin faktorlerinin yikimi ve besin kazanimi saglayarak virulansta onemli rol oynar.
Candida tiirleri tarafindan iiretilen hidrolitik enzimler salgisal aspartik proteinaz, fosfolipaz ve

lipaz ailelerini icermektedir (39, 47).

2.4.3.1. Proteinazlar

Candida tirleri tarafindan en sik {retilen hidrolitik enzim salgisal aspartik
proteinazlardir (Sap). Sap proteinleri Candida infeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Infeksiyon siiresince patojen Candida tiirlerince salgilanan proteinazlar ile
virulans arasinda korelasyon varligi bildirilmistir. Sap’lar kollajen, laminin, fibronektin,
miisin, salgisal  laktoferrin, a2-makroglobulin, immiinglobulinler, interlokin—1p,
laktoperoksidaz, katepsin D, kompleman ve ¢esitli kan koagulasyon onciillerini hidroliz eder.
(12, 47).

Ekstraselliiler proteinazlar1 en sik C. albicans salgilarken, bu enzimler C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae tarafindan da iiretilmektedir. Yapilan bir
calismada C. albicans ve non-albicans Candida izolatlar1 arasinda proteinaz aktivitesi
acisindan Onemli fark olmadigi ve bu enzimin her iki grup i¢in de Onemli oldugu
vurgulanmaktadir (48).

Sap’lart kodlayan SAP gen ailesinde birbirinden farkli 10 kadar gen mevcuttur. SAP1-
3 genleri yalnizca maya hiicrelerinde; SAP4-6 ise hif yapilarinda bulunmaktadir. Hem maya
hem hif yapilarinda bulunan SAP9, SAPI0 ise fungal hiicre membranina baghdir. SAP gen
ekspresyonu 6zellikle C. albicans i¢cin doku penetrasyonu yaninda hif olusumu, adezyon ve
fenotip degisimi gibi diger viriilans faktorleri ile de yakin iligski gostermektedir. SAP/-3’iin
yiizeyel, mukozal ve kutandz infeksiyonlarda; SAP4-6’nin ise sistemik infeksiyonlarda rol

oynadig1 gosterilmistir (47, 49-51).

2.4.3.2. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar membran gliserofosfolipidlerinin ester baglarint hidrolize ederek konak
hiicre membraninda hasara yol acar, aderans ve penetrasyonda rol alir (49). Yapilan
calismalarda C. albicans’in fosfolipaz aktivitesinin non-albicans Candida’lara oranla daha

fazla oldugu ve fosfolipaz aktivitesi ile virulans arasinda ciddi bir korelasyon saptandigi
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bildirilmektedir (48, 52). C. albicans’ta enzimin fosfolipaz A, B1, B2, C, D, lizofosfolipaz ve
lizofosfolipaztransagilaz formlar1 tammlanmstir  (53-55). Ozellikle fosfolipaz B ve
lizofosfolipaztransacilaz, hidrolaz aktiviteleri nedeni ile C. albicans’in fosfolipaz

aktivitesinde 6nemli bir yer almaktadir (47).

2.4.3.3. Lipazlar

Hidrolitik enzimlerin bir diger grubu olan lipazlar mono-di-triagilgliserol ve diger
fosfolipidlerin ester baglarinin hidrolizini katalize eder ve bu enzimler on tiiyeli bir gen ailesi
(LIP 1-10) tarafindan kodlanir. C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei
suslarinin lipaz aktivitesi gosterdigi saptanmis ancak C. glabrata’da bu 6zellik izlenmemistir
(49).

Lipazlarin besin kazanimi i¢in lipidlerin sindirimi, konak hiicrelere adezyon, bagisiklik
sistemi hiicrelerini etkileyerek inflamatuvar siirecin baglatilmasi ve sitotoksitenin uyarilmasi
gibi pek ¢ok islevi vardir (56-57). Infeksiyon modellerinde lipaz-negatif C. parapsilosis

mutantlarinin virulansinin azaldigi gosterilmistir (56).

2.4.4. Morfolojik Degisim

Candida tiirleri cesitli kosullara bagli olarak maya ve hif formlar1 arasinda geri
dontistimlii bir gecis yetenegine sahiptir. Bu morfolojik degisim Candida’larin yasamasi i¢in
degil, farkli ortam kosullarina uyum saglayabilmesi ve {iireyebilmesi icin gelistirdigi bir
mekanizmadir (23, 58).

C. albicans in ay1rt edici bir 6zelligi li¢ farkli morfolojide (maya, yalanci hif ve gergek
hif) tireme yetenegidir. 37°C sicaklik, notral pH, yiiksek CO, konsantrasyonu ve serumun
ortamda bulunmas1 hif formunun gelisimini indiiklerken, 30°C sicaklik, asit pH ve serumun
olmadig bir ortam maya seklinde liremeyi indiiklemektedir. (23, 30, 58).

Maya-hif doniisiimii sirasinda maya hiicre membranindaki reseptorler tarafindan
algilanan sinyaller (1s1, pH, aminoasitler gibi) hiicre i¢ine iletilmekte ve hiicre igcinde cAMP,
cGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Olusan iyon akimi
sonucunda hif seklinde uzama gergeklesmekte olup, bu forma doniisiimiin ilk basamagini
c¢imlenme borusu (“germ tube”) olusturmaktadir. Sinyal zayif, 1s1 ve pH diislik ise septum
yapimi gecikir, iyon akimi olmaz ve buradan disar1 dogru balonlasma sonucu tomurcuk

sekillenir (23, 59). Ana maya hiicrelerinden hifin gelisimi hiicreler arasi haberlesme
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mekanizmasi ile diizenlenmekte olup, maya hiicreleri alkol farnesol gibi kiiciik molekiiller
tireterek hif olusumunu inhibe etmektedir. Yalanci hif morfolojisi ve olusumunu ydnlendiren
kosullar maya ile hif arasinda yer alir ki bu da yalanci hiflerin bir ge¢is evresi oldugunu
desteklemektedir. Transkripsiyon faktorii UMEG6‘nin diisiik seviyede ekspresyonu yalanci hif,
yiikksek seviyede ekspresyonu hif iiremesi ile sonuglanir. Ancak gercek hif ile yalanci hif
arasinda kalitatif farkliliklar bulunmaktadir. Kutupsal ireme mekanizmasi, hiicre dongiisiiniin
organizasyonu, sitokinez sonrasi primer septumun hidrolizi gibi baz1 faktorler yalanci hifin
hiften ¢ok mayaya yakin oldugunu gostermektedir (30).

Infeksiyon sirasinda maya hiicreleri hife gére kan ve viicut sivilarma daha kolay
yayilirken, hif formlarinin aderanslarinin maya formuna gore daha fazla oldugu ve doku

invazyonunda 6nemli rol oynadig bildirilmektedir.(58, 60).

2.4.5. Fenotipik Degisim
Kiiltiirde tireyen Candida’larin g¢ogu diizgiin yiizeyli, beyaz, krema kivaminda ve
kabarik koloniler olusturur. C. albicans ve diger tiirler fenotipik degisime ugrayabilirler. Bu
durumda tek bir Candida tiirii geri donilistimlii olarak birkag¢ farkli morfotip arasinda degisim
sergileyebilir. Bu morfotipler baskin bi¢cimde tomurcuklanan maya benzeri hiicrelerin
olusturdugu diizgiin yiizeyli tipik beyaz koloniler olabilecegi gibi, esas olarak yalanci hif ve
hiflerden olusan havli veya tliylii koloniler de olabilir. Fenotipik degisimin pek ¢ok farkli
¢esidi vardir; bunlardan en iyi tanimlanmis olani beyaz-opak doniisiimdiir. C. albicans en sik
diiz, beyaz ve kubbe seklinde koloniler olusturur, bu koloni morfolojisindeki oval sekilli
hiicreler beyaz (“white”) olarak adlandirilir. Yaklasik 1000 beyaz koloniden 1’1 yassilagmus,
gri renkli koloni seklinde farkli bir goriiniim alir. Yiizeyleri piirtiiklii bu uzun, biiyiik hiicreler
opak (“opaque”) olarak tanimlanir. Opak hiicreler ayni siklikta tekrar beyaz hiicrelere
donebilir (“W-0O” degisimi). Boylece beyaz veya opak faz bir nesilden digerine degismez,
fakat hiicreler fazlar arasinda gen mutasyonlarindan kaynaklanamayacak kadar ¢ok siklikta
degisim gosterirler ki bu siirecin epigenetik kontrol altinda gelistigine inanilmaktadir.
Fenotipik degisimin C. albicans’in insandaki farkli c¢evresel mikroortamlarda yasamini
stirdiirebilme yetenegini agikladigr varsayilmaktadir (30, 61).
C. albicans disinda C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis suslarinda da bu doniigiim
izlenmekte olup fenotipik degisimine ugramis suslarin antifungallere daha yiiksek diizeyde

direng gosterdigi belirlenmistir (62-63).
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2.4.6. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi
Candida hiicrelerinin hidrofobik 6zellikleri hiicre duvarinin dis tarafinda yerlesmis
polisakkaritlerden kaynaklanmaktadir. Hiicre yiizeyinin hidrofobik 6zellikte olmasi mayalarin

biyofilm olusturma yetenekleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (28).

2.4.7. Sideroforlart Kullanma Yetenegi

Sideroforlar, demiri depolandig1r dokudan veya transferrinden alan, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ve salinan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. C. albicans’in bu
molekiilleri sentez etme yetenegi olmadigindan iireme fonksiyonlar: i¢in gerekli olan demiri
diger Candida’lara ait sideroforlardan veya Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarindan

saglayabilmektedir (64).

2.5. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu infeksiyonlar

Candida tirleri, mukozal kolonizasyondan c¢oklu organ tutulumuna kadar cesitli
infeksiyonlara yol acabilirler. Infeksiyonlar klinik olarak kutandz ve mukozal, kronik
mukokutandz ve sistemik kandidoz olmak tizere baglica ii¢ tipte incelenmektedir (23).

Mukokutandz Candida infeksiyonlar1 ¢cogunlukla hiicresel immiin defektlere; sistemik
infeksiyonlar ise genellikle ndtropeniye baglidir. Bu nedenle, AIDS hastalarinda siklikla agiz
veya 0zofagus kandidozu goriilmesine karsilik, Candida tiirlerinin sistemik yayilimima pek

rastlanmaz. Sistemik yayilim notrofil sayisindaki diisiis ile iligkilidir (19).

2.5.1. Kutanoz ve Mukozal Kandidoz

Yiizeyel (kutanéz veya mukozal) kandidoz Candida’nin lokal sayisinda bir artis ile
ortaya ¢ikar, maya ve yalanci hifler aracilifiyla invazyon sonucu deri veya epitele zarar verir.
Kutandz Candida infeksiyonlar1 travma, diabet, AIDS, gebelik, gen¢ veya ilerlemis yas,
dogum kontrol haplari, kortikosteroidler veya antibiyotiklerle sagaltim, kan glukoz diizeyinin
yiiksekligi, hiicresel immiin yetmezlik, endokrin dengesizlik ve derinin uzun silire nemli

kalmas1 gibi bazi kosullar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (21).

2.5.1.1. Ag1z Kandidozu

Bu tablo dil, dudaklar, dis etleri, damak gibi mukozal ylizeyler {izerinde kremsi, beyaz

renkte, yama tarzinda yerlesmis agrili psddomembrandz lezyonlar seklindedir. Membranlar
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yerlerinden kaldirildiginda eritemli, kanamali yilizeyler gozlenir. Lezyon materyali epitel
hiicreleri, maya ve yalanci hiflerden olusmaktadir. (21). AIDS’li hastalarin hemen hemen
tamaminda oral kandidoz goriilmekte olup, AIDS’i tanimlayici bir durum olarak kabul
edilmektedir. En sik karsilasilan etkenler C. albicans ve C. dubliniensis olup, genellikle

AIDS’in geg evrelerinde (CD4 T hiicre sayist <400 hiicre /ul) ortaya ¢ikmaktadir (19, 65).

2.5.1.2. Ozofagus Kandidozu

En sik disfaji, yutma sirasinda tikanma hissi ve gogiis agris1 gibi semptomlara yol agar.
Siklikla oral kandidozun yayilimi ile iliskili olup AIDS hastalar1 ve immiin sistemi zayiflamig
kisilerde goriiliir. Losemi ve lenfoma olgularinda kendisine ¢gogunlukla mide ve ince bagirsak
tutulumu da eslik eder. AIDS hastalar1 ve immiin sistemi zayiflamis kisilerde goriiliir. Kesin

tan1 endoskopik goriiniim ve alinan biopsi materyali ile konur (66-68).

2.5.1.3. Sindirim Sistemi Kandidozu

Gastrointestinal sistemde mide tutulumu, 6zofagustan sonra ikinci sikliktadir. Candida
tiirleri, 6zellikle gastrik iilser gibi 6nceden varolan gastrik lezyonlarin bulundugu bolgelere

yerlesir ve infeksiyon yalanct membranlar seklinde seyreder (66).

2.5.1.4. Vulvovajinal Kandidoz

Vajinal mukoza sik karsilagilan bir infeksiyon bdlgesi olup, kadinlarin %75’
yasamlar1 boyunca en az bir kez bu infeksiyonu gegirirler. Irritasyon, kasmnt: ve akintinm eslik
ettigi vulvovajinit mikrobiyal flora ve lokal pH’ nin degismesine neden olan gebelik, diabet,
antibiyotik sagaltimi ve oral kontraseptif kullanimi ile iligkilidir. Bu infeksiyonlar mukoza
yiizeyinde genellikle “siit kesigi” benzeri lekeler seklinde ortaya c¢ikar. Vulvovajinal
kandidozlarin %80’inden C. albicans’in sorumlu oldugu, onu C. glabrata ve C. tropicalis’in

izledigi bildirilmistir (21, 30, 61, 67).

2.5.1.5. Deri Kandidozu

Candida tiirleri deri ylizeyinin sicak ve nemli oldugu koltuk alti, kasik, meme alt1, el ve
ayak parmak aralari, perineal bdlge gibi viicut bolgelerinde yerel deri infeksiyonu

olusturabilirler. Eritemat6z vezikiilopiistiiller lezyonlarin bulundugu kasintili bir dokiinti
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seklinde ortaya c¢ikan bu infeksiyon genellikle obez, diabetik ve suyla sik temas eden kisilerde
yaygindir (21, 61).

Candida tiirleri, tirnak ve tirnakla birlikte ¢evresindeki yumusak dokuyu da infekte
ederek onikomikoz ve paroniki’ye neden olurlar. Bu tabloya en sik yol acan tiirler C.
albicans, C. parapsilosis ve C. guilliermondii’dir. Tirnak ¢evresinde agrili, kirmizi
kabarciklarla karakterize lezyonlar mevcut olup, tirnak sertlesir, kalinlasir ve oluklu bir

gorlntii alir (21, 61).

2.5.2. Kronik Mukokutanoz Kandidoz

Kronik mukokutanéz kandidoz (KMK); 16kosit fonksiyonu veya endokrin sistemle
ilgili ¢ok sayida genetik kusur ile iligkili deri ve mukoz membranlarda Candida tiirlerinin
olusturdugu kronik, direngli ve firsat¢1 bir infeksiyondur. Nadir goriilen bu infeksiyon erken
cocuklukta baslar ve T-lenfositlerin Candida antijenlerine yeterli immun yanit
olusturamamasindan kaynaklanmaktadir. Hastalarda siddetli seyreden ve siirekli bulunan
mukokutandz Candida lezyonlar1 vardir ve buna yaygin tirnak tutulumu ve vajinit de eslik

eder. Lezyonlar sekilsiz bir graniilomat6z goriiniim olacak kadar irilesebilir (21, 61, 65).

2.5.3. Sistemik Kandidoz

Sistemik kandidoz, Candida tiirlerinin hematojen yayilimindan kaynaklanmakta olup
kandidemiyi izleyen bir tablodur. Kandidemi, kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin,
infeksiyon belirti ve bulgular1 olan bir hastada en az bir ya da daha fazla kan kiiltiiriinde
Candida tremesi anlamina gelmektedir. Sistemik kandidoz Candida’nin kan dolagimina
girdigi, fagositik konak savunmalarinin mayanin ¢ogalmasi ve yayilmasini 6nlemede yetersiz
oldugu durumlarda ortaya c¢ikar ve etkenin kalp (perikardit, miyokardit, endokardit),
meninksler (menenjit), idrar yolu (iretrit, sistit), deri, goz, karaciger ve dalak gibi derin
dokulara yerlesmesi ile sonuglanir (21, 23, 69).

Sistemik kandidoz kortikosteroid veya diger immiin sistemi baskilayici ilaglar ile uzun
stireli sagaltim, l0semi, lenfoma, aplastik anemi gibi hematolojik hastaliklar veya kronik
granulamatoz hastalik ile yakindan iliskilidir (21).

Sistemik kandidoz, olgularin ¢ogunda gastrointestinal veya genitoiiriner kanaldan

kaynaklanan endojen bir infeksiyon olmakla birlikte, kalic1 bir kateterin kontaminasyonu
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sonucu da olusabilir. Kateterin baglama yerine veya liimenine ulasan organizmalar kateter

liimeninde biyofilm olusturabilir ve ardindan da dolagima geger (61).

2.6. Candida infeksiyonlarinin Laboratuvar Tanis

Candida infeksiyonlarmin tanist i¢in alinacak Ornekler olarak kan, beyin omurilik
stvist (BOS), bronkeralveolar lavaj, brons lavaj, aspirat, doku biyopsileri, idrar, yiizeyel
lezyonlardan kazint1 ve siiriintiiler ve intravendz kateter materyali sayilabilir (21). Bu klinik
ornekler i¢in uygulanabilecek saptama ve identifikasyon yoOntemleri arasinda direkt
mikroskobik inceleme, kiiltiir, antijen saptama, mantara 6zgiil metabolitlerin, hiicre duvari
komponentlerinin ve mantara 6zgil niikleik asitlerin saptanmasi ve de serolojik tani1 yer
almaktadir. Mantarlarin saptanmasi ve identifikasyonunda direkt mikroskobik inceleme ve
kiiltiir gibi klasik yontemler halen esas tani yontemleri olup, diger tiim yontemler taniya

yardimci olarak kullanilmaktadir (70-71).

2.6.1. Direkt Bak ve Kiiltiir

Klinik 6rneklere uygulanacak ilk islem direk bakidir. Direk baki icin yas preparat
hazirlanabildigi gibi %10’luk potasyum hidroksit (KOH), kalkoflor beyazi, Gram, Giemsa,
Wright, metilen mavisi gibi boyalar ile hazirlanan preparatlar da kullanilabilir. Doku
orneklerindeki Candida’larin arastirilmasinda ise hematoksilen eozin, periyodik asit-schiff
(PAS) ve methanamin giimiis boyalar1 kullanilmaktadir. Bu boyalar mantarin dokuya yayilim
gosterip, gostermediginin saptanmasina olanak tanir. (72-73).

Deri ve tirnak oOrnekleri i¢in %10’luk KOH veya kalkoflor beyazi preparati
hazirlanirken, sistemik ve mukozal 6rnekler i¢in diger boyama yontemleri kullanilir. KOH,
kalin mukoid veya keratinize drneklerden Candida tiirlerinin ayrigtirllmasini saglamaktadir.
Kalkoflor beyazi ise hiicre duvarindaki B-1,3 ve B-1,4 polisakkaritlerine 6zellikle de seliiloz
ve kitine baglanarak, mantarin kolay ve hizli saptanmasini saglayacak floresans olusumuna
neden olur (72-73). Gram boyama en ¢ok kullanilan boyama yéntemi olup, maya hiicreleri ve
yalanci hifler genellikle gram pozitif, hifler ise gram negatif olarak boyanirlar (70).

