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ONSOZ
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laboratuvarindaki ¢alisma arkadaslarima;
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uzmanlik egitimim ve tez yazim silirecimde beni sabirla destekleyen, huzur ve nese kaynaklarim

olan sevgili esime ve ¢ocuklarima tesekkiir ederim.



OZET

Amagc: Bu c¢alismada amacimiz, C. albicans suslarindaki flukonazol direncinin, suslarin
proteinaz aktiviteleriyle ve ERG11/ SAP2 genleri ile iliskisi incelemektir.

Gereg ve Yontem: Calismamiza, 01.08.2021- 01.08.2022 tarihleri arasinda Diizce Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen 6rneklerden, Candida albicans
iiremesi olan 127 drnekten izole edilen suslar dahil edildi. Izolatlarin flukonazol MiK degerleri,
EUCAST o&nerilerine gére sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Flukonazol MIiK
degerlerinde 48. saatte yiikselme durumu ve proteinaz aktiviteleri incelendi. Calismaya alinan
44 adet susun ERG11 ve SAP2 gen ekspresyon seviyeleri real time qPCR ile 6lgiildii. Relatif
ekpresyon seviyeleri AACT yontemi ile hesaplandi. Bu seviyelerin birbirleri ile, flukonazol

direnci ile, 48. saat MIK yiikselmesi ve proteinaz iiretimi ile iliskileri incelendi.

Bulgular ve Sonug: Calismamizda saptanan C. albicans’ta flukonazole direng orani, diinyada
yakin tarihte yapilan ¢aligmalar ile benzerdir (%3,14). ERG11 VE SAP2 gen ekpresyon
seviyeleri arasinda pozitif bir lineer korelasyon saptanmistir (p<0,001). Izolatlarn SAP2 ve
ERGI11 ekpresyon seviyeleri ile flukonazol direngleri arasinda iligki bulunmamistir. ERG11
ekpresyon seviyeleri ve 48. saat MIK yiikselmesi arasinda istatiksel olarak anlamli bir baglanti
varken (p=0,037), SAP2 seviyeleri ve 48. Saat MiK yiikselmesi arasinda ise istatiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmamustir. Ayni sekilde izolatlarin proteinaz aktiviteleri ve
SAP2/ERGI11 ekspresyon diizeyleri arasinda da istatiksel olarak anlamli bir iliski yoktur.
Flukonazol 48. Saat MIK degerleri yiikselmesinin proteinaz aktivitesiyle iliskisiz oldugu
belirlenmistir. Calismamiz PCR yapilan sus sayis1 arttirilarak ve direngli duyarli sus esitligi
saglanarak tekrarlanabilir. Gelecekte, Candida enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve kontrolii, SAP
ailesi gibi viriilans faktorlerini inhibe etmek i¢in 6zel olarak modiile edilmis farmakolojik veya

immiinolojik araglarla saglanabilir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Candida albicans, proteinaz, tolerans



ABSTRACT

Background: Our aim in this study is to examine the relationship between fluconazole

resistance in Candida albicans strains, their proteinase activities and ERG11/ SAP2 genes.

Material and Method: Strains isolated from 127 samples with C. albicans growth were
included in our study, from samples sent to Duzce University Faculty of Medicine Medical
Microbiology Laboratory between 01.08.2021 and 01.08.2022. Fluconazole MIC values of the
isolates were determined by the broth microdilution method according to EUCAST
recommendations. The increase in fluconazole MIC values at the 48th hour and proteinase
activities were examined. ERG11 and SAP2 gene expression levels