Klinik 6rneklerin direkt incelenmesinin, mantar infeksiyonlarinin tanisindaki en hizli ve
en ekonomik yontemlerden birisi oldugu kabul edilmektedir. Kiiltiir sonuglar1 giinler i¢inde
elde edilirken, dokudaki mayalarin ve hif yapilarinin mikroskobik olarak saptanmasi bir

saatten az bir siirede tamamlanabilir. Ancak mikroskobinin duyarlilig: kiiltiirden daha azdir ve
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negatif bulunan bir direkt inceleme mantar infeksiyonunu diglamaz. Genel olarak mantar
infeksiyonunun tanisindaki en duyarli ve altin standart yontemin mantarin kiiltiirde izolasyonu
oldugu kabul edilir. Kiiltiir ayn1 zamanda etyolojik ajanin identifikasyonu ve antifungal
duyarlilik i¢in de gereklidir (73).

Candida tiirlerinin soyutlanmasi i¢in Onerilen primer izolasyon besiyeri SDA olup,
besiyerine ekilen ornekler 30°C’de inkiibe edilmektedir. izolasyon amaciyla SDA disinda;
koyun kanli beyin kalp infiizyon agar, Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar,
inhibitor mold agar gibi besiyerleri de kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri i¢ine sikloheksimit
gibi antimikotik, kloramfenikol ve gentamisin gibi antibiyotikler ilave edilerek sirasiyla
kontaminant saprofit mantarlarin ve bakterilerin iiremesi engellenmektedir (65).
Besiyerlerinde iireme 24 saat gibi erken bir siirede saptanabilmekle birlikte koloniler
genellikle 48—72 saatte goriiniir hale gelmektedir. Candida tiirlerinin ¢gogu aerop kosullarda
25-30°C’de 1yi lireme gosterirken, birgogu da 37°C ve iizerindeki 1silarda tireyebilir (19).

Candida tirleri genellikle diizgilin yiizeyli, hafif kubbeli, kirli beyaz veya krem renkli,
1-2 mm ¢apinda, tereyag kivaminda maya kokulu koloniler olusturur. C. albicans koyun
kanli agarda yildiz seklinde kenarlarinda kisa uzantilar1 olan “ayakli koloniler” olusturuken,
diger mayalarin ¢ogu bu tip koloni yapmaz. Ancak C. tropicalis ve C. krusei kokenlerinin
%25 kadarinin da ayakli koloniler olusturdugu bildirilmistir (19, 65).

Kiiltiirde iiremis olan maya kolonilerinin tanimlanmasi i¢in en hizli, basit ve degerli
testlerden biri ¢imlenme borusu testidir. Klinik 6rneklerden soyutlanan C. albicans ve C.
dubliniensis 'in ¢imlenme borusu testi pozitiftir. Cimlenme borusu maya hiicresinden c¢ikan,
ana hiicrenin genisliginin yarisi, boyunun ise 3—4 kati kadar uzunlukta paralel uzantilar olarak
gozlenir ve hiicreden ¢ikis noktasinda bogumlanma olusturmaz. C. tropicalis ¢imlenme
borusu ile karigabilecek hif baslangic1 benzeri yapilar iiretebilir ancak hifin ana hiicreden ¢ikis
yerinde belirgin bir bogumlanma mevcuttur ve blastokonidyalar1 C. albicans ikilerden daha
genistir Testin uygulanmasinda uzun inkiibasyon siiresi, yogun maya inokulumu kullanilmasi,
ortamda bakterilerin bulunmasi yalanct negatif sonuglara yol acabilir. Ayrica, hasta
immiinsiipresif ise veya antifungal sagaltim aliyorsa test %5 oraninda negatif ¢ikabilmektedir
(19, 65).

Daha ileri tanimlama i¢in misir unu-tween 80 agar, piring Oziitii tween 80 agar gibi
besin agisindan fakir ortamlar kullanilarak lam kiiltiirii yontemi ile Candida tiirlerinin

morfolojik 6zellikleri degerlendirilir. Bu yontemle mayalarin olusturduklar: gergek ve yalanci
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hifler, blastokonidyalar, klamidosporlarin yap1 ve yerlesimlerine gore tiir diizeyinde
tanimlamaya gidilir (65).

Misir unu-tween 80 agarda hiflerin uglarindan genis, kalin duvarli, genellikle tekli
terminal klamidosporlar, ger¢ek ve yalanci hifler, yalanci hiflerin ¢evresinde kiimeler
olusturmus blastokonidyalar goriilmesi C. albicans olarak tanimlanir (65, 74).

C. tropicalis uzun yalanci hifler boyunca, bogumlanma noktalarinda tekli veya kiiciik
diizensiz kiimeler halinde az sayida blastokonidya iiretimi ve nadiren yalanci hiflerin
uclarinda ince duvarli, gézyas1 damlasi seklinde hiicreler olusturur (65, 74).

C. parapsilosis egri goriiniimdeki kisa yalanct hifler boyunca tekli veya kiigiik kiimeler
halinde dizilmis blastokonidyalar ve nadiren dev hiicreler olarak isimlendirilen biiylik hifler
dretir (74).

C. krusei ¢apraz konulmus odun kiitiikleri veya aga¢ benzeri bir goriiniim veren uzun
blastokonidyalar ile yalanci hifler olusturur (74).

C. glabrata ise terminal tomurcuklanma ile kiigiik oval maya hiicreleri iiretir, yalanci hif
olusturmaz (74).

C. guilliermondii az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlar1 ¢evresinde kiiglik
blastokonidya kiimeleri olusturur, gercek hif tiretmez (74).

C. kefyr tipik olarak derede yiizen kiitiikler goriiniimii veren belirgin sekilde daginik,
capraz giden kiimeler olusturan dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile yalanci hifler
olusturur (65, 74).

Koloni 6zelliklerine dayanarak Candida tiirlerinin 6n identifikasyonu kromojenik agar
besiyerleri ile de yapilabilmekte olup, bu amagla piyasaya siiriilmiis ¢ok sayida besiyeri
bulunmaktadir. Tanimlama, ekzoenzim aktivitesi ile parcalanan ¢esitli substratlardan farkli
kromojenik yikim {irlinlerinin ortaya ¢ikmasina bagl olarak farkli morfoloji ve degisik renkte
koloni olusumu temeline dayanmaktadir (19). Kromojenik besiyerleri %67 ile %100 arasinda
duyarlilik ve %56 ile %100 arasinda oOzgiilliige sahiptir (75-81). Bu besiyerleri tiir
identifikasyonunda tek basma degil, hizli identifikasyona destek olarak diger yontemlerle
birlikte kullanilmalidir.

Candida tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan metabolik testler arasinda karbonhidrat
asimilasyon, karbonhidrat fermentasyon testleri, iireaz testi ve hizli trehaloz gibi testler
bulunmaktadir. Mayalarin tiir diizeyine kadar soyutlanmasinda esas dayanak noktasi

karbonhidrat asimilasyon testidir. Bu test mayanin oksijen varliginda belirli bir karbohidrati
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tek karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegini 6lger. Karbonhidrat asimilasyon yontemini
temel alan otomatize ve yar1t otomatize sistemler gelistirilmistir (19). Bu sistemler genel
olarak maya izolatlarinin %59.6 ile %97.1’sini dogru olarak tanimlamaktadir (82-88).
Karbonhidrat fermentasyon testleri mayalarin CO, ve alkol iiretimini arastiran testler olup,
rutin identifikasyon amaciyla nadiren kullanilmaktadir. Ureaz testi, iireaz enzimi iiretimini
saptayan bir yontem olup, uygun substratlarin varliginda iireaz enzimi {ireyi parcalayarak
amonyak ag¢iga ¢ikartir, bu da besiyeri pH' sin1 arttirarak fenol kirmizisi indikatoriiniin rengini
degistirir. Cogu Candida tiirii iireaz negatif olup, C. lipolitica ve C. krusei’nin bazi suslari
pozitiftir. Hizli trehaloz testi flukonazole karst azalmis duyarliligi nedeniyle hizli
tanimlanmasinin 6nem kazandig1 C. glabrata’nin ii¢ saat i¢inde olast identifikasyonuna
olanak saglayan bir yontemdir. Bu test i¢in kanl1 agar, C. albicans ve C. tropicalis igin yiiksek

oranda yalanci pozitif sonug verdiginden kullanilmamalidir (19).

2.6.2. Serolojik Tam

Sistemik Candida infeksiyonlarinda taniya yardimci olmak amaciyla serumda ve diger
viicut sivilarinda Candida tiirlerine 6zgii antijen, antikor veya metabolitlerin saptanmasi
temeline dayanan cesitli serolojik testler gelistirilmistir. Genel olarak mevcut serolojik testler

sinirlt bir duyarlilik ve 6zgilliige sahiptir.

2.6.2.1. Antijen Saptayan Testler

Sistemik kandidoz tanist i¢in dolasimda bulunan Candida’ya ait hiicre duvar
antijenleri ve sitoplazmik antijenler kullanilmaktadir (73). Giiniimiizde en yaygin kullanilan
Candida antijeni hiicre duvar mannoproteini olan mannan’dir. Antimannan antikorlari
tarafindan serumdan hizla temizlendiginden diisiik konsantrasyonlarda saptanabilmekte olup,
testin sik uygulanmasi gerekmektedir (89). Lateks agliitinasyon testi veya enzim immun assay
(ETA) kullanilarak dolasimdaki hiicre duvari mannani spesifik bir sekilde saptanmaktadir.
Ancak hastalar gecici olarak pozitif oldugundan ya da hastaligin ge¢ evrelerine kadar
saptanabilir bir antijen titresine sahip olmadigindan bu testlerin duyarhiliklar diistiktiir (21).
Mannanemi altta yatan hastaliga, 6rnekleme sikligina, immiin yetmezligin derecesine, ilgili
Candida tirlerine, sistemik kandidozun tanimlanmasina, baglayici antikorlarin titresine,
ozgiilliigiine ve kullanilan test yontemine gore sistemik kandidozlu hastalarin yaklasik %31

ile %90’1nda goriilmektedir (90). Mannan antijeninin saptanmasi amaciyla gelistirilen Platelia
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Candida AG testi (Bio-Rad) %58 duyarlilk, %93 6zgiilliige sahiptir (91). Sendid ve ark. (92)
testin Ozgiilliglinii arttirmak i¢in mannan yaninda ikinci bir antijen olarak B-1,2-
oligomannanin da ¢alisilmasin1 6nermekte, ancak p-1,2-oligomannan yalnizca C. albicans, C.
glabrata ve C. tropicalis 'de bulunmaktadir.

Kandidoz tanisinda aranan bir diger mantar spesifik hiicre duvar antijeni 1,3-B-D-
glukan’dir. 1,3-B-D-glukan Zygomycetes hari¢ birgcok mantarda bulunan polisakarit yapidaki
hiicre duvar elemanidir. Aspergillus, Cryptococcus, Candida gibi funguslarda bulunup, tiire
0zgiil olmamas1 nedeniyle glukanin kan ve diger steril viicut sivilarinda saptanmasi hastada
genel olarak sistemik bir mantar infeksiyonunun varligint duyarh ve 6zgiil olarak gosterir. Bu
nedenle 1,3-B-D-glukan testleri invaziv kandidoz tanist i¢in kismen yararhidir (70, 90).
Kontamine kan toplama tiipleri, gazli bezler, kan iirlinlerinin hazirlanmasinda kullanilan
filtreler, seliilloz membran kullanan hemodiyaliz ve ¢esitli antibiyotikler (baz1 sefalosporinler,
karbapenemler ve ampisilin-sulbaktam) yalanci pozitif sonuglara yol acabilir (93). Ancak
yalanci pozitif sonuglar genellikle serum 1,3-B-D-glukan seviyelerinin ani yiikselis ve diisiisii
seklinde gozlenirken, gercek pozitif sonuclar sabit yiikselen degerler sergilemektedir (70).

C. albicans ve diger baz1 Candida tiirleri tarafindan {iretilen indiiklenebilir bir enzim
olan salgisal aspartik proteinaz (Sap) kandidoz tanisinda kullanilabilen diger bir antijendir.
Sap’in aktif doku invazyonu siiresince iretildigi ve invaziv hastalik ile korele oldugu
bildirilmistir (90). Bir calismada Sap’in EIA ile incelenmesinin sistemik kandidozu
kolonizasyondan ayirdigi saptanmaistir (94).

Tan1 amaciyla sitoplazmik antijenler de aranabilmektedir. Bunlardan en fazla kullanilan
48 kDa’luk sitoplazmik bir protein olan enolazdir. Enolaz Candida tiirlerine oldukca 6zgiil

olup, yiizeyel kandidozlarda serumda saptanmamasi bir avantaj olarak bildirilmistir (95).

2.6.2.2. Antikor Saptayan Testler

Sistemik kandidozlarin serolojik tanisinda antikor arama testleri yiiz gildiiriici
sonuglar vermemistir. Antikor saptayan testlerin immun yetmezlikli hastalarda antikor
seviyesinin diisiik veya saptanamayacak kadar az olmas1 nedeniyle yalanci negatif, yiizeyel
kolonizasyonlu hastalarda antikor titrelerinin yiiksekligi nedeni ile yalanci pozitif sonuglara
yol acgabildiginden tan1 degeri simirhidir (90). Sadece kolonizasyon olmasi durumunda

antikorlarin saptanmasi testlerin 6zgilliigiinii diistirmektedir. Kandidozun klinik bulgulariin
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varliginda, ardisik aliman serumlarda antikor titresinin artmaya devam etmesi infeksiyon
lehine degerlendirilebilir.

Sistemik Candida infeksiyonlarinin tanisinda mannan, 54 kDa, 52 kDA’luk sitoplazmik
protein antijenleri, Sap gibi c¢esitli Candida antijenlerine karst olusmus antikorlar

arastirilmaktadir (90).

2.6.2.3. Kombine Testler

Yapilan caligmalarda antikor ve antijen testlerinin kombine degerlendirilmesinin
taniya daha fazla yardimci olabilecegi bildirilmistir (90, 95-98). Mannan ile antimannan
testlerinin kombine kullanimimin duyarliligi ve 6zgiilliigli, farkli hasta gruplari, klinik tani
kriterleri ve ornek alma sayisi ile degismekle birlikte sirasiyla %73-100, %80-93 arasinda
degismektedir (99).

2.6.2.4. Metabolit Saptayan Testler

D-arabinitol C. krusei ve C. glabrata disinda bir¢ok Candida tarafindan olusturulan
metabolit bir {lriindiir. D-arabinitol’iin idrar ve serumda saptanmasi ile invaziv kandidoz
tanimlanabilir. Insan serumu veya idrarinda, D-arabinitol varhignin veya D-arabinitol/L-
arabinitol oranmin belirlenmesinde gaz-likit kromotografisi, gaz kromotografisi-kitle
spektrometrisi ve enzimatik yontemler gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir (70). Ticari bir
testin bulunmamasina ek olarak yonteme bagli duyarlilik ve ozgiilliikkte ortaya c¢ikan

degisiklikler nedeniyle metabolit saptamanin tanidaki yeri belirsizdir (73).

2.6.3. Molekiiler Tani
Geleneksel tan1 yontemleriyle karsilastirildiginda, artmis duyarliliga ve kisalmis
uygulama siiresine sahip olan molekiiler yontemler patojen mantarin klinik 6rnekte kiiltiirii
yapilmadan 6nce veya kiiltiir yapilirken saptanmasi, kantitasyonu ve hizli identifikasyonu
amaciyla kullanilmaktadir. Su ana dek gelistirilmis molekiiler yontemlerde tam bir
standardizasyon saglamadigindan, tek basina kullanimlart 6nerilmemektedir (100).
Molekiiler yontemler epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi,
antifungal direng genlerinin arastirilmasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik

analizlerde de kullanilmaktadir. Molekiiler tani yontemleri hibridizasyon °‘probe’’larinin

24



kullanildig1 sinyal amplifikasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olmak

tizere iki gruptur (100).

2.6.3.1. Niikleik asit Amplifikasyon Teknolojileri

Molekiiler ¢ogaltma yontemleri klasik boyama ve kiiltiir yontemlerine goére daha
yiiksek duyarlilik sergilemekle birlikte, kolonizasyon veya subklinik infeksiyon nedeniyle
asemptomatik bireylerde de pozitif sonuglar verebilmektedir (70).

Niikleik asitleri saptama islemi {i¢c temel basamakta gerceklesir. ilk olarak, drnekten
niikleik asitler agiga ¢ikarilmalidir. Ikinci olarak, gogaltilacak bir hedef segilmelidir. Genel
olarak, genis kapsamli (universal) onciiller baglangigtaki hedefi cogaltmak, daha sonra da tiire
ozgiil onciiller organizmay1 identifiye etmek igin kullamlir. Ugiincii olarak ¢ogaltilan hedef
bolgenin varligin1 tanimlayan bir yontem belirlenmelidir. Bunun icin DNA “probe”lari,
“microarray’’ler, floresans in situ hibridizasyon, polimeraz zincir tepkimesi (PZT), “reverse-
hybridization line probe assay”, niikleik asit sekansina dayali ¢ogaltma (NASBA) ve
“pyrosequencing” gibi cesitli yontemler bulunmaktadir (70).

2.6.3.1.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Niikleik asit amplifikasyon teknolojilerinde patojen mantar1 saptamak veya
tanimlamak i¢in kullanilir. Candida tiirlerinin tanisinda kullanilan hedef bolgeler genellikle
genom igerisinde kopya sayilarinin ¢ok olmasi nedeniyle tercih edilen ribozomal DNA
(rDNA) genleridir. Bu amagcla; tim mantarlar icin ortak, ¢ok tekrarli ve ileri derecede
korunmus 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt iiniteleri kullanilir. Korunmus olan bu bélgeler tiirler
arasinda yeterince farklilik gostermemeleri nedeniyle identifikasyon i¢in uygun degildir. Bu
sebeple Candida’larmm tiir diizeyinde tanimlanmasinda; ribozomal alt birimleri kodlayan gen
bolgelerinin arasina giren ve protein kodlamayan “internal transcribed spacer” (ITS1, ITS2)
bolgeleri, sitokrom P450 lanosterol alfa-demetilaz (LIAT1), salgisal aspartik proteinaz (SAP),
aktin, kitin sentaz ve 1s1 sok proteini kodlayan gen bdlgeleri hedef bolge olarak
kullanilmaktadir (100-102). Secilen hedef bolgeye, saptama yontemine ve incelenen hasta
popiilasyonuna gore degismekle birlikte PZT yonteminin duyarlilign %63-100, 6zgilliigi
%54-100 olarak bildirilmistir (99).

”Tagman” ve “LightCycler” teknikleri gibi GZ PZT yontemleri tek bir reaksiyonda
hizl1 bir sekilde ¢ogaltma, hibridizasyon ve amplikon saptanmasini gerceklestirebilir. GZ PZT
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teknolojisi reaksiyonun log/linear faza girdigi noktay1 saptayabilmesi ve bu noktanin da orjnal
ornekteki hedef DNA miktarin1 yansitmasi nedeniyle kantitatif sonuglar vermektedir. Bu
teknolojiler ile bir saatten kisa siirede sonu¢ alinabilmekte ve kontaminasyon
onlenebilmektedir (70, 100). GZ PZT ydnteminin hedef bolge, problar, sistem ve arastirilan
hasta gruplarina gore degismekle birlikte duyarlilik oran1 %80-100, 6zgiilliik oran1 %89-100
arasinda bildirilmistir (99).

2.6.3.1.2. Sekanslama (Dizi Analizi)

Mantarlar1 tanimlamada kullanilan alternatif bir yontem de niikleik asit dizi analizidir.
Cok kopyali gen bolgelerini hedefleyen PZT sonrasi yapilan dizi analizi sonucu elde edilen
niikleik asit dizisi, veri tabanindan bilinen diziyle karsilastirilir ve tanimlama iki dizi
arasindaki benzerlige dayanarak yapilir. Yontem teknik olarak karmasik ve gelismis
laboratuvar olanaklar1 gerektirmekte olup, bu yontem ile mayalarin identifikasyonu i¢in gegcen

siire 24—36 saattir (100-101).

2.6.3.2. Sinyal Amplifikasyon Teknolojileri

Etkene ait hedef niikleik asitlerin belirli bolgelerine komplementer niikleik asit
hibridizasyon “probe”larmin kullanildigr yontemlerdir. Bu yontemler sikhikla kiiltiir
dogrulamasi i¢in kullanilmaktadir. Candida identifikasyonu i¢in “Southern blot”, “Northern
blot”, “dot blot” ve “in situ” hibridizasyon gibi teknikler ¢alisilmistir. Ancak DNA {iizerindeki
hedef bolgelerin sinirli sayida olmasi nedeni ile direkt etkene 6zgiin “probe” hibridizasyon
testlerinin duyarlilig: diistiktiir (102).

Niikleik asit temelli yontemler ile Candida’nin saptanmasinda, ¢ok kopyali gen
bolgelerini hedefleyen PZT ile birlikte tiire 6zgili problarin kullanildig1 yontemlerin en yiiksek
duyarhilik ve ozgiilliik oranlarina sahip oldugu; rDNA gen kiimesinin popiiler bir hedef
oldugu ancak Candida LIAI geninin hedef alindig1 PZT-REA ile SAP geninin hedef alindig1

PZT yontemlerinin ve de GZ PZT teknolojisinin de umut verici oldugu vurgulanmaistir (99).

2.7. Antifungal Ilaclar ve Direnc
Fungal infeksiyonlardaki artisin bir sonucu olarak, antifungal ajanlarin yaygin
kullanimlar1 bu bilesiklere direngli mantar tiirlerinin ortaya c¢ikmasma yol ac¢mustir.

Gliniimiizde siklikla kullanilan antifungal ila¢ siniflarinda, polyenler, azoller, allilaminler, 5-
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flusitozin (SFC) ve ekinokandinler yer alir. FLU gibi azoller ve terbinafin gibi alilaminler
ergosterol biyosentezini hedef alirken, amfoterisin B (amB) gibi polyenler plazma
membranindaki ergosterole baglanarak porlar olusturur ve membran gegirgenligini bozar.
SFC, primidin metabolizmasini ve DNA sentezini inhibe eder. Ekinokandinler ise B-1,3
glukan sentezini inhibe ederek, hiicre duvar yapisini bozar (103).

Mantarlarin diren¢ kazanma amaciyla antifungal ilact bozma veya ilagta degisiklik
olusturma yeteneklerine dair kanit bulunmamaktadir. Ayrica antifugal direng genleri hiicreden
hiicreye aktarilamaz. Bununla birlikte disar1 atim pompalari, hedef degisiklikleri ve ilacin
hedef bolgeye girisinin azaltilmasi gibi antifungal ilaglara direng olusturan Onemli

mekanizmalar belirlenmistir (104).

2.7.1. Polyenler

2.7.1.1. Amfoterisin B ve Lipid Formiilasyonlart

Bu grup, polyen grubu antifungaller olup, oral yoldan iyi emilmez, bu nedenle
parenteral uygulama gerektirir. Akciger, dalak, kemik iligi ve bobrekler de dahil olmak tizere
bircok doku ve organda dagilim gosterir, ancak BOS’a gec¢isi zayiftir (104-105).

AmB’nin parenteral formiilasyonu amfoterisin B deoksikolattir. AmB’nin nefrotoksik
bir bilesik olmasi nedeniyle, lipid formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Lipid amB bilesiklerinin
daha iyi tolere edilmesi ve infeksiyon bolgesine konvansiyonel formiilasyona gore daha
yiiksek diizeylerde ulagsmasi sebebiyle etki spektrumu ayni olmasina karsin invivo aktivitesi
konvansiyonel amB’ye gore daha i1yidir (104-105).

AmB fungisidal etkisini mantar hiicre membranindaki esas sterol olan ergosterole
baglanarak osmotik biitlinligii bozarak gosterir. Bu baglanma hiicre i¢i potasyum,
magnezyum, seker ve metabolitlerin kayb1 ve sonunda hiicre 6liimiine yol agar. AmB memeli
hiicresinin temel membran sterolii kolesterole az bir afinite ile de olsa baglanabilir ve toksik
etkiler gosterir. AmB’nin ek bir etki mekanizmasiin da kendi oksidasyonu ile tetiklenen
oksidatif hasara bagli direkt membran hasar1 olabilecegi 6ne siiriilmiis ancak oksidan etkinin
antifungal aktiviteye katkisi netlesmemistir (104-105).

AmB’nin etki spektrumu genistir ve Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus tiirleri, Mucor tiirleri, Blastomyces dermatitis, Coccidioides imitis, Histoplasma

capsulatum ve Paracoccidioides brasiliensis’i kapsar (104-105).
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Yapilan ¢aligmalarda genel amB direnci %0 ile 3.8 arasinda bulunmustur (106-112).
C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. krusei, Aspergillus terreus amB’ye intrensek direngli iken,
tiim Candida tiirlerinde diislik oranda da olsa sekonder direng bildirilmistir (104-105). AmB
direnci membran sterollerindeki degisiklikler ile iliskilendirilmis olup, genellikle ergosterol
diizeyindeki diisiis nedeniyle amB’nin baglanmasinda bir azalma sonucu meydana
gelmektedir (105, 103, 113).

Bu ilacin baslica yan etkisi nefrotoksisitedir. Bunun disinda, sagaltim sirasinda akut
yan etkiler (ates, titreme, myalji, hipotansiyon, bronkospazm) ve tromboflebit gelisebilir

(105).

2.7.1.2. Nistatin

Nistatin topikal bir polyen olup, etkisi AmB’ye benzerdir. Sistemik kullanim icin
lipozomal formu da gelistirilmistir (105, 114).

2.7.2. Azol Tiirevleri

Azol smifi antifungaller azol halkasinda iki yada ii¢ nitrojen bulunmasina gore
imidazoller (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol) ve triazoller (flukonazol, itrakonazol)
olarak smiflandirilmaktadir. Yeni gelistirilmis ve gelistirilmekte olan yeni kusak azoller
(vorikonazol, posakonazol, ravukonazol, albakonazol ve isavukonazol) triazol grubundadir
(104-105).

Azol bilesikleri, ergosterol sentezinde rol alan bir enzim olan sitokrom P-450 bagiml
lanosterol 14a-demetilazi inhibe ederek antifungal etki gosterir. Ergosterol biyosentez
yolagindaki bu anahtar enzim lanosterolden 14a-metil grubunun oksidatif olarak
kaldirilmasini katalizler. Azollerin nitrojen atomu ile enzimin aktif bdlgesinde yer alan hem
molekiilii i¢ersindeki demir atomunun baglanmasi sonucu, lanosteroliin demetilasyonu igin
gereken oksijenin aktivasyonu engellendiginden enzim inhibe olur ve ergosterol yapimi
bozulur. 14a-demetilazin inhibisyonu sonucu biriken 14o0-metil steroller mantarin plazma
membraninin  akigkanligt ve fonksiyonunu degistirir ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan
hiicreler konagin oksijene bagimli mikrop oldiiriicli sistemlerine daha duyarli hale gelir.
Azoller genel anlamda fungistatik etki gosteren ve kismi lireme inhibisyonu (“trailing effect”)

yapan bilesiklerdir (103-105).
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Ketokonazol, oral olarak kullanilan ilk imidazol olup sistemik mikoz, dermatofitoz ve
kutandz kandidoz sagaltiminda kullanilan lipofilik bir antifungaldir. Candida tiirlerine karsi
etkili olmasia ragmen, etkinligi triazol grubu antifungallere gére smirhidir. Diger azollere
direngli Candida suslarimin  bazilarinda ketokonazole ¢apraz direng goriilebilir.
Ketokonazoliin mide ve karaciger toksisitesi, mide bulantisi, kusma ve dokiintii gibi ciddi yan
etkileri izlenebilmekte olup, bu ilacin kullanmin1 kisitlamistir (104-105).

Itrakonazol oral ya da intravendz olarak uygulanabilen lipofilik bir triazol olup, genis
bir mantar topluluguna etkilidir. Yapilan calismalarda Candida tiirleri arasinda itrakonazol
direnci %1 ile %13.3 arasinda degismekte olup, 6zellikle C. krusei ve C. glabrata suslarinda
saptanmistir (110, 111, 115, 116). FLU ile karsilastirildiginda en Onemli avantaji
Aspergillus’a kars1 antifungal aktivite gostermesidir. Piiriilan eksiidalarda, yag dokusunda
yiiksek konsantrasyonlara ulasirken, BOS’a gecisi zayiftir. Yan etki olarak o6zellikle yiiksek
dozlarda, hipokalemi, 6dem ve hipertansiyon gozlenebilir (104-105).

Vorikonazol, yapisal olarak FLU’ya benzeyen bir triazoldiir. Oral ve intravendz
formlar1 mevcuttur. Santral sinir sistemi de dahil olmak {izere bircok dokuya dagilim gosterir.
Ergosterol biyosentezini doza bagimli bir sekilde inhibe etmektedir. FLU ya direngli baz1 C.
albicans suslar1 da dahil olmak tlizere genis bir antifungal spektruma sahiptir. Vorikonazol
maya benzeri mantarlara kars1 fungistatik, Aspergillus tiirlerine kars1 fungisidal etkinlik
gosterir. Invaziv aspergilloz, ndtropenik olmayan hastalardaki Candida infeksiyonlar1 ve
invaziv kandidozda kullanilmak tizere 2002 yilinda “Food Drug Administration” (FDA) onay1
almistir. “ARTEMIS DISK” evrensel antifungal siirveyans programi verilerine gore Candida
tiirlerinin vorikonazol diren¢ orani %3 olarak bildirilmistir. Vorikonazoliin en 6nemli yan
etkileri gecici gorme bozuklugu ve karaciger enzimlerindeki ytikselmedir (104, 105, 117,
118).

Posakonazol, Candida tiirleri basta olmak iizere pek ¢ok mantar tiiriine etkili olup, oral
formu mevcuttur (104). Bu azol 2006 yilinda, invaziv Aspergillus ve Candida
infeksiyonlarina kars1 profilaksi amaciyla kullanilmak iizere FDA onay1 almistir (119).

Ravukonazol, gelistirilmekte olan yeni antifungal ilaglardan olup, oral ve parenteral
formlar1 bulunmaktadir (104). Bu ilag FDA tarafindan heniiz onay almamis olup, hayvan ve
insanlar lizerinde yapilan ¢alismalar bu ajanin siklikla fungisidal oldugunu gostermistir (120)

FLU, oral ya da intravendz yoldan kullanilabilen, suda ¢6ziiniir, birinci kusak bir

triazoldiir. Toksisitesinin az olmasi, uygulama kolaylig1 ve maya benzeri mantarlarin ¢oguna
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kars1 gosterdigi fungistatik etkinlikten dolay1 6zellikle kandidoz sagaltiminda yaygin olarak
kullanilan bir antifungaldir. Hepatik, gastrik ve endokrinolojik yan etkilere diisiik oranda yol
acmasi ve BOS’a iyi ge¢mesi baglica avantajlaridir (104-105).

Candida tirleri arasinda, C. krusei, FLU’ya dogal direnglidir. C. glabrata ise FLU’ya
diisiik diizey dogal direng sergilemekte olup, ilacla karsilasma sonucu kolaylikla ve yiiksek
seviyede direng gelistirmektedir (35). C. glabrata izolatlarinin FLU duyarliliklart farklilik
gostermekte olup, bazilar1 doza bagimli duyarli iken, %15 kadar1 gercek direng
gostermektedir. C. tropicalis, C. norvegensis, C. dubliniensis ve C. inconspicua susarinda
genellikle yiiksek FLU minimal inhibitér konsantrasyon (MIiK) degerleri saptanmaktadir.
FLU’ya kazanilmis direng ¢esitli Candida tiirlerinde gézlenmistir (104-105).

Basta C. albicans olmak iizere Candida tiirlerinde azol direncinden sorumlu birgok
mekanizma bildirilmistir. Bu mekanizmalar:

(i) Ilacin hedefi olan lanosterol 140-demetilazda degisiklik

(i) Tlacin hiicre icinde birikiminde azalma

(ii1) Ergosterol biyosentezinde degisiklik seklinde 6zetlenebilir (11, 103).

(i) Ilacin hedefi olan lanosterol 14a-demetilazda degisiklikler

Hedef 14a-demetilazi kodlayan ERGII geninin fazla ekspresyonu hiicre i¢i enzim
seviyesinde artisa ve dolayisiyla da FLU direncine neden olmaktadir (11, 103). ERGI1 geni,
ERG yolagindaki diger genlerle birlikte UPC2 (“uptake control 2”) tarafindan kodlanan ve
Zn,Cyse baglayan bir motif igeren transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenmektedir.
UPC2’nin delesyonu ergosterol yolaginda gorevli genlerin diizenlenmesini etkilemektedir
(103). Ayrica UPC2’deki bazi mutasyonlarin siklikla ERGI1’in fazla ekspresyonuna neden
olarak azol direncine katkida bulundugu bildirilmistir (121).

ERGI1 geninde fazla ekspresyon saptanan direngli kinik izolatlar genellikle gendeki
nokta mutasyonlara da sahip oldugundan, ERG1 1 fazla ekspresyonunun tek basina etkisi tam
belirlenememistir (103).

ERGI 1’1 kodlayan bolgedeki nokta mutasyonlar nedeniyle enzimde ortaya ¢ikan yapisal
degisiklikler enzimin azollere afinitesinde azalma ile sonuglanir (11, 103). Mutasyonlarin
azollere olan afiniteyi etkilemesi iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir: (a) mutasyondan etkilenen
aminoasit, azol molekiiliiniin bir kismu ile direkt temasta oldugundan, azol mutasyona ugramis

proteine daha az etkili baglanir; (b) aminoasit degisimi azol molekiilii ile optimal baglanma
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icin Onemli olan a-heliks zincirlerinin ii¢ boyutlu yapisint degistirdiginden, mutasyona
ugramis proteinin azollere afinitesinde azalma meydana gelir. Yabanil tip C. albicans’larda ii¢
adet “‘hot spot’” bolge tanimlanarak, simdiye dek bildirilen 140’dan fazla mutasyonun bu
bolgelerde kiimelenmis oldugunu rapor edilmektedir. Bu bolgeler 105-165, 266-287, 405-488
amino asitlerini kapsar. Proteinin membrana gomiili kismi olarak diisliniilen baglangic
kisimlarindaki mutasyonlar ise direng ile iliskili bulunmamistir. Birinci bolge, substrat veya
inhibitor giris kanalina yakin oldugundan azollerin baglanma afinitelerini etkilemektedir.
Ikinci bolge G ve H heliks arasinda bulunmakta olup, iigiincii bolge hem béolgesinin arkasinda
yer almaktadir. Ortaya c¢ikan amino asit degisimlerinden deneysel olarak direng ile
iliskilendirilmis olanlar F72L, F105L, F126L, Y132H, D278E, K143R, T315A, S405F,
F449L, G450E, G464S, G465S, R467K, V4881, A107T, G448V, V509M, Y257H, 1471T,
E116E, N136Y, Y221H, L276S, Y447H, G307S, F72S, F1451, G227D, A61V, A114S,
Y132F, K143Q, G448E, F449S ve L321F olup, ayrica direngte etkisi oldugu diisiiniilen
bir¢ok mutasyon bildirilmistir (122-127).

(ii) llacin hiicre icinde birikiminde azalma

Bir mantar hiicresinde ilag birikimi; ilacin alimi, ilacin atilimi ve ilacin metabolizmasi
arasinda olusan bir denge sonucunda meydana gelir. Hiicre ici ilag¢ birikiminde azalma, ilacin
hiicre i¢ine aliminda bozukluk veya ilacin aktif pompalar ile attmmnin artmasi sonucu
meydana gelmektedir. Membran sterollerindeki degisimler nedeniyle membranin gegirgenligi
bozulur ve bu da azol birikimini azaltir (103).

Mantarlarda kii¢iik molekiillerin, hiicrelerin plazma membraninin her iki yoniine dogru
hareketinde, atim pompalar islev gormektedir. Bunlar ATP baglayan kaset tasiyicilar (“ATP
binding casette transporters”; ABCT) ve major kolaylastiriclar (“major facilatators”; MFs)
olmak {izere iki sinifta toplanmaktadir (103).

ABCT pompalar1 plazma membraninda bir kanal olusturacak sekilde bir araya gelip
membran boyunca uzanan iki adet domain’den ve pompanin enerji kaynagi olarak ATP’ye
baglanan ve onu kullanan iki adet niikleotit baglayan “domain”den meydana gelir. C. albicans
suslarindaki azol direnci ABCT pompalarini kodlayan Candida ilag¢ direnci (CDR) gen ailesi
ile iliskilendirilmis olup, direngli suslarda CDRI ve CDR2’nin fazla ekspresyonu
gosterilmistir. CDRI ve CDR2 yakim iliskili olmakla birlikte, azol direncinde Cdrlp’nin

Cdr2p’den daha 6nemli bir rol oynadigr ve bu nedenle azollere kars1 daha iyi bir tasiyici

31



oldugu bildirilmistir. Bu pompalarin fazla ekspresyonu sadece FLU, itrakonazol, ketokonazol
gibi azoller ile birlikte terbinafin, amorolfin ve bircok metabolite de dirence neden
olmaktadir. (11, 103, 128).

MF pompalar1 da, plazma membraninda bir kanal olusturacak sekilde bir araya gelip
membran boyunca uzanan iki adet “domain”den olusur. Bu pompalar enerji kaynagi olarak
membranin proton potansiyelini kullanir. MF pompalari molekiilleri antiport yolu ile tasir;
protonlar hiicreye girer ve kiiclik molekiiller hiicreden uzaklastirilir. C. albicans’da iki MF
pompa geni tanimlanmistir. Bunlar MDRI veya Ben-R geni ve FLU-I genidir. Klinik C.
albicans izolatlarinda MDRI’in mRNA diizeylerindeki artisin, azol direnci ile paralellik
gosterdigi ve bunun FLU igin 6zgiin oldugu saptanmistir. Ancak FLU-I geninin fazla
ekspresyonu hicbir direncli klinik izolatta ortaya konamamistir (11, 103).

Klinik C. albicans izolatlarinda azol direncine neden olan mekanizmalar arasinda en sik
goriilenin ¢oklu atim pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu bildirilmektedir (11). Yapilan
caligmalarda atim pompa genlerinin transkripsiyonunda regiilatdr bolge olan ve 6zgiin DNA
sekanslart ile yanit elemanlarini iceren “promoter” bolgeleri ile bu bolgeleri taniyarak
baglanan transkripsiyon faktorlerinin 6nemli rol oynadig: belirlenmistir (129-130).

Bu “promoter” bolgelerindeki veya transkripsiyon faktorlerindeki degisimlerin atim
pompalarinin fazla ekspresyonuna ve sonug olarak azol direncine neden oldugu saptanmistir.
CDRI ve CDR?2 genlerinin transkripsiyon yoluyla diizenlenmesinde 6nem tasiyan “promoter”
bolgeleri i¢inde ilag yanit elemani (DRE), steroid yanit elemanlari (SRE) ve negatif yanit
elemant (NRE) tanimlanmistir. Bu “cis-acting” elemanlar1 arasinda sadece DRE’nin azol
direncli suslarda CDRI ve CDR2 fazla ekspresyonu ile iliskili oldugu saptanmistir. Azol
direngli C. albicans 1izolatlarinda CDRI geninin “promoter” bolgesindeki nokta
mutasyonlarinin direngli suslardaki fazla ekspresyonundan sorumlu olabilecegi belirtilmistir.
CDRI ve CDR2 nin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerinden TAC1, Zn,Cyse
transkripsiyon faktor ailesinin bir iiyesi olup, DRE’i tanir (103). TACI allellerindeki
hetorozigotlugun kaybi1 ve kazanilmis fonksiyon mutasyonlarinin CDRI ve CDR2’nin fazla
ekspresyonuna neden oldugu bildirilmektedir (130). MDRI “promoter” bdlgesi i¢inde iki “cis-
acting” regiilator eleman saptanmistir. Bunlardan biri “benomyl” yanit eleman1 (BRE), digeri
ise H,O, yanit elemani (HRE) olup, her ikisinin de MDR regiilasyonu ve fazla ekspresyonu
i¢cin gerekli oldugu belirlenmistir. Yapilan calismalarda, FLU’ya direncli izolatlarda MDR1’in

fazla ekspresyonundan BRE boélgesinin sorumlu oldugu saptanmistir. MDRI fazla
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ekspresyonunun, diizenleyicisi olan transkripsiyon faktoriinii kodlayan MRR1’deki kazanilmis
fonksiyon mutasyonlarindan kaynaklandigi gosterilmistir. Bu mutasyonlar1 iceren FLU
direncli C. albicans suslarinda MRR1 allellerindeki heterozigotluk kaybi, MRRI in yerlestigi
iki kromozom 3 alleli arasinda gerceklesen mitotik rekombinasyondan veya mutant MRRI
allelini igeren kromozomun duplikasyonundan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte baz1 ek
transkripsiyon faktorlerinin de MDRI ekspresyonunun kontroliinde rolii oldugu bildirilmistir.
CAPI ve MCMI, MDRI’in “promoter’inde baglanma bdlgesine sahip oldugundan FLU
direncli C. albicans izolatlarinda MDRI fazla ekspresyonunun MRRI disindaki diger
transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlardan da kaynaklanabilecegi olas1 goriinmektedir

(131-136).

(iii) Ergosterol bivosentezinde degisiklik

Ergosterol biyosentez yolaginda 14a-demetilazdan daha erken bir basamakta rol alan,
A>® desatiiraz enziminin inaktivasyonu ile biyosentez yolunun degismesi veya enzimi
kodlayan ERG3 genindeki mutasyonlara bagli olarak membran steroliiniin yapisinda meydana
gelen degisiklikler ve 14a-metil fekosterol birikimi azol direncine neden olmaktadir (11, 103,
137).

Sonug¢ olarak klinik C. albicans izolatlarinin azol direncinde birden fazla
mekanizmanin rol aldigi ve bunlarin basamak tarzi bir direng gelisimine neden oldugu
belirtilmektedir (11). Direncin genelde tek bir degisiklik sonucu ortaya ¢ikmadigi, aksine
direncli bir hiicre ortaya ¢ikarken, buna birka¢ degisikligin katkida bulundugu goriilmektedir.
Her bir degisiklik, izolatin topluluktaki diger hiicrelere gore daha fazla iiremesine olanak
saglarken, onun temel kdken olarak varligini siirdiirmesine neden olur. Ardi ardina meydana
gelen degisiklikler, kokenin giderek olduk¢a direncgli bir fenotip haline gelmesine olanak
saglar. Bu olay, her birisi, hiicre direncini hafif¢e arttiran birkag degisikligin sonucunda ortaya

cikar (103).

2.7.3. 5-Flusitozin (Florositozin)

5-FC florlanmig bir primidin anologu olup, antimetabolit olarak etki gdsteren tek
antifungaldir. Bu ilag, pirimidin metabolizmasini bozarak ve bdylece mantar hiicresindeki
DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek antifungal etki gosterir. 5-FC, sitozin permeaz

aracilifiyla mantar hiicresine girer ve stoplazmada sitozin deaminaz ile 5 florourasile (SFU)
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dontigiir. SFU’nun fosforlanmasi sonucu 5-floroiiriidilik asit olusur ve sonrasinda RNA
sentezi sirasinda urasille yarisa girerek RNA’nin yanlis kodlanmasina, DNA ve protein
sentezinin inhibisyonuna yol agar. 5 Flusitozin, sitozin deaminaz enzimi memelilerde
bulunmadig1 i¢in segici olarak funguslara toksik etki gosterir (104, 105, 113).

5-FC’nin etki spektrumu Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula
tirleri ve bazi esmer kiiflerle sinirlidir. Flusitozine primer direng ya da azalmig duyarlilik
Candida kokenleri ve C. neoformans dahil birgok mantar tiiriinde gdézlenmektedir. Oral
yoldan uygulandiginda biyoyararlanimi iyi olup, serum, BOS ve diger viicut sivilarina da
kolayca gecer (104-105).

Klinik C. albicans izolatlarinin %10 kadar1 5-FC’ye dogal olarak direnglidir, duyarlt
izolatlarin %30 kadar1 ise direnci tedavi sirasinda kazanir. 5-FC monoterapisi nedeni ile
sekonder dirence neden olan mutasyonlar kolaylikla gelisir. Direng sitozin deaminaz, urasil
fosforiboziltransferaz veya plirin-sitozin permeazdaki mutasyonlara bagli olarak ortaya
cikmaktadir (103, 113).

Bu ila¢ hem primer direng olasilifi, hem de sekonder diren¢ egilimi yiiziinden
tedavide tek basina kullanilmamali, mutlaka kombine sagaltim uygulanmalidir. AmB ya da
FLU ile kombinasyonu kriptokokkoz ve kandidoz tedavisinde etkili bulunmustur (104-105).

5-FC’nin baslica yan etkileri kemik iligi baskilanmasi, hepatotoksisite ve

gastointestinal intoleranstir (104-105).

2.7.4. Ekinokandinler

Ekinokandinler genis bir etki spektrumuna sahip lipopeptit yapidaki bilesiklerdir. B-
1,3-glukan sentazi inhibe ederek, glukan sentezini bozar ve mantar hiicre duvari sentezini
durdurur. Memeli hiicreleri $-1,3-glukan icermediginden bu grup ilaglar segici toksik etki
gostermektedir (104, 105, 113).

Ekinokandinler Candida tiirlerine kars1 fungisidal, Aspergillus tiirlerine karsi ise
fungistatik etki gosterir. FLU’ya direncli Candida tiirlerine karsi ekinokandinlerin etkinligi
mitkemmeldir. Ancak C. parapsilosis, C. guilliermondii ve Trichosporon tiirlerine karsi
etkisinin, diger mayalara etkisine oranla daha sinirli oldugu gézlenmistir (104, 105).

In vitro olarak, diren¢ genellikle hedef enzim olan glukan sentazi kodlayan FKSI,
FKS2, FKS3 genlerinde ve hedef ile etkilesimde bulunan proteinlerdeki mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (103, 113).
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Ekinokandinlerin oral biyoyararlanimlarinin sinirli olmasi nedeniyle sadece intravenz
formlar1 mevcut olup, genel olarak minimal diizeyde toksisiteye yol acar (105).

Ekinokandinlerden kaspofungin kandidemi dahil invaziv kandidozlu ve diger
antifungallerle sagaltima yanit vermeyen invaziv aspergillozlu hastalarda kullanim igin,
anidulafungin ve mikafungin ise 6zafagus kandidozu ve kandidemi sagaltimi i¢in onay

almistir (104).

2.7.5. Allilaminler

Alilamin sinifi antifungal ilaglar sistemik etkili terbinafin ve topikal etkili naftifinden
olusur. Terbinafin genis etki spektrumlu lipofilik bir antifungal olup, oral ve topikal formlar1
mevcuttur. Deri, sa¢ tirnak ve yag dokusunda yliksek konsantrasyonlara ulagsmasi nedeniyle
bu bolge infeksiyonlarinda kullanilmaktadir (104-105).

Alilaminler, skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini engeller.
Ergosterol eksikligi ve skualenin yiiksek konsantrasyonlarda birikmesine bagli olarak
membran yapt ve fonksiyonunun degisimi sonucu mantar hiicresinin 6limii gerceklesir.
Candida tiirlerinin ¢oguna, dermatofitler ve filamentéz funguslara etkilidir. Terbinafin,
azolerle birlikte kullanildiginda, azollere azalmis duyarlilik gosteren bazi Candida

kokenlerine karsi sinerjik etki gosterebilecegi gozlemlenmistir (104-105).

2.8. Antifungal Duyarhhk Testleri

Antifungal direncin izlenmesi ve sagaltimin yonlendirilmesi amaciyla antifungal
duyarlilik testlerinin kullanimi ve &nemi arttirmigtir. In vitro antifungal duyarlilik testleri; i)
iki ya da daha fazla antifungal ilacin goreceli etkinliklerinin gilivenilir bir 6l¢limiinii saglar, 11)
in vivo etkinlik ile paralellik gdsterir ve sagaltimin muhtemel sonucunu 6ngoriir, iii) normalde
duyarli olan bir organizma populasyonu i¢indeki diren¢ gelisimini izlemede kullanilan bir
aractir ve 1v) yeni bulunmus deneysel ilacglarin sagaltic1 potansiyelini ongoriir. Antifungal
duyarhilik testleri diliisyon, agar difiizyon ve diger yontemler olmak iizere {i¢ grupta
toplanmaktadir. En sik kullanilan antifungal duyarlilik testleri makrodiliisyon, mikrodiliisyon,
kolorimetrik mikrodiliisyon, disk diflizyon ve E test yontemleridir. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) Antifungal Duyarlilik Testi Alt Komitesi mayalar igin
makrodiliisyon ve mikrodiliisyon (M27-A3), disk difiizyon (M44-A2); kiifler igin
makrodiliisyon ve mikrodiliisyon (M38-A2) ile disk difiizyon (M51-A) duyarlilik testleri i¢in
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referans yontemler gelistirmistir. Ayrica EUCAST Antifungal Duyarlilik Testi Alt Komitesi
tarafindan mayalar ve kiifler i¢cin benzer mikrodiliisyon yontemleri gelistirilmistir. Bu referans
yontemler, elde edilen in vitro antifungal duyarlilik verilerinin tekrarlanabilirliginde ilerleme
ve kullanimda olan antifungaller i¢in direng¢ siir degerlerinin belirlenmesi ile mantarlar i¢in
standardizasyon saglamistir.

In vitro antifungal duyarlilik testleri; inokulum miktar1 ve hazirlama sekli, besiyeri
icerigi ve pH’s1, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi ile MIK degerinin saptanmasinda kullanilan

kriterler de dahil olmak iizere bir¢ok teknik degiskenden etkilenmektedir (138).

2.8.1. Diliisyon Temeline Dayali Testler

2.8.1.1. Makrodiliisyon Yontemi

Stvi makrodiliisyon testleri, tiim antifungal ilaglarin ¢alisilmast igin yeterli olup, bu
testlerin az sayida uygulandigi kiiclik laboratuvarlar i¢in uygundur. CLSI tarafindan
kullanilmast 6nerilen besiyeri, L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz ve pH indikatorii olarak
fenol kirmizisi igeren RPMI 1640 sivi besiyeridir. Besiyeri, son konsantrasyonu 0,165M
olacak sekilde morfolinepropanesulfonikasit (MOPS) ile 25°C’de pH’s1 7,0’e tamponlanmis
olmalidir. Test i¢in yuvarlak tabanli, kapakli ve steril polistiren tiipler kullanilmaktadir.
35°C’de 48 saat calkalamadan yapilan inkiibasyon sonrasinda, tiipte olusan bulaniklik ya da
tireme gorsel olarak derecelendirilir. AmB i¢in, goriilebilir herhangi bir lireme olusumunu
engelleyen en diisiik konsantrasyon, MIK degeri olarak kabul edilir. Azoller ve 5-FC igin,
iireme kontroliine gore, {iremeyi %80 oraninda azaltan en diisiik ila¢ konsantrasyonu MiK

degeri olarak tanimlanir (138-139).

2.8.1.2. Mikrodiliisyon Yontemi

S1v1 mikrodiliisyon yontemi, antifungal duyarlilik testleri icinde kolayligi nedeniyle en
yaygin kullanilan ve CLSI alt komitesi tarafindan onerilen ilk yontemdir. Mikrodiliisyon
yontemiyle tutarli MIK sonuglar1 elde edilebilmektedir ve bazi ilaglar igin elde edilen MIiK
degerlerinin laboratuvarlar arasi uyumu, makrodiliisyon ile elde edilenlere gore daha
yiiksektir. Mikrodiliisyon testi, steril, 96 kuyucuklu U tabanli mikrodiliisyon plaklarinda
uygulanir. RPMI 1640 besiyeri, iki kat yogunlukta hazirlanmis ilag ¢ozeltisi ve maya
siispansiyonlari1 kullanilir. 35°C’de inkiibe edilen mikrodiliisyon plaklari AmB ve FLU igin
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24. ve 48. saatlerde, ekinokandinler i¢in 24. saatte, 5-FC ve diger azoller icin ise 48. saatte
degerlendirilir. Degerlendirme gozle ve azoller i¢in spektrofotometrik olarak yapilir. AmB
i¢in; liremenin tam inhibe oldugu yani bulanikligin izlenmedigi kuyucuktaki konsantrasyon,
azoller, ekinokandinler ve 5-FC igin ise gozle okumada iireme kontrole gore bulanikligin
belirgin olarak azaldig1 kuyucuktaki konsantrasyon ve de spektrofotometrik olarak tiremeye
gbre bulanikligm %50 oraninda azaldigi kuyucuktaki deger MIK degeri olarak kabul
edilmektedir (138-139).

5-FC ve azollerde goriilen kismi inhibisyon (“trailing”) etkisi, MIiK degerinin
belirlenmesinde giigliikk yaratir ve test sonuglarinin farkli yorumlanmasina neden olur. Bu
nedenle bu ilaglarda MIK degeri iiremede belirgin azalmanin goriildiigii en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanir. Sonuglar okunmadan Once mikroplaklarin mutlaka
calkalanmas1 Onerilmektedir, bu basamak belirgin iireme inhibisyonunun gorsel olarak
belirlenmesini kolaylastirir. Testin Candida tiirleri ile yapildig1 ¢ogu durumda, azol MIiK
degerleri, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan okunabilir. inkiibasyon siiresinin az olmasi kismi
inhibisyonun neden oldugu zorlugu ve klinige paralelligi arttirabilir (138).

AmB MIK leri klinik maya izolatlarinin %94’nde 0.25 pg/ml ile 1pg/ml arasinda
bulunmakta olup, >2 pg/ml MIK degeri olasi klinik direnci gdstermektedir. S ve R izolatlar
icin AmB MIK leri arasindaki farkin olduk¢a az olmasi nedeniyle, sonuglarm yorumlanmasi
zorlasmaktadir. Direngli suslarin giivenilir sekilde saptanmasi i¢in “antibiotic medium 3
Onerilmesine ragmen, bu besiyeri icin lotlar arasinda degiskenlik de bildirilmistir (138).

EUCAST 1 gelistirdigi mikrodiliisyon yonteminde CLSI’dan farkli olarak daha fazla
inokulum ve %2 dekstroz eklenmis RPMI besiyeri kullanilmakta olup, 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan MIK degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. Bu
yontemin laboratuvar igi tekrarlanabilirligi iyi olup, CLSI mikrodiliisyon yontemi ile %95

uyumlu bulunmustur (138, 140).

2.8.1.3. Kolorimetrik Mikrodiliisyon Yontemi

Kolorimetrik indikatdrlerin veya floresan boyalarin kullamildigi bu ydntem MIK
degerlerinin daha kolay okunmasi ve daha objektif sonuglarin elde edilmesini saglamaktadir.
Kolorimetrik yontemlerle elde edilen MIK sonuglarmin, referans mikrodiliisyon ve
makrodiliisyon yontemleriyle elde edilen degerlerle olduk¢a uyumlu (>%90) oldugu
gOriilmistiir (138).

37



Alamar mavisini, oksidasyon-rediiksiyon kolorimetrik indikatorii (mantar {iremesi
indidkatdriin rengini maviden pembeye doniistiiriir) olarak kullanan ticari bir test (Sensititre
YeastOne; TREK Diagnostic Systems) FLU, itrakonazol ve 5-FC i¢in FDA onay1 almistir
(138).

2.8.2. Difiizyon Temeline Dayali Testler

2.8.2.1. Disk difiizyon yontemi

CLSI’'imn, Candida tirlerinin FLU, vorikonazol ve posakonazol duyarliliginin
aragtirtlmasi i¢in gelistirdigi M44-A disk difiizyon yontemi, %2 dekstroz ve 0,5 pg/ml metilen
mavisi eklenmis Mueller-Hinton agarda 25 pg’lik FLU, 5 nug’lik posakonazol ve 1 pg’lik
vorikonazol diskleri kullanilarak uygulanmaktadir. Disk difiizyon yonteminin 6nemli bir
avantaj1 sonuglarin inkiibasyondan 20-24 saat sonra elde edilebilmesidir. Bu test ile kantitatif
bir sonu¢ ve kalitatif bir degerlendirme yapilabilir. Yontemin diliisyon testlerine gore

uygulamasi daha kolay ve maliyeti diistiktiir (138).

2.8.2.2. E-test yontemi

E test (AB BioDisk), antifungal bir ilacin, dengeli bir sekilde giderek artan
konsantrasyonda yerlestirildigi plastik bir seritten, agar bazli besiyerine difiizyonu temeline
dayanan bir yontemdir. Maliyetli olmasina ragmen uygulanmasi kolay bir yontemdir. %2
glukoz eklenmis ve katilastirilmis RPMI 1640 besiyeri E test uygulanmasinda iyi sonug
vermistir. FLU, itrakonazol ve 5-FC E-testleri FDA onay1 almistir (138).

2.8.3. Diger Yontemler

2.8.3.1. “Flow” sitometrik yontem

Akim sitometri yontemlerinin antifungal duyarlilik testlerine uyarlanmasiyla elde
edilen bu yontemde, antifungal bir ilagla karsilastirildiktan sonra, mantar hiicresinde olusan
hasar1 saptamak i¢in, kiiltiire DNA’ya baglanan canli boyalar konulur. Y&ntemin dort-alt1 saat
gibi kisa silirede sonu¢ vermesine ragmen, akim sitometri cihazina gereksinim nedeniyle
kullanim1 yaygin degildir. Bu yontemin CLSI mikrodiliisyon yontemiyle %96 ile %99
oraninda uyumlu oldugu bildirilmistir (138, 141, 142).
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2.8.3.2. Ergosterol kantitasyonu

Ureme inhibisyonu yerine ergosterol miktarinin kantitatif olarak oSlciilmesi esasina
dayanan bir yontemdir. Azol grubu ilaglarin etkinligini 6l¢gmek i¢in kullanilan bu ydntem,
ozellikle azol MIK sonuglarmin zor okundugu, kismi inhibisyon gosteren Candida suslari igin

timit vericidir (143).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan ¢aligma deneysel nitelikte bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calisma, 2007-2012 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

3.4. Calisma Materyali

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarma génderilmis ve klinik
orneklerden soyutlanmis biri FLU’ya R, dordii kismi inhibisyon etkisi gosteren, altis1 S
toplam on bir adet; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndan goénderilen FLU’ya R ii¢ adet ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart Anabilim Dali’ndan génderilen R bir adet C.
albicans susu CDR1, CDR2 ve MDRI gen ekspresyonlarinin degerlendirilmesi i¢in ¢calismaya
alindi. Daha o6nce aym C. albicans suslart ile yapilan bir calismada (127) ERGII geni
mutasyonlart arastirilmis olup, literatiirde daha 6nce FLU’ya diren¢ gelisiminde rolii oldugu
bildirilmis ve direncte rolii kesin olmayan mutasyonlar1 saptanmistir (Tablo 1).

Aragtirmamizda Prof. Dr. Dominique Sanglard tarafindan gonderilen ve CDR ile
MDRI genlerini sirasiyla fazla eksprese eden DSY289 ve DSY292 no’lu FLU’ya R iki C.
albicans susu (144) ile FLU’ya S C. albicans ATCC 14053 susu kontrol olarak kullanildi.
Tim suslar %50 gliserol iceren beyin kalp infiizyon buyyonunda (BHI) (Fluka 53286)
stoklanarak, -80°C’de saklandi.
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Tablo 1. Calismaya alinan klinik izolatlardaki ERG11 geni amino asit degisimleri

Sus No. Amino Asit Degisimi
Hl K143R* E266D S412T R469K V488I*
H2 K143R* E266D S412T R469K V488I*
H3 D116E E266D G464S* G465S*
B K143R* E266D V488I*

960 DI116E L280F L281M S2841
1978 | D116E E266D

348 DIS53E
93-05 |-
533 E266D
565 E266D L281Y 1282D T285H
644 E266D
1221 |-
1453 | D116E
2157 | V4371

* Literatiirde azol direncinden sorumlu oldugu bildirilen mutasyonlar (127).
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Candida suslarinin flukonazol duyarliligi bagimli degisken, atim pompa genlerinin

ekspresyonlar1 bagimsizdegisken olarak degerlendirildi.
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3.6. Veri Toplama Aracglan

3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

Sira Malzeme Ad1 Marka Model,
No. Katalog No Kullanildig1 Analiz
1. Sabouraud Oxoid CMO0041 C. albicans suslariin pasajlanmasi
Dekstroz Agar
2 Beyin Kalp | Fluka 53286 Suslarinin stoklanmasi
Infiizyon
Buyyon
3 Gliserol Riedel-de 15524 Suslarinin stoklanmasi
Haén
4 RPMI 1640 | Sigma R6504 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
Besiyeri
5 MOPS Sigma M5162 S1v1 mikrodiliisyon duyarlilik testi
6 Sodyum AppliChem | A6829,0500 | Sivi mikrodiliisyon duyarlilik testi
hidroksit
7 Pepton AppliChem | A2208,0500 | Sabouraud dekstroz buyyonun
hazirlanmast
8 Dekstroz AppliChem | A3666,0500 | Sabouraud dekstroz buyyonun
hazirlanmasi
9 Flukonazol Sigma F8929 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
10 Itrakonazol Sigma 16657 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
11 Ketokonazol Sigma 2857 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
12 Vorikonazol AppliChem | A6351,0100 | Sivi mikrodiliisyon duyarlilik testi
13 Klotrimazol Sigma C6019 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
14 Mikonazol Sigma M3512 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
15 S-flusitozin Fluka 46850 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
16 Amfoterisin B AppliChem | A1907,0050 | Sivi mikrodiliisyon duyarlilik testi
17 FLU E test BioM¢érieux Flukonazol E test duyarlilik testi
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18 Siklosporin A Sigma C3662 Flukonazol E test duyarlilik testi
19 YPD agar Sigma Y1500 Flukonazol E test duyarlilik testi
20 Trizma “base” Sigma T6066 TBE tamponun hazirlanmasi
21 Borik asit Sigma B6768 TBE tamponun hazirlanmasi
22 Na,EDTA- Sigma E5134 TBE tamponun hazirlanmasi
23 MgCl, Fermentas EPO 402 DNaz tamponunun hazirlanmasi
24 NaCl AppliChem | A2942,0500 | DNaz tamponunun hazirlanmasi
25 Tris-Cl AppliChem | A3452,0250 | DNaz tamponunun hazirlanmasi
26 Onciiller Tibmolbiol Gergek Zamanli PZT
27 Problar Tibmolbiol Gergek Zamanlhi PZT
28 YeaStar RNA Zymo R1002 C. albicans suslarindan RNA
Kit Research eldesi
29 “Transcriptor Roche 04 897 030 cDNA sentezi
First Strand 001
cDNA Synthesis
Kit”
30 “LightCycler Roche 12 239 272 Gergcek Zamanlh PZT
FastStart DNA 001
Master
HybProbe Kit”
31 “Pure Link | Invitrogen | K3100-01 PZT {iriinlerinin saflagtirilmasi
Purification Kit”
32 DNaz AppliChem | A3864,0005 | RNA Eldesi
33 Agaroz Sigma A5093 PZT {iriinlerinin jel elektroforezi
34 50 bp DNA | Fermentas | SM0371 PZT firtinlerinin jel elektroforezi
Ladder
35 DNA  yiikleme | Fermentas | R0631 PZT iirlinlerinin jel elektroforezi
boyasi
36 Etidyum bromiir | Applichem | A1152,0100 | PZT iiriinlerinin jel elektroforezi
37 PCR tiipii, 0.2 ml | Greiner cDNA sentezi
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Bio-one

38 Ependorf tiip, 1.5 | Greiner bio- | 616201 Suslariin stoklanmasi
ml One RNA eldesi
cDNA sentezi
49 Petri kutusu FiratMed Suslarinin pasajlanmasi
S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
40 96 kuyucuklu, U | Greiner bio- | 650180 S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
tabanl one/Cellstar
mikroplak
41 Filtre, 0.45um S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
caplh
42 Filtreli pipet ucu Tiim analizler
(0.5-10, 10-100. Greiner bio-
100-1000u1) one
43 Pudrasiz Eldiven | Beybi 01111903113 | RNA eldesi
0 cDNA sentezi
PZT reaksiyonu
44 LightCycler Roche 04929292001 | Gergek Zamanli PZT
Kapiller, 20pul1
45 Pipetor seti (10, | Thermo 4700410 Tiim analizler
100, 1000pl) Scientific-
FinnPipette
46 Cok kanall1 | Eppendorf | 3 114 000. S1vi mikrodiliisyon duyarlilik testi
pipetor 158
47 Spektrofotometre | Thermo Maya kiiltiirlerinin yogunluk
MultiScan Olctimii
RNA Eldesi
DNA ol¢iimii
48 Light Cyler 2.0 | Roche Gergek Zamanli PZT analizi
49 Jel Elektroforez | Thermo EC320 PZT iirlinlerinin jel elektroforezi

Sistemi
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50 Bilgisayarli  jel | Vilber PZT firtinlerinin jel elektroforezi

goriintiileme Lourmat
sistemi
51 Mikrodalga firn | Roda RD-7017P-A | Agaroz jelin hazirlanmasi
52 -80°C derin | Thermo 705 REL#2 Suslarinin saklanmasi
dondurucu 805797-117 Antifungal ilaglarin saklanmasi
53 -20°C derin | Beko Malzemelerin ve DNA
dondurucu orneklerinin saklanmasi
54 Etliv Memmert E509.04 76 Suslarin iiretilmesi
INE 500
55 Tart1 Adam AE Besiyeri ve kimyasallarin
Equipment | 326611770 hazirlanmasi
Co. Ltd.
56 Otoklav HICLAVE | HV-85 Tilim analizler
Hirayama 000685748
57 Is1 blogu Major MC-0IN cDNA sentezi
Science 6214001
58 Santrifii Hettich 1204-001003- | RNA eldesi

Zentrifugen | 01-00

3.6.2. Antifungal Duyarlilik Calismast
Suslarimizin FLU, 5-FC, amB, itrakonazol, ketokonazol, mikonazol, vorikonazol ve
klotrimazol duyarliliklar1 CLSI tarafindan Onerilen M27-A3 standartlarina  gore
mikrodiliisyon yontemi ile ¢alisildi (139).

3.6.2.1. Mikrodiliisyon Yontemi

3.6.2.1.1. Besiyeri Hazirlanmasi

CLSI 6nerisi olan L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz, renk indikatorii olarak fenol
kirmizisi igeren RPMI 1640 besiyeri (Sigma R6504) son konsantrasyonu 0.165 mol/L olacak
sekilde MOPS (Sigma M5162) ile 25°C’de pH 7.0’ye tamponlandi. Daha sonra 0.45 pm’lik

filtreden siiziilerek steril hale getirildi ve +4°C’de saklandi.
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3.6.2.1.2. Kullamlan flaclar ve Konsantrasyonlari

Duyarlilik ¢alismasi i¢cin FLU (Sigma F8929), 5-FC (Fluka 46850), itrakonazol (Sigma
16657), ketokonazol (Sigma 2857), mikonazol (Sigma M3512), klotrimazol (Sigma C6019),
amB (AppliChem A1907,0050) ve vorikonazol (AppliChem A6351,0100) kullanildi.
Antifungallerin DMSO ile sulandirilarak hazirlanan stok soliisyonlart RPMI 1640 besiyeri ile
seyreltilerek istenen son konsantrasyonlari elde edildi. Antifungal ilaclar alikotlanarak -
80°C’de saklandi. Kuyucuklardaki son antifungal konsantrasyonlar1 CLSI’nin Onerisi
dogrultusunda FLU, 5-FC ve mikonazol i¢in 64-0.125 pg/ml, amB, ketokonazol, itrakonazol,
vorikonazol ve klotrimazol i¢in 16-0.03 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak sekilde ayarlandi.
Ayrica FLU MIK degerleri >64 pg/ml olarak saptanan suslar ayni mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak 1024-2 pg/ml FLU konsantrasyonu araliginda da ¢alisildi.

3.6.2.1.3. Maya Inokulumlarimin Hazirlanmasi

SDA’ya iki kez pasaj yapilarak saf kiiltiirleri elde edilen ~Imm c¢apli kolonilerden 5
koloni, 5ml %0.9’luk serum fizyolojik i¢inde, bulaniklik derecesi Mc Farland 0.5 olacak
sekilde siispanse edildi ve silispansiyon tiipleri vorteks ile karistirildi. Bu siispansiyonda 1-
5x10° KOU/ml maya bulunmakta olup, RPMI 1640 ile 1000 kat diliie edilerek 1-5x10°
KOU/ml igeren maya siispansiyonu elde edildi. Testin uygulanmasi sirasinda maya
stispansiyonu besiyeri ile 1:1 oraninda diliie oldugundan istenen son konsantrasyon olan 0.5-

2.5x10° KOU/mI’ ye ulasilmis oldu.

3.6.2.1.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

35°C’de 48 saat inkiibe edilen plaklar bu siire sonunda farkli iki kisinin goziiyle ve
azoller i¢in ek olarak spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Gozle okumada CLSI Onerisi
dogrultusunda amB i¢in iliremenin tam inhibe oldugu yani bulanikligin izlenmedigi
kuyucuktaki konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edildi. 5-FC, FLU ve diger azoller i¢in
ise MIK degeri gozle okumada bulanikhigin belirgin azaldigi kuyucuktaki konsantrasyon
olarak belirlendi. Azoller i¢in plaklar 5 dakika ¢alkalandiktan sonra spektrofotometrik olarak
492 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii ve lireme kontrole gore %50 oraninda
inhibisyon gerceklesen kuyucuktaki antifungal konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul
edildi. CLSI &nerisi dogrultusunda FLU icin MiK degeri >8 pg/ml R, 4 ug/ml DBD ve <2
pg/ml S; amB i¢in >1 pg/ml R, <1 pg/ml S; 5-FC i¢in >32 pg/ml R, 8-16 pg/ml orta duyarl,
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<4 pg/ml S; itrakonazol ve ketokonazol i¢in >1 pg/ml R, 0.25-0.5 pg/ml DBD, <0.125 pg/ml
S; vorikonazol i¢in >4 pg/ml R, 2 pg/ml DBD, <1 pg/ml S ve klotrimazol i¢in >1 pg/ml R
olarak kabul edildi (139, 140, 145, 146, 147).

3.6.2.2. E-test Yontemi

Mikrodiliisyon yontemi ile FLU R olarak belirlenen suslar i¢in olas1 kismi inhibisyon
etkisini 6nlemek amaciyla 0.5 pg/ml siklosporin A (Sigma C3662) igeren ve icermeyen ‘“‘yeast
extract peptone dextrose” (YPD) agar (Sigma Y 1500) kullanilarak E-test yontemi ile FLU
duyarhiliklart incelendi. Bulanikligt Mc Farland 0.5 olacak sekilde hazirlanmis maya
stispansiyonu siklosporin A iceren ve igermeyen YPD agar ylizeylerine inokiile edildi. FLU E
test seritleri (bioMérieux S.A.) agar ylizeyine yerlestirildi ve 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. E-
test seridi ile inhibisyon zonu smirmin kesisimindeki FLU konsantrasyonu (lireme
yogunlugunda 6nemli bir azalmanin oldugu ya da tam bir inhibisyonun goriildiigii nokta)

MIK degeri olarak kabul edildi (148-150).

3.6.3. Ger¢ek Zamanl (“Real-time”) (GZ) Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)
Calismaya alinan C. albicans suslarinda atim pompalarin1 kodlayan CDRI, CDR2 ve
MDRI genlerinin ekspresyon diizeyleri GZ PZT yontemi ile arastirildi. Bu amagla 6nce RNA
elde edildi daha sonra cDNA sentezlendi ve PZT uygulandi.

3.6.3.1. RNA Eldesi
Stok besiyerlerinden SDA’ya pasajlanan suglar 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Bir 6ze

dolusu maya kolonisi, 10 ml Sabouraud dekstroz buyyon igerisinde siispanse edildi. Bu
besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edilen s1v1 kiiltiirler taze Sabouraud dekstroz buyyon ile
1/00 oraninda seyreltildi ve orta-logaritmik faza erigene dek (optik yogunluklar1 600nm’de
0.8-1 arasinda oluncaya kadar) 37°C’de c¢alkalanarak bekletildi (151).

S1vi maya kiiltiirlerinden YeaStar RNA Kit (Zymo Research R1002) kullanilarak, {iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda RNA izolasyonu gergeklestirildi. 1.5 ml sivi maya kiiltiirii
(1.5x10" hiicre) 500 xg’de 2 dakika santrifiijlendi. Olusan hiicre ¢okeltisinin iizerine 80pul YR
“digestion” tampon ile Sul zimolaz solusyonu eklendi ve 37°C’de 60 dakika bekletildi. Daha
sonra 160ul YR lizis tamponu eklenerek vortekslendi ve 7000rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan bir toplama tiipii icindeki spin kolona aktarildi ve 14000 rpm’de 1 dakika
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santrifiijlendi. Sonrasinda kolona 200ul RNA yikama tamponu eklendi ve 14000 rpm’de 1
dakika daha santrifiijlendi. Bu yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi. Spin kolon 1.5
ml’lik RNaz i¢ermeyen ependorf tiipiine aktarildi ve kolon membranina dogrudan 60ul DNaz-
RNaz igermeyen su eklendi. 14000 rpm’de 30 saniye santrifiij sonunda RNA elde edildi.

Elde edilen RNA’lar cDNA sentezine alinmadan dnce DNaz (AppliChem, A3864,0005)
ile islemlendi. DNaz; 150mM NaCl ve DNaz saklama tamponu (%50 gliserol; 20mM Tris-Cl,
pH 7.5; ImM MgCl,) ile son konsantrasyonda lmg/ml olacak sekilde hazirlandi. Elde
ettigimiz 60pul RNA, 0.8ul DNaz ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

10ul RNA oOrnegi 90ul steril distile su igerisinde seyreltildi (1/10). 100ul’lik
spektrofotometre kiivetlerinde 260 nm ve 280 nm’lerde yapilan dl¢imlerle RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri belirlendi. “OD260 x 40 x Seyreltme katsayis1” formiilii

ile mlI’deki RNA miktar1 pg cinsinden hesaplandi.

3.6.3.2. cDNA Sentezi
Elde edilen RNA’lar “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche, 04 897

030 001) kullanilarak, iiretici firmanin onerileri dogrultusunda ¢cDNA sentezine alindi. 1pug
RNA, 2ul “random hexamer primer” ve su (“PCR grade”) ile toplam hacim 13pl olacak
sekilde karigtindi ve 65°C’de 10 dakika inkiibe edilerek sekonder RNA yapilarinin
denatiirasyonu saglandi. Ardindan 4l 5x reaksiyon tamponu, 2pul dANTP karisimi, 0.5ul RNaz
inhibitorii ve 0.5ul revers transkriptaz karisimi, kalip RNA, primer ve su igeren tiiplere
eklendi. Tiiplerin 25°C’de 10 dakika, 55°C’de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe
edilmesiyle 20ul’lik son hacimde cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar-20
°C’de sakland1.

3.6.3.3. GZ PZT Uygulamas:

3.6.3.3.1. GZ PZT icin Gerekli Malzemelerin Hazirlanmasi

Onciiller ve “probe”lar (Tibmolbiol), iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda steril
deiyonize su ile sulandirildi, elde edilen 20uM’lik ana diliisyondan 2uM’lik alikotlar
hazirlanarak -20°C’de saklandx.
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3.6.3.3.2. GZ PZT Calismasinda Kullanilan Onciil ve “Probe”lar

ACTI igin;
“Forward” onciil
“Reverse” onciil
“Donor probe”
“Acceptor probe”
CDRI igin;
“Forward” onciil
“Reverse” onciil
“Donor probe”
“Acceptor probe”
CDR?2 igin;
“Forward” onciil
“Reverse” onciil
“Donor probe”
“Acceptor probe”
MDRI igin;
“Forward” onciil
“Reverse” onciil
“Donor probe”

“Acceptor probe”

5" CCAGCTTTCTACGTTTCC 3’

5’ CTGTAACCACGTTCAGAC 3°

5" CGGTATTGTTTTGGATTCTGGTG—FL 3°
5’ LC 640—TGGTGTTACTCACGTTGTTCC 3’

5> AAGAGAACCATTACCAGG 3’

5" AGGAATCGACGGATCAC 3°

5" CAAGACCAGCATCTCCATATACTGTAT—FL 3’

5 LC 640—ATTCTTTATGCAAGTGAGGTATGGTG 3’

5> ATGCTGATGCCCTAGT 3’

5" GCTTCCTTAGGACATGG 3’

5> ATTGTTGTTATTCTTAGATGAACCAACTTCAG —FL 3’
5’ LC 640—TTAGATTCTCAAACTGCCTGGTCG 3’

5" GGAGTTTAGGTGCTGT 3’

5" CGGTGATGGCTCTCAA 3’
5’GCCAGTTGGAGATGGACT —FL 3’

5’ LC 640—TTGGTTCATGTGTATCATTTCTG 3°

Dondr boya “probe”larit 3' ucundan “florescein” ile, alic1 boya “probe”lart ise 5'

ucundan “LightCycler Red 640 ile isaretli olup, 3' ucu da fosforillenmis oldugundan

uzamamaktadir.

3.6.3.3.3. GZ PZT Karisim ve Is1 Dongiisii

PZT karisimi ve 1s1 dongli programi, Frade ve arkadaslari (Frade et al. 2004) ile
“LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit”in (Roche 12 239 272 001) Onerileri
dogrultusunda optimize edildi. GZ PZT asagida belirtildigi kosullarda “Light Cycler” 2.0
(Roche) cihazinda uygulandi.
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Reaksiyon hacmi Son konsantrasyon

Niikleaz igermeyen steril distile su 7.6 ul -

MgCl, (25 Mm) 24 ul 3 mM (+1mM)
“Forward” onciil (2 uM) 1 ul 0.1 mM
“Reverse” onciil (2 uM) Il 0.1 mM
“Donor probe” (2 uM) 2 ul 0.2 mM
“Acceptor probe” (2 uM) 2 ul 0.2 mM

10x enzim, reaksiyon karisimi 2 ul 1x

(10x enzim, reaksiyon karigimi; Taq DNA polimeraz, reaksiyon tamponu dNTP

karisimi ve 10mM MgCl, igermektedir)

cDNA (1/2 seyreltilmis) 2 ul -
Toplam hacim 20 pl -
PZT Is1 Dongiisii:

95°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon

N
95°C’de 10 saniye denatiirasyon
58°C’de (CDRI, CDR2 ve ACT1 igin) / 45 dongil
50°C’de (MDRI ve ACTI igin) 15 saniye birlesme
72°C’de 10 saniye uzama )

3.6.3.3.4. Erime Egrisi Analizi ve Agaroz jel Elektroforezi

PZT iirlinlerinin 6zgiilliiglinii dogrulamak i¢in “Light Cycler” cihazinda PZT sonrasi
erime egrisi analizi (95°C’de 20 saniye, 40°C’de 20 saniye, 85°C’de 0 saniye) yapildi. Ayrica
analiz sonunda “Light Cycler” kapiller tiiplerinin kapaklar1 agilarak, ependorf tiipler igerisine
ters g¢evirilip 3000rpm’de santrifiijlenmesiyle GZ PZT iiriinleri elde edildi. PZT iiriinlerine
agaroz jel elektroforezi uygulandi. Bunun i¢in 5 pl PZT iirlinii 1x TBE tamponu (Trizma
“base”-Sigma T6066, borik asit- Sigma B6768, Na,EDTA-Sigma E5134) igerisinde etidyum
bromiir (Applichem A1152,0100) igeren %1.2’lik agaroz (Sigma A5093) jelde yiiriitiildii
(Thermo EC320 Minicell Primo Electricophoretic gel system) ve UV aydinlaticida
incelenerek, bilgisayarli goriintiileme cihazinda (Vilbert Lourtmat Infinity-1000/26MX)

gorlntiilendi.
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3.6.3.3.5. Standart Egrilerin Olusturulmasi

Gen ekspresyonunun kantitasyonu i¢in gen spesifik standart egriler olusturuldu. Hedef
genlere Ozgilin standart egrilerin hazirlanmasi i¢cin FLU’ya S ATCC 14053 C. albicans
susunun hedefe yonelik iiger reaksiyondan elde edilen GZ PZT iiriinleri kullanildi. Elde edilen
tiriinler “Pure Link Purification Kit” (Invitrogen, K3100-01) kullanilarak saflastirildi ve
spektrofotometrik olarak OD’leri (Azgo) belirlendi. “OD260 x 50 x Seyreltme katsayisi”
formiili ile ml’deki DNA miktar1 pg cinsinden hesaplandi. PZT f{irlinlerinin sekanslari

http://www.encorbio.com/protocols/Nuc-MW.htm sayfasina FASTA formatinda girilerek,

iirtiniin dalton (Da) cinsinden molekiiler agirlig hesaplandi. “2x10° x DNA konsantrasyonu
(ng) / molekiiler agirlik (Da)” formiilii (LabFAQS-Find a quick solutions, Roche Applied
Science) kullanilarak  iiriinlerdeki DNA  miktar1  kopya/ul cinsinden belirlendi.
Konsantrasyonlar1 belirlenen DNA iirtinlerinin 10’ar katl seri diliisyonlar1 hazirlanarak hedef
spesifik standart egrilerin olusturulmasinda kalip olarak kullanildi. 102-107“lik diliisyonlarmn
hedefe yonelik onciiller ile ii¢ defa GZ PZT’leri yapild1 ve en az dort standart kullanilarak
hedef genlere 6zgiin egriler olusturuldu. Her hedef i¢in olusturulan bu egrilerden biri segilerek
yapilacak calismalarda kantitasyon amaciyla kullanilmak iizere kaydedildi. Gen spesifik

standart egriler her GZ PZT dongiisiinde kullanildi.

3.6.3.3.6. Gen Ekspresyonunun Kantitasyonu

Suslarin CDRI1, CDR2 ve MDRI genlerini hedefleyen GZ PZT uygulamalarinda aym
sus i¢cin hem hedef gen hem de korunan (“housekeeping”) gen ACT1’e yonelik liger 6rnek ve
birer de standart dilisyon reaksiyona alindi. Reaksiyon sonrasit “LightCycler” yazilimi ve
onceden kaydedilmis olan gene spesifik standart egrilerin kullanilmasiyla gen
ekspresyonlarinin kantitasyonu gergeklestirildi.

Gorece gen ekspresyonlarini belirlemek i¢in, izolatlarin {icer reaksiyondan elde edilen
ortalama hedef gen (CDRI, CDR2, and MDRI) ekspresyonu ortalama ACTI gen
ekspresyonuna oranlanarak normalize edildi.

Normalizasyon sonucu, izolatlarin gorece gen ekspresyonlari teorik olarak bu hedef

genleri az eksprese ettigi ongoriilen ilag S C. albicans ATCC 14053 susu ile karsilastirildi.
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3.7. Arastirma Plani

Suslarin toplanmast
2007-2009 Antifungal duyarlilik testlerinin uygulanmasi
2008 GZ PZT yonteminin standardizasyonu
2008 - 2010 GZ PZT uygulamasi
Ocak - Haziran 2011 Sonuglarin degerlendirilmesi
Temmuz- Aralik 2011 Yayin haline getirme
2012 - Nisan 2013 Tez yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Gen ekspresyon verileri SPSS version 15.0 bilgisayar yazilimi kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edildi. “Mann-Whitney U” testi ile gruplar arasinda gen ekspresyonlar
acisindan anlamli fark olup olmadigi degerlendirildi. p<0.05 ise fark anlamli kabul edildi

(152).

3.9. Arastirmanin Simirhliklar

Caligsma ile ilgili sinirlamalara tartigma kisminda deginilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar Etik
Kurulu 14 Eylil 2006 tarih ve 10/18/2006 nolu toplantisinda, 178 protokol numarali
“Flukonazol direncli Candida albicans suslarinda atim pompalarim kodlayan CDRI,
CDR2 ve MDRI genlerinin ve de 14 alfa lanosterol demetilaz1 kodlayan ERGII gen
ekspresyon diizeylerinin polimeraz zincir tepkimesi ile arastirilmas1” isimli arastirma
projesinin uygulanmast onayi, 14.09.2006 tarih ve 201 sayili yazi1 ile Dokuz Eyliil

Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi’na bildirilmistir.
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saptanan FLU duyarlilik sonuglart Tablo 2’de goriilmektedir. Buna gore arasgtirmamiza

aldigimiz suslarin besi FLU’ya R, dordii kismi inhibisyon etkisi gdsteren-S, altis1t S olarak

4. BULGULAR

4.1. Antifungal Duyarhhk Sonuglari

Calismaya aliman C. albicans suslarimin mikrodiliisyon ve E test yontemleri ile

belirlendi.

Tablo 2. FLU’ya R/kismi inhibisyon gosteren, S C. albicans suslarinin FLU MIK

degerleri
Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/ml)
0.5pg/ml siklosporin A
Sus No. | Mikrodiliisyon | YEPD agar/E test iceren YEPD agar/E Duyarhhk
yontemi yontemi test yontemi Kategorisi
H1 64 >256 >256 R
H2 16 48 64 R
H3 32 96 128 R
B 32 64 64 R
960 8 - - R
813 >1024 2 1.5 Kismi inhibisyon-S
1978 1024 0.500 0.500 Kismi inhibisyon-S
348 1024 0.500 0.500 Kismi inhibisyon-S
93-05 1024 1.5 0.500 Kismi inhibisyon-S
533 0.500 - - S
565 0.500 - - S
644 0.250 - - S
1221 0.125 - - S
1453 0.250 - - S
2157 0.250 - - S

Calismaya alman C. albicans

sonuclar1 Tablo 3’de izlenmektedir.

suslarinin diger antifungaller icin belirlenen duyarlilik

53



Tablo 3. FLU’ ya R/kismi inhibisyon gosteren, S C. albicans suslarinin diger antifungal

ilaglara duyarliliklar

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/ml)

Sus No. | 5-FC AmB | itrakonazol | Ketokonazol | Mikonazol | Klotrimazol | Vorikonazol
H1 32 1 4 4 >64 1 0.125
H2 32 1 2 2 64 0.125 0.03
H3 16 0.500 2 2 64 0.125 0.125

B 32 1 1 2 >64 0.250 0.125
960 16 0.500 0.250 0.030 8 0.250 0.06
813 0.125 0.5 >16 16 64 4 >16
1978 32 1 >8 >16 >64 0.500 >16
348 32 0.500 2 2 >64 0.250 >16

93-05 64 1 0.500 0.500 0.125 0.250 >16
533 16 0.500 0.250 0.030 2 0.125 0.03
565 16 0.500 0.250 0.030 8 0.125 0.03
644 16 0.500 0.250 0.030 8 0.125 0.03
1221 16 0.500 0.250 0.030 8 0.125 0.03
1453 16 0.500 0.500 0.030 8 0.125 0.03
2157 32 1 0.500 0.060 16 0.250 0.03

CLSI tarafindan 5-FC igin MIK degeri >32pg/ml R, 8-16 ug/ml orta duyarli kabul
edildiginden dokuz FLU’ya R/kismi inhibisyon etkisi gdsteren-S suslarin altis1 5-FC’ye R,
FLU’ya S suslarin ise biri hari¢ timii 5-FC’ye orta duyarli olarak bulundu. AmB ve
klotrimazol igin >1pg/ml MIK degeri R kabul edildiginden tiim suslarm AmB’ye S ve bir
izolat hari¢ tiimiiniin klotrimazole de S oldugu goriildii. FLU’ya R/kismi inhibisyon etkisi
gosteren-S suslarin yedisinin itrakonazol ve ketokonazole R, mikonazol i¢in ise >64ug/ml
MIK degerlerine sahip olduklari belirlendi. FLU’ya S tiim suslar ketokonazole S, itrakonazole
doza bagimli duyarli bulundu. Vorikonazol i¢in MIK degeri >4ug/ml R kabul edildiginden,
FLU’ya R ve S suslarin tiimiiniin vorikonazole S oldugu belirlendi. FLU’ya kismi inhibisyon
gosteren-S dort sustan ikisinin vorikonazol, itrakonazol, ketokonazol ve mikonazol; birinin
vorikonazol, itrakonazol, ketokonazol, mikonazol ve klotrimazol; birinin ise vorikonazol i¢in

yiiksek MIK degerlerine sahip oldugu dikkati gekti.
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4.2. GZ PZT Ozgiilliigii: Erime Egrisi Analizi ve Agaroz jel Elektroforezi
Sonuclan
Uygulanan GZ PZT’nin 6zgilliiglinii degerlendirmek icin hedef genlere spesifik erime
egrileri incelendi. Her hedef i¢in beklenen sicaklikta pik varligi gézlendi (Sekil 1).

Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (640/530)

40 45 50 55 B0 BS 70 75 a0
Temperature (°C)

Sekil 1. Erime egrisi analizi ile ACT/ i¢in elde edilen pikler

Ayrica PZT iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenen biiytikliiklerde tek
bir bant varlifinin saptanmasit PZT nin 6zgiilliiglinii dogruladi. ACT! i¢in 209 bazgiftlik,
CDRI igin 286 bazciftlik, CDR2 igin 364 bazgiftlik ve MDRI igin 201 bazgiftlik bantlar
izlendi (Sekil 2).
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364bp |
o286bp-1F =
2095p- . = w0

Sekil 2. GZ PZT iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi. M, molekiiler marker (MBI
Fermentas SM 0371); 1,CDR?2 iirtinii; 2, CDR] tirinii; 3, MDRI triini; 4, ACT1 tiriinii.

4.3. Standart Egrilerin Olusturulmasi ve Kullaninm

“LightCycler” bilgisayar yazilimi ile standart kalibin her seri diliisyonu i¢in dongii
numarasina karsilik gelen floresan siddetinin isaretlenmesiyle standart egriler olusturuldu.
Floresan sinyalin arka plandan ¢ikip, log linear faza girdigi dongli numarasi “crossing point
(Cp)” olarak tanimlandi. Standart egriyi olusturmak icin her Cp degeri standartin tanimlanmis
olan konsantrasyonuna karsilik gelecek sekilde isaretlendi. Sonug¢ olarak test 6rnegi igin
Ol¢iilen Cp degeri ile standart egriye gore Ornekteki hedef DNA konsantrasyonu hesaplandi.
Hedef genlerin amplifikasyon etkinlikleri bilgisayar yazilimi ile egrinin egimine gore
belirlendi. Tablo 4’de standart egrilerin olusturulmasinda kullanilan seri diliisyonlarin DNA
konsantrasyonlari, GZ PZT sonucu belirlenen ortalama Cp degerleri ve hedef genlerin
amplifikasyon etkinlikleri sunulmaktadir. Sekil 3’de ise CDRI igin olusturulan standart egri

ve seri diliisyonlara ait amplifikasyon egrileri goriilmektedir.
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Sekil 3. Seri diliisyonlarin amplifikasyonu ile olusturulan CDR/ standart egri
4.4.Gen Ekspresyon Sonuclar:

Caligilan suslarin gen spesifik standart egriye gore hedef gen ekspresyonlarini gésteren

ornek bir GZ PZT uygulamasi H1 ve H2 suslar1 igin Sekil 4’de izlenmektedir.
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Sekil 4. H1 ve H2 suslarinin CDRI amplifikasyonuna iliskin GZ PZT uygulamasi

4.4.1. CDR Ekspresyon Diizeyleri
C. albicans suglarinin CDRI ve CDR2 i¢in aynmi calismaya ait ii¢ GZ PZT
reaksiyonundan elde edilen ortalama sayisal degerler ve ACT! ile normalizasyon oranlari

Tablo 5’de, grafikleri ise Sekil 5 ve Sekil 6’da goriilmektedir.
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Tablo 5. CDRI ve CDR2 mRNA diizeylerinin kantitasyonu ve ACT/ ile normalizasyon

degerleri
Ortalama Ortalama
Flukonazol CDRI mRNA CDR2 mRNA CDRI1/ | CDR2/
Sus No. | Duyarhlik kategorisi | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | ACTI | ACTI

H1 R 3,89 10° 2,86 10° 0,31 0,23
H2 R 3,88 10° 3,01 10° 0,27 0,21
H3 R 1,01 10° 528 10° 1,91 1,90
B R 580 10° 715 10° 2,14 2,64
960 R 1,19 10° 1,65 10’ 0,11 0,14
813 Kismi inhibisyon-S 1,44 10° 1,02 10* 0,34 0,24
1978 Kismi inhibisyon-S 8,36 10° 1,15 10° 0,18 0,14
348 Kismi inhibisyon-S 1,04 10° 2,27 10° 0,23 0,15
93-05 Kismi inhibisyon-S 6,70 10°* 5,44 10* 0,12 0,18
533 S 1,10 10° 1,51 10° 0,08 0,14
565 S 1,54 10° 1,53 10° 0,15 0,15
644 S 5,68 10° 5,99 10* 0,08 0,09
1221 S 6,73 10°* 8,00 10* 0,04 0,09
1453 S 1,79 10° 3,05 10° 0,28 0,47
2157 S 516 10° 6,35 10° 0,32 0,40
DSY 289 R kontrol 1,28 10° 1,24 10° 1,16 1,12
ATCC

14053 S kontrol 6,73 10°* 8,47 10* 0,07 0,06
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Sekil 5. C. albicans suslarinin CDR1 normalizasyon grafigi
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Sekil 6. C. albicans suslarinin CDR2 normalizasyon grafigi

Izolatlarin normalize edilmis CDRI ve CDR2 ekspresyon diizeylerinin C. albicans
ATCC 14053 kontrol susuna kiyasla degerlendirilmesine iligkin veriler Tablo 6’da
gosterilmekte olup, karsilastirmali olarak da Sekil 7°de sunulmaktadir.

CDR gen ekspresyon verileri incelendiginde, FLU’ya S C. albicans ATCC 14053
kontrol susuna gore, FLU’ya R C. albicans suslarinda ortalama 14.1 kat CDRI, 18.3 kat
CDR2; kismi inhibisyon etkisi gOsterenlerde ortalama 3.3 kat CDRI, 3.2 kat CDR2; ve
S’larda ortalama 2.4 kat CDR1, 4.0 kat CDR2 ekspresyonu saptand1 (Tablo 6).
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Tablo 6. Calismaya alinan izolatlarin C. albicans ATCC 14053 kontrol susuna kiyasla
CDRI ve CDR?2 ekspresyonlari

CDR1 CDR?2
ekspresyon ATCC ekspresyon
ATCC susuna presy presy
oranlarinin | susuna gore | oranlarinin
Flukonazol gore CDR1
Sus No. grup CDR2 grup
duyarhhk kategorisi ekspresyon
ortalamasi ekspresyon ortalamasi
orani=SS
(ortanca orani+SS (ortanca
degeri) degeri)
H1 R 4.6+0.5 4.0+0.1
H2 R 40+0.5 37+0.2
14.1 18.3
H3 R 28.4+49 339+23
(4.6) 4.0)
B R 32.0+£5.7 472420
960 R 1.6+0.4 26+0.2
813 Kismi inhibisyon-S 5.0+£0.6 42+0.1
1978 Kismi inhibisyon-S 29+1.1 33 25+0.5 32
348 Kismi inhibisyon-S 3.6+1.5 3.3) 2.7+0.5 3.0)
93-05 Kismi inhibisyon-S 1.8+£0.5 32+0.8
533 S 1.2+0.3 26+0.2
565 S 22+0.6 2.6+0.3
644 S 1.3+£0.2 24 1.6+0 4.0
1221 S 0.6+0.1 (1.8) 1.6+0.1 (2.6)
1453 S 42+1.1 84+0.6
2157 S 48+0.8 7.1+£0.3
DSY289 R kontrol 17.3+£3.2 20.1+1.6
ATCC
1.0 1.0
14053 S kontrol
SS: Standart sapma

FLU’ya R suglar arasinda H3 ve B’de daha yiiksek (ATCC kontrol susuna gore 28.4 ve
32.0 kat CDRI; 33.9 ve 47.2 kat CDR?2) olmakla birlikte, tlimiinde (Kontrol susuna gore 1.6-
32.0 ve 2.6-47.2 kat) CDRI ve CDR?2 fazla ekspresyonu belirlendi. Kismi inhibisyon etkisi
gosteren-S C. albicans suslarinda da iliml diizeylerde (ATCC kontrol susuna gore 1.8-5.0 ve

2.5-4.2 kat) CDRI/2 fazla ekspresyonu izlendi. FLU’ya S iki susta (1453 ve 2157) kismen
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yiiksek (ATCC susuna gore 4.2, 8.4 ve 4.8, 7.1 kat), digerlerinde ise ilimli/diislik seviyelerde
(ATCC kontrol susuna gore 0.6-2.2 ve 1.6-2.6 kat) CDR1/2 ekspresyonu saptandi (Tablo 6).

CDRI1 ve CDR?2 ekspresyon diizeylerinin ayni sus i¢in tiim izolatlarda paralel oldugu
gozlendi (Sekil 7).

CDR1 ve CDR2 Ekspresyonu

O CDR1 B CR2

Sekil 7. C. albicans suslarmin ATCC kontrol susuna kiyasla CDRI ve CDR?2

ekspresyonlari

FLU’ya R, kismi inhibisyon etkisi gosteren, S C. albicans suslar1 arasinda CDRI ve
CDR?2 cekspresyonlar1 agisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmadi (p=0.10,
p=0.32, p=0.28, p=0.14; p=0.22, p=0.67; p>0.05).

4.4.2. MDR1 Ekspresyon Diizeyleri
C. albicans suslarinin MDRI i¢in ayni ¢alismaya ait tic GZ PZT reaksiyonundan elde

edilen ortalama sayisal degerleri ve ACTI ile normalizasyon oranlar1 Tablo 7°da, grafigi ise

Sekil 8’de goriilmektedir.
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Tablo 7. MDRI mRNA diizeylerinin kantitasyonu ve ACT1 ile normalizasyon degerleri

Ortalama
Flukonazol Duyarhhk MDRI mRNA MDR1/
Sus No. kategorisi Konsantrasyonu ACTI
H1 R 1,49 10’ 26,42
H2 R 9,84 10° 1,39
H3 R 1,67 10° 0,78
B R 9,61 10* 1,31
960 R 1,33 10* 0,92
813 Kismi inhibisyon-S 1,31 10° 83,49
1978 Kismi inhibisyon-S 1,54 10* 2,78
348 Kismi inhibisyon-S 2,11 10° 6,05
93-05 Kismi inhibisyon-S 3,84 10° 4,50
533 S 229 10° 1,12
565 S 7,98 10° 6,94
644 S 1,54 10° 0,19
1221 S 5,02 10° 1,32
1453 S 2,47 10° 3,75
2157 S 227 10° 0,30
DSY292 R kontrol 1,15 10° 15,28
ATCC 14053 S kontrol 4,83 10° 0,81
100,00
90,00
80,00
E 70,00
2 60,00
= 50,00
& 40,00
= 30,00
20,00 =
10,00 |
0,00 == ———1———n—a——n———— -E
\bggsb \2\'\ \2\{1/ \2‘23 Q q(oQ cb'\rb é\% "bb%’ O-)rb'g% brb“.) (0(-0(’.) @b‘b( \,1:\ b?;b qi\é\%_\ (1??/
& S
v

Sekil 8. C. albicans suslarinin MDR1 normalizasyon grafigi
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Suslarin normalize edilmis MDRI ekspresyon diizeylerinin C. albicans ATCC 14053
kontrol susuna kiyasla degerlendirilmesine iliskin veriler Tablo 8’de gosterilmekte olup,
karsilastirmal1 olarak da Sekil 9°da sunulmaktadir

MDRI gen ekspresyon verileri incelendiginde, FLU’ya S C. albicans ATCC 14053
kontrol susuna gore, FLU’ya R C. albicans suslarinda ortalama 7.8 kat; kismi inhibisyon
etkisi gosterenlerde ortalama 30.2 kat ve S’larda ortalama 2.9 kat MDRI ekspresyonu
saptand1 (Tablo 8).

Tablo 8. Suslarin C. albicans ATCC 14053 kontrol susuna kiyasla MDRI

ekspresyonlari
MDRI1
ekspresyon
ATCC susuna
oranlarmin
Flukonazol gore MDR1
Sus No. grup
duyarhhk kategorisi ekspresyon
ortalamasi
orani=SS
(ortanca
degeri)
H1 R 333+49
H2 R 1.7+0.2
7.8
H3 R 1.0+0.1
1.7)
B R 1.7+0.3
960 R 1.2+0.1
813 Kismi inhibisyon-S 103.9+6.9
1978 Kismi inhibisyon-S 35+0.8 30.2
348 Kismi inhibisyon-S 7.6+0.7 6.7)
93-05 Kismi inhibisyon-S 5.7+0.5
533 S 14+02
565 S 88=+1.6
644 S 02+0
2.9
1221 S 1.6+ 0.1
(1.5)
1453 S 4.7+0.6
2157 S 04+0
DSY292 R kontrol 190+1.5
ATCC 14053 S kontrol 1.0
SS: Standart Sapma
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En yiiksek (ATCC kontrol susuna gore 103.9 kat) MDRI fazla ekspresyonu 813 no.’lu
kismi inhibisyon etkisi gosteren-S C. albicans susunda saptandi. Bu grupta yer alan diger
suslarin MDRI’i 1limli diizeylerde (Kontrol susuna gore 3.5-7.6 kat) eksprese ettikleri
gorildii. FLU’ya R C. albicans suslar1 arasinda ise H1 susunda yiiksek (ATCC susuna gore
33.3 kat), H2, B ve 960 no.’lu izolatlarda ise diisiik diizeyde (ATCC kontrol susuna gore 1.0-
1.7 kat) MDR1 fazla ekspresyonu belirlendi (Tablo 8, Sekil 9).

FLU’ya S’larda 1453 ve 565 no.’lu suslar disinda, diisiik/cok diisiik diizeyde MDRI
ekspresyonu izlendi (Tablo 8, Sekil 9).
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Sekil 9. C. albicans suslarinin ATCC kontrol susuna kiyasla MDR1 ekspresyonlari
FLU’ya R, kismi inhibisyon etkisi gosteren, S C. albicans suslar1 arasinda MDRI

ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmadi (p=0.58, p=0.08,

p=0.08; p>0.05).
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S. TARTISMA

Son yirmi bes yildaki, invaziv fungal infeksiyonlar risk grubundaki immiinyetmezlikli
bireylerin sayisindaki artis nedeniyle ciddi bir 6nem kazanmistir. Candida tiirleri ABD ve
Avrupa’da sirastyla dordiincii ve altinct en yaygin hastane kdkenli kan dolagimi infeksiyonu
etkenidir. C. albicans diinya capinda kandidemi infeksiyonlarinin en 6nemli nedeni olarak
varligini stirdiirmekte olup, cografik olarak epidemiyolojisi farklilik gostermektedir. Bununla
birlikte, non-albicans Candida tiirlerinin sikliginin giderek arttig1 bildirilmistir (1-3, 25, 153).

Antifungal sagaltim ve profilaksi amaciyla azollerin 6zellikle de FLU nun uzun stireli
ve yaygin kullanimi diren¢ sorununu beraberinde getirmistir. Candida tiirlerinin FLU direnci
in vitro duyarlilik testleri ile saptanmis olup, ilgili veriler toplumsal siirveyans programlarina
iligkin calismalarda sunulmugstur. 2008-2009 yillar1 arasinda “SENTRY” antimikrobiyal
siirveyans programi kapsaminda Kuzey ve Latin Amerika ile Avrupa’daki 79 merkezden
kandidemi etkeni olarak soyutlanan toplam 1752 adet Candida spp. igerisinde 854 C. albicans
susu saptanmis olup, bu suslarda FLU direnci belirlenmemistir (154). Ayni grubun Asya
Pasifik bolgesini de kapsayan kandidemi etkeni 2085 Candida tiirii ile ylriittiigii bir baska
calismada ise 1010 C. albicans susunun %0.1°’nde FLU direnci bildirilmistir (155). 2004-2007
yillar1 arasinda yiiriitiilmiis ve 5821 invaziv Candida izolatinin CLSI standartlarma gore
mikrodiliisyon yontemi ile FLU duyarliliginin arastirildig1 bir baska siirveyans ¢alismasinda
ise tim Candida tiirleri i¢in FLU direng oran1 %2.3 iken, C. albicans igin bu oran % 1.2
olarak bulunmustur (156). ABD’de 2008-2011 yillar1 arasinda iki ayr1 merkezde yiiriitiilen
populasyon temelli bir siirveyans ¢alismasinda da kandidemi etkeni olarak soyutlanan toplam
2329 adet Candida izolatinmn %38’1 C. albicans olup, bu suslarin %?2.3’liniin FLU’ya R
oldugu ve onceki siirveyans donemine gore diren¢ oraninda bir degisiklik olmadig
belirtilmistir (157). “ARTEMIS DISK” kiiresel antifungal siirveyans programi kapsaminda,
1997-2007 yilarinda 142 farkli merkezden toplanan ve 31 farklhi tiirii kapsayan 256,882
Candida susunun antifungal duyarliliklarinin CLSI M44-A disk difiizyon yontemi ile
arastirildigi bir arastirmada 128,625 C. albicans susunun %]1.4’linde FLU direnci saptanmistir
(117).

Ulkemizde 2005-2009 yillar1 arasinda kan &rneklerinden soyutlanan toplam 166
Candida sugunun antifungal duyarliliklarinin CLSI disk difiizyon yontemi ile arastirildigi bir
calismada C. albicans izolatlarinda FLU direncine rastlanmamistir (158). Kiraz ve arkadaslar

bes yillik siirede viicut sivilarindan soyutlanan ve E test yontemi ile antifungal duyarliliklar
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degerlendirilen on farkli tiirden 2068 Candida izolat1 arasinda 1265 C. albicans susu i¢in FLU
diren¢ oranint %]1.4 olarak bildirmistir (110). Yogun bakim hastalarinin ¢esitli klinik
orneklerinden soyutlanan Candida izolatlarinin antifungal duyarhiliklariin arastirildig:
calismalarda da C. albicans suslarinda FLU direnci saptanmamistir (159-161).

Anabilim Dalimizda Aralik 2003-Ocak 2005 ve Mart 2008-Haziran 2009 tarihleri
arasinda gesitli klinik 6rneklerden soyutlanan 1150 C. albicans susunun CLSI mikrodiliisyon
yontemi ile FLU duyarliliklarinin incelendigi calismalarda, 650 sustan birinde (%0.15) FLU
direnci, ticlinde kismi inhibisyon etkisi belirlenmis olup, diger 500 sus arasinda FLU’ya kismi
inhibisyon etkisi gosteren bir izolat saptanmistir (127, Yayinlanmamis veri). FLU direng
oranimiz ¢ok diisik olup, bu veri yukarida bildirilen gerek yurt i¢i gerekse yurt dist
arastirmalarin sonuglar ile uyumlu bulunmustur. FLU nun uzun siireli ve yaygin kullanimina
karsin direncin diisiik olmasi, bu o6zelligin ekstra kromozomal hareketli elemanlarla
taginmayip, kromozomal kdkenli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda, FLU’ya R suslardan dordiiniin itrakonazol ile ketokonazole R ve
mikonazol igin yiiksek MIK degerlerine sahip olmasi, azoller arasinda capraz direnci
diisiindiirmekte olup, bu durum onceki ¢aligmalarda da tanimlanmistir (162-164). Ayrica bu
suslarda belirgin diizeyde CDRI ve CDR2 ekspresyonunun da saptanmis olmasi, CDR
pompalarinin FLU disinda itrakonazol ve ketokonazole de capraz direncten sorumlu olmasi
bilgisi ile paralellik gdstermektedir. Arastirmamizda ayrica FLU’ya kismi inhibisyon gosteren
suslarm diger azollere R/yiiksek MIK degerlerine sahip olmas1 bu antifungaller i¢in de kismi
inhibisyon etkisi gosterdigi olasiligini diislindiirmektedir. Ancak, bu azoller i¢in elimizde E-
test bulunmadigindan suslar siklosporin iceren/icermeyen besiyerinde E-test yontemi ile
degerlendirilememistir. Bu etkiyi gosteren suslar sivi mikrodiliisyon testlerinde MIK’in
tizerindeki azol konsantrasyonlarinda azalmis fakat siirekli bir tireme profili sergilemektedir.
Kismi inhibisyon etkisi sivi mikrodilisyon yonteminin bir artefakti olarak ortaya ¢ikmasina
ragmen, bu tiir bir iireme FLU’ya duyarlilign azaltmaktadir. Ote yandan, bu grup suslarin
R’den ziyade S olarak smiflandirilmasi gerektigi bildirilmistir (165). Bu goriisler
dogrultusunda ¢aligmamiza alinan bu izolatlar, S kabul edilmekle birlikte ayr1 bir grup olarak
ele alinmistir. Anabilim Dalimizda yapilan ¢alismalarda C. albicans i¢in kismi inhibisyon
etkisi gdsteren-S suslarin oram %0.2-%0.46 olarak belirlenmis olup (Yaymlanmamis veri,

127), bir baska aragtirmada bu oran %0.35 olarak bildirilmistir (166).

68



Calismaya alinan suslarimizin yedisi 5-FC’ye R, yedisi de orta duyarli bulunmus olup,
literatirde C. albicans suslar arasinda 5-FC direncinin %3 ile %4.3 arasinda oldugu rapor
edilmistir (167, 168, 148). 5-FC’ye azalmis duyarlilik orani suslarimizin kisith sayida ve FLU
duyarhiliklar1 agisindan 6zel bir grupta olmasi nedeniyle genel populasyonu temsil eden
literatiir verisinden farklilik gostermektedir.

FLU’nun yaygin ve tekrarlayan kullanimi sonucunda C. albicans suslarinda ortaya ¢ikan
direng farkli mekanizmalar ile gelisebilmekte ve bunlar ayni susta birarada bulunabilmektedir.
Orofaringeal kandidozlu HIV pozitif hastalardan soyutlanan FLU R izolatlar {izerinde yapilan
bir ¢aligmada bes susta CDR1/2 ve MDRI; {i¢ susta MDRI ve ERGI1; iki susta CDRI/2 ve
ERGII1 geni fazla ekspresyonu gosterilmistir. Ayrica, 11 susta ERGII geni nokta
mutasyonlar1 ve atim pompalarinin fazla salinimi; iki susta ERG/1 geni nokta mutasyonlari
ile birlikte fazla ekspresyonu saptanmistir. Arastirmada izolatlarin %85’inde atim
pompalarinin fazla salinimi, %65’inde ERGI1 geninde mutasyonlarin varligi, %35’inde ise
ERG11 geninin asir1 salinimi diren¢g mekanizmalari olarak belirlemis ve atim pompalarin fazla
salimiminin en yaygin diren¢ mekanizmasi oldugu sonucuna varilmistir (13). White ve
arkadaslarinin (169) HIV ile infekte bir hastadan iki yillik donemde soyutladiklar toplam 16
oral C. albicans izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada, zaman i¢inde kademeli olarak artan azol
direnci ile iliskili olarak CDRI, MDRI ve ERGI6 gen ekspresyon seviyelerinde artis
gozlenmis olup, FLU’ya yiiksek direngli izolatlarda her ii¢ genin de fazla ekspresyonu
saptanmistir. Orofaringeal kandidozlu iki AIDS hastasinin tekrarlayan infeksiyonlarindan
soyutlanan ve FLU sagaltimi siiresince giderek diren¢ kazanan on C. albicans izolatinda
direngten sorumlu molekiiler degisimlerin incelendigi bir arastirmada ise bir hastada artmis
MDRI ve ERGII ekspresyonlarinin, digerinde ise artmis MDRI ekspresyonu ve ERGII
mutasyonlarinin flukonazol direncinin asamali gelisimi ile paralel oldugu bildirilmistir (170).

Artmis gen ekspresyonlari, RNA hibridizasyonu [6rnegin “Northern Blotting” (NB)”],
kantitatif revers transkriptaz PZT (RT-PZT), GZ PZT gibi yontemlerle saptanabilmekte olup,
“microarray” sistemleri de gen ekspresyonlarinin arastirilmasinda kullamilan hibrid
teknolojileridir. Ancak, giinlimiizde “microarray” sistemleri maliyetleri nedeniyle kisith
olarak uygulanabilmektedir (113). Arasgtirmamizda, atim pompalarinin ekspresyonlart GZ
PZT yontemi kullanilarak saptanmistir. Genis bir kantitasyon araligina sahip olmasi, PZT
sonrast islem gerektirmemesi, reaksiyonun eksponansiyel fazinda 6l¢iim yaparak duyarl bir

kantitasyon imkani saglamasi, basit ve hizli olmasi kullandigimiz bu ydntemin avantajlaridir
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(171-173). Ayrica uyguladigimiz GZ PZT yontemi FRET (“fluorescence resonance energy
transfer”) formatina dayanmakta olup, bu yontemde iki bagimsiz “probe”un spesifik
oryantasyonda hibridizasyonu sonucu floresan yayildigindan, FRET hibridizasyon “probe”lar1
yiiksek seviyede 6zgiilliik saglamaktadir (174).

Arastirmamizda, FLU ya R suslarin tiimiinde basta B ve H3 suslar1 olmak tizere CDR1
ve CDR2’nin fazla ekspresyonu belirlenmis olup, bu suslarin ortalama CDRI1/2 ekspresyon
diizeyleri kismi inhibisyon gosteren ve S suslardan yiiksek bulunmustur. Kismi inhibisyon
gosteren ve S suslarin ise benzer CDR ekspresyon diizeylerine sahip oldugu goriilmiistiir. Lee
ve arkadaglart (165) yedisi FLU’ya kismi inhibisyon etkisi gosteren-S, besi DBD/R 12 C.
albicans izolatinmn CDRI, MDRI ve ERGII ekspresyonlarint GZ PZT yontemi ile
arastirdiklar1 calismalarinda, DBD/R suslarin kismi inhibisyon etkisi gosteren-S’lara gore
daha ytliksek seviyede CDRI, MDRI ve daha disiik seviyede ERGII eksprese ettigini
bildirmistir. Yapilan bir bagka c¢alismada ise Maebashi ve arkadaslar1 (175) Japonya’daki ii¢
AIDS hastasindan elde etikleri biri FLU R, biri DBD ve ikisi S dort C. albicans susu ile
yaptiklar ¢alismada, RT-PZT yontemi ile CDR ekspresyon diizeylerini, duyarli standart susa
gore, flukonazole R susta 4.4, flukonazole DBD susta 3.3 ve S suslarda 1.3 - 2.1 kat fazla
belirlemislerdir. CDR1/2 ekspresyonlari agisindan FLU’ya R ve kismi inhibisyon gdsteren ve
S suslarimizin bulgular1 bu ¢aligmalarin sonuglari ile uyum gostermektedir.

FLU’ya R suslar arasinda basta H1 olmak tizere H2, B ve 960 no.’lu suslarda MDR1
fazla ekspresyonu saptanmis olup, ortalama MDRI gen ekspresyon diizeyleri kismi inhibisyon
etkisi gosteren suslarda, R ve S suslara gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Bunun nedeni
813 no.’lu susun ATCC kontrol susuna gore, 104 kat MDR1 ekspresyonu gostermesi oldugu
distintilmiistiir.

Kismi inhibisyon etkisi gosteren-S/S suslardan 813, 348, 1453, 2157 ile 813, 348, 93-
05, 1978, 565,1453’{in duyarli diger suslara oranla yiiksek diizeylerde sirastyla CDR1/2 ve
MDRI eksprese ettigi belirlenmistir. Goldman ve arkadaslar1 (176) calismalarinda FLU,
itrakonazol ve ketokonazole S iki izolatin birinde MDRI ve CDR2, digerinde CDR2 fazla
ekspresyonu saptamigtir. White ve arkadaslar1 da (163) FLU’ya S iki sustan birinin CDRI,
digerinin de hem CDRI hem de CDR2’1 fazla eksprese ettigini ve bu suslarin itrakonazole R
oldugunu bildirmistir. Bir bagka ¢alismada ise kismi inhibisyon etkisi gosteren suslarin FLU
indiiksiyonu sonrasinda DBD ve R suglara kiyasla daha az da olsa CDRI ve MDRI’1 fazla

eksprese ettikleri goriilmiistiir. Ayrica ayni ¢alismada kismi inhibisyon etkisi gosteren-S
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izolatlarin atim pompalarini kodlayan genlerin ekspresyonlarin1t R/DBD suslara gore farkl bir
yolla kontrol ettikleri bildirilmis, ancak bu farklilik net bir sekilde agiklanamamistir (165).
Aragtirmamizda bu grup suslar i¢in elde ettigimiz ekspresyon bulgular1 yukaridaki
caligmalarin sonuglar1 ile paralellik gdstermekte olup, kismi inhibisyon etkisi gosteren
suslarda atim pompa genlerinin ekspresyonlarinin bu etkide rolii olabilecegi diisiiniilebilir.

Chen ve arkadaslar1 (177) HIV ile infekte hastalardan soyutlanmig FLU’ya R 14 C.
albicans izolat1 ile yaptiklar1 arastirmada, suslarin tiimiinde CDRI ve CDR2, doérdiinde ise
MDR] fazla ekspresyonunu gostermis olup, izolatlarin ATCC 10231 kontrol susuna gore 1.6—
8.0 kat CDRI ve 3.7-52 kat CDR2 geni fazla ekspresyonunu bildirmistir. Arastirmacilar
suslariin FLU direncinde CDRI ve CDR2 genlerinin énemli rol oynadigini ve bu iki genin
birlikte diizenlendigini vurgulamistir. Calismamizda FLU’ya R izolatlarimizda ATCC 14053
kontrol susuna kiyasla 1.6-32.0 kat CDRI, 2.6-47.2 kat CDR2 ekspresyonu saptanmis olup,
suslarimizin CDRI ve CDR2 gen ekspresyon diizeylerinin paralel oldugu gozlenmistir. Bu
konuda elde ettigimiz bulgularin Chen ve arkadaslarmin sonuglart ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir.

Arastirmamizda, FLU’ya R bes susun tiimiinin CDRI ve CDR2’yi, dordiiniin ise
MDRI’1 fazla eksprese ettigi belirlenmistir. Bu veriler suslarimizdaki temel FLU direng
mekanizmasimin her iki atim pompasi ile de iligkili olabilecegini gostermistir. Perea ve
arkadaslar1 (13) HIV pozitif hastalardan soyutladiklar1t FLU R izolatlarda NB yontemi ile atim
pompalariin ekspresyonlarini inceledikleri ¢aligmada on hastadan elde edilen 11 susta CDR,
sekiz hastadan soyutlanan 11 susta ise MDRI geni fazla ekspresyonunu bildirmistir. White ve
ark (163) 13 FLU R, 4 DBD ve 19 S C. albicans susunda FLU diren¢ mekanizmalarini
arastirmis ve NB yontemi ile dort R ve bir DBD susta CDR1/2, bir DBD susta ise MDRI fazla
ekspresyonu saptamistir. Anabilim Dalimizda ayni suslarla yapilan bir tez ¢caligmasinda atim
pompalar1 ve ERG11 gen ekspresyonlart RT-PZT yontemi ile arastirilmis olup, FLU R bes
izolatin dordiinde CDRI, besinde CDR2, iiclinde MDRI ekspresyonu belirlenmis ve
suslarimizin  hi¢cbirinde ERGI1 fazla ekspresyonu goriilmemistir (178). RT-PZT’nin
duyarliliginin daha diisiik olmasi nedeniyle, GZ PZT ile saptadigimiz diisiik ekspresyon
oranlar1 bu yontem ile saptanamamustir. Frade ve arkadaglarinin {i¢ii FLU R, dordii DBD ve
tct S on C. albicans izolatinin CDRI, CDR2, MDRI ve ERGI1 ekspresyonlarini iki farkl
yontem ile arastirdigi calismada, GZ PZT ile FLU R izolatlarin CDRI, CDR2 ve ERGII

ekspresyonlar1 S izolatlara gore yiiksek bulunmus olup, MDRI fazla ekspresyonu ise sadece
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bir DBD susta saptanmis, diger suslarda ise ¢cok az gdsterilmis veya hi¢ MDRI ekspresyonu
izlenmemistir. Ekspresyon seviyeleri NB yontemi ile degerlendirildiginde MDRI disindaki
genler i¢in iki yontem arasinda iyi bir korelasyon (korelasyon katsayisi >0.91) goézlenmekle
birlikte, NB yonteminin c¢ok yiiksek ve cok diisiikk ekspresyon diizeylerini saptamada
kisithiliklart oldugu bildirilmistir. Her iki ¢alismanin verileri de aragtirmamizda kullandigimiz
GZ PZT yonteminin gen ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde daha duyarli bir yontem
oldugunu gostermistir.

Calismamizda, FLU MIiK’leri ve atim pompalarinin ekspresyon seviyeleri arasinda
belirli bir korelasyon saptanmamuistir. Sonuglarimizin bu veri agisindan 6nceki ¢aligmalarla
uyumlu oldugu goriilmistiir (176, 179).

Arastirmamizda atim pompa genlerinin ekspresyonlarmin FLU’ya R, kismi inhibisyon
etkisi gosteren ve S C. albicans suslar1 arasinda farkli oldugu gézlenmesine ragmen, yapilan
istatistik analizi sonucunda gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamis olup, bu sonucun
gruplarimizdaki sus sayisinin az olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Calismanin en
onemli kisitliligin FLU R/DBD sus sayisinin az olmasi olup, bu durum FLU diren¢ oraninin
diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan calismalarda CDRI ve CDR2 genlerinin ekspresyonunun Taclp; MDRI
geninin ekspresyonu ise Mrrlp, Caplp, Mcmlp ve Upc2p gibi transkripsiyon faktorleri ile
kontrol edildigi saptanmistir (133, 135, 180-182). Bu transkripsiyon faktorleri atim pompa
genlerinin “promoter” bolgesindeki “cis acting” elementlere baglanmaktadir. FLU’ya R
izolatlarda Taclp ve Mrrrlp’deki mutasyonlarin sirasiyla CDRI/2 ve MDRI geni fazla
ekspresyonuna yol agtig1 gosterilmistir (131, 134-136, 183). Upc2p’deki mutasyonlarin ise
esasen ERGII fazla ekspresyonu araciligiyla FLU direncine yol a¢tigt ancak MDRI
ekspresyonunda 1liml1 bir artisa neden oldugundan dirence katkida bulunmadig: bildirilmistir.
Caplp mutasyonlarinin ise klinik izolatlarda saptanmadig1 vurgulanmistir (184). Ayrica atim
pompa genlerinin “promoter” bolgesinde meydana gelen niikleotit degisimlerinin de genlerin
fazla ekspresyonuna neden oldugu rapor edilmistir (129, 130). Suslarimizin FLU direncinde
atim pompalarinin fazla ekspresyon mekanizmasinin anlagilmasi i¢in transkripsiyon faktorleri
Taclp ve Mrrlp mutasyonlari agisindan arastirilmaktadir.

Daha 6nce ayni C. albicans suslari ile yapilan bir baska ¢alismada (127) ERGI1 geni
mutasyonlar1 arastirilmis olup, literatiirde daha 6nce FLU’ya diren¢ gelisiminde rolii oldugu

bildirilmis K143R, G464S, G465S ve V488l ile direngte rolii kesin olmayan D116E, D153E,
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E266D, S412T ve R469K mutasyonlar1 saptanmistir. Bizim aragtirmamizda, H1, H2, B
suslarinda K143R ve V4881 mutasyonuna ek olarak CDRI1/2, MDRI fazla ekspresyonunun;
H3 susunda G464S, G465S mutasyonu ile birlikte CDI/2 fazla ekspresyonunun FLU
direncinde rolii oldugu goriilmiistiir. 960 no.’lu susta ise sadece diisiik diizeyde CDRI/2 ve
MDRI fazla ekspresyonu saptanmis olup, bu durum susun diger R suslara gére daha diisiik bir
FLU MIK degerine (8pg/ml) sahip olmasini agiklamaktadir.Basta bu susta olmak iizere tiim R
izolatlarda ERG3 geni mutasyonlar1 gibi ergosterol biyosentez yolagindaki diger genlerin
olas1 genetik degisimleri ile iligkili bagka mekanizmalarin da dirence katkisi olabilecegi
unutulmamalidir.

Bu veriler 1s18inda calismamiza alinan FLU’ya R C. albicans suslarinda ERGI11
mutasyonlar ile birlikte atim pompalarinin fazla ekspresyonlarinin direngten sorumlu énemli
mekanizmalar oldugu sonucuna varilmistir. Bunun yami sira kismi inhibisyon gosteren

suslarda da bu genlerin ekspresyonlarinin bu etkide rolii olabilecegi diisiiniilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiza alinan FLU’ya R/kismi inhibisyon gosteren-S dokuz C. albicans susunun
altis1 5-FC’ye R, ikisi orta duyarli, tiimii AmB’ye S, biri disinda tiimii klotrimazole S, yedisi
itrakonazol ve ketokonazole R, ii¢ili de vorikonazole R olarak bulunmustur. FLU’ya S alt1 adet
C. albicans susunun besinin 5-FC’ye orta duyarli, birinin R oldugu, tiimiiniin AmB,
vorikonazol, ketokonazol ve klotrimazole S, itrakonazole DBD oldugu saptanmaistir.

Calismamiza alman bes FLU’ya R, dort kismi inhibisyon etkisi gosteren-S ve alt1 S
C.albicans susunda atim pompalarinin ekspresyonlar1 arastirilmis olup, R suslar arasinda H3
ve B’de daha yiiksek olmakla birlikte tiimiinde CDRI ve CDR2; H1 susunda yiiksek, H2, B
ve 960 no.’lu izolatlarda ise diisiik diizeyde MDRI fazla ekspresyonu belirlenmistir. Kismi
inhibisyon etkisi gdsteren-S suslarda bir susta goriilen yiiksek MDRI ekspresyonu disinda,
tliml diizeylerde CDRI, CDR2 ve MDRI fazla ekspresyonu izlenirken, S suslarda iki sus
disinda atim pompalarinin ekspresyonlarinin diisiik diizeylerde oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda FLU R C. albicans suslarinda CDRI, CDR2 ve MDRI atim pompa
genlerinin fazla ekspresyonlar1 saptanmistir. Calisilan suslarda direngten sorumlu
mekanizmalarin, ERGI] mutasyonlart ve atim pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu
sonucuna varilmis olup, FLU direncinde birden fazla mekanizmanin birlikte sorumlu oldugu
gorilmiistiir.

Direngte rol oynayan bir¢cok mekanizma s6z konusu oldugundan, suslarimizin
direncinde atim pompalarin roliiniin belirlenmesi gelecekte yapilacak galigsmalar acisindan yol
gosterici olup, bu pompalarin ekspresyonlarini kontrol eden transkripsiyon faktdrlerindeki
mutasyonlarin ve bu faktorlerin baglandigi “promoter” bolgesindeki niikleotit degisimlerinin
arastirilmasinin, fazla  ekspresyon mekanizmasmin anlasilmasina 151k tutacagi
diistiniilmektedir.

Suglarimizin FLU direncinde atim pompalarinin roliiniin belirlenmis olmasi, bu
pompalart inhibe eden ilaglarin azollerle birlikte kullanilmasi ya da bu inhibisyon etkisini
gosteren yeni ilaglarin tUretilmesi gibi sagaltim yaklasimlarinin gelistirilmesinde 6nemli
oldugu diistliniilmektedir.

Sonu¢ olarak, caligmamiza alimnan FLU’ya R C. albicans suslarinda ERGII
mutasyonlart ile birlikte atim pompalarinin fazla ekspresyonlarinin direngten sorumlu énemli
mekanizmalar oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira kismi inhibisyon gosteren suslarda da bu

genlerin ekspresyonlarinin bu etkide rolii olabilecegi diisiiniilebilir.
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Hatice IGCI

DOKUZ EYLUL UNIVERSITES! TIP FAKULTESI DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuzun 14 Eyliil 2006 tarih ve 10/18/2006 ne.lu toplantisinda,

Uyelerinden Prof.Dr.Mine YUCESOY un sorumlun
kandida albicans suslarinda atihm pompalarimi

Arastima Fon Saymanligindan desteklenecegi
etik agidan sakinca yokmur,

Oy birligi ile karar verilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.
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Prof. Dr.Taner CAMSARI

Etik Kurul Baskam

Kinik ve Laboratuvar Aragtirmalaw
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Protokol numaral Mikrobiyoloji ve Klinik Mikraobiyoloji Anabilim Dali Ogretim
: oldugu “Flukonazol direncli
kodlayan CDR1, CDR2 ve
MDRI1 genlerinin ve de 14 alfa lanosterol demetilaz1 kodlayan ERG11 gen
ekspresyon diizeylerinin polimeraz zincir tepkimesi ile kargilagtinlmasy” isimli,
belirtilen projenin uygulanmasinda

2324122254
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8.2. Tez Bash@1 Degisikligi

DOKUZ EYLUL UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
YONETIM KURULU KARARLARI

TOPLANTI SAYISI : 01 TOPLANTI GUNU : Pazartesi
TOPLANTI TARIHI : 10.01.2011 TOPLANTI SAATI : 11.00

KARAR 05/ Enstitiimiiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
doktora programi ogrencisi Sinem GULAT ‘i, tez danismani Prof. Dr. Mine DOLUCA
tarafindan 05/01/2011 tarihli yazi ile onerilen ve Etik Kurul onayr alinan tez bashgl

degisikliginin asagidaki sekilde kabultine mevcudun oy birligi ile karar verildi.

Yeni Tez konusu: ‘Flukonazol Direncli Candida Albicans Suslarinda Atilim Pompalarini
Kodlayan Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin ‘real-time’ Polimeraz Zincir Tepkimesi ile

Arastirilmasi’

Not: Teze DEUHSLPRD-2006970083 kodu verilmigtiv, Tezin i¢ ve dis kapaklarnda yer almas

gereklidir.
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8.3. Ozgecmis

OZGECMIS
Arastirma Gorevlisi SINEM GULAT
TC Kimlik No /1, 615586474
Pasaport No:
Dogum Yih: 1982

Yazisma Adresi :

Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1, Inciralt1, 35340 Izmir/Tiirkiye

Telefon : 02324124515
e-posta : sinem.ozer @deu.edu.tr
EGITIM BILGILERI

Ulke | Universite | Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alam Derece MezYulIllllyet

. Dokuz Eyliil | Saglik Bilimleri | Mikrobiyoloji ve Yiiksek
Turkiye Universitesi | Enstitiisii Klinik Mikrobiyoloji | Lisans 2006

o1 Celal Bayar |Fen Edebiyat . . .
Tiirkiye Universitesi | Fakiiltesi Biyoloji Lisans 2003

AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus | Ulke | Sehir Boliim/Birim Gorev Tiirii | G0V
Donemi
]?okuz Eyh}l Tiirkiye |Izmir |Saghk Bilimleri Enstitiisii A{astu?n'a 2006-2013
Universitesi Gorevlisi
UZMANLIK ALANLARI
Uzmanhk Alanlar:

Saglik Bilimleri

DIGER AKADEMIK FAALIiYETLER

Son Bir Yilda Uluslararas: Indekslere Kayith Makale/Derleme i¢in
Yapilan Danismanlhik Sayisi

Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damismanhk Sayisi
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Yayimnlara Alinan Toplam Atif Sayisi
Tamamlanan Devam Eden
Damsmanhk Yapilan Ogrenci Yiiksek Lisans
Sayisi Doktora
Uzmanhk
Diger Faaliyetler
(Eser/gorev/faaliyet/sorumluluk/olay/iiyelik
vb.)
ODULLER
Odiiliin Ad Alindig1 Kurulus Yih
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

Bi¢gmen C, Doluca M, Gulat S, Giindiiz AT, Tuksavul F. "Species level identification and
antifungal susceptibility of yeasts isolated from various clinical specimens and evaluation
of Integral System Yeasts Plus", New Microbiologica 2012; 35:327-334.

Ozer S, Yiicesoy M. Simiile kan drneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu ile Candida
DNA'sinin saptanmast", Mikrobiyoloji Biilteni 2007;41:419-428.

Diger dergilerde yayinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yaymlar

Gulat S, Irmak O, Yucesoy Doluca M, “Investigation of efflux pumps and ERG11 gene
expression levels in fluconazole resistant Candida albicans isolates” 22th European
Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, INGILTERE, Nisan 2012

Doluca M, Giilat S, Ozhun M, "Klinik Orneklerden Soyutlanan Candida albicans Suslarinm
Genotip Dagilimlar1 ve Antifungal Duyarliliklar1", Klimud I.Klinik Mikrobiyoloji Kongresi,
ANTALYA, Kasim 2011

Bicmen C, Doluca M, Giilat S, Giindiiz AT, Tuksavul F, "Klinik 6rneklerden soyutlanan
maya tiirlerinin tanimlanmasi, anti-mikotik ila¢ duyarlilikarinin arastirilmasi ve integral
sistemin degerlendirilmesi", XXXIV. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, K.K.T.C., Kasim 2010

Giilat S, Doluca M, "Flukonazole direngli/doza bagimli duyarli Candida albicans
izolatlarinda atim pompalarini kodlayan genlerin ekspresyon diizeylerinin arastirilmast”,
XXXIV. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, K.K.T.C., Kasim 2010

Yucesoy Doluca M, Ergon M, Gulat S, "Evaluation of four chromogenic media for the
presumptive identification and differentiation of yeasts", 20th European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, AVUSTURYA, Nisan 2010
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Yucesoy M, Ergon M, Gulat S, "Comparison of four different chromogenic media for the
presumptive identification of yeasts",Meetings of the Three Divisions of the International
Union of Microbiological Societies 2008 IUMS, 12. International Congress of Mycology,
ISTANBUL, Agustos 2008

Irmak O, Gulat S, Ergon MC, Yucesoy M, "Antifungal susceptibility testing of Trichosporon
asahii 1isolates with microdilution method",Meetings of the Three Divisions of the
International Union of Microbiological Societies 2008 ITUMS, 12. International Congress of
Mycology, ISTANBUL, Agustos 2008

Yucesoy M, Ayhan Y, Irmak O, Giilfidan G, Gulat S, "Antifungal susceptibilities of Candida
bloodstream isolates from two different Turkish hospitals”, 18th European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases, ISPANY A, Nisan 2008

Ozer S, Yiicesoy M, "Kan kiiltiir &rneklerinden soyutlanan Candida albicans izolatlarinin
molekiiler genotiplendirilmesi", 5. Ulusal Mantar Hastaliklar1 ve Klinik Mikoloji Kongresi,
CANAKKALE, Haziran 2007

Ozer S, Yiicesoy M, "Kan 6rneklerinden polimeraz zincir tepkimesi ile Candida DNA'smin
arastirilmas1", X XXII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, ANTALYA, Eyliil 2006

Yucesoy M, Ergon MC, Ozer S, "Performance of three differential media for the presumptive
identification of yeasts", 16th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, FRANSA, Nisan 2006

Ozer S, Yiicesoy M, "Kan Kkiiltiirlerinden soyutlanan Candida tiirlerinin antifungal
duyarhiliklart", 4. Ulusal Mantar Hastaliklar1 ve Mikoloji Kongresi, KONYA, Mayis 2005

Diger Yayinlar
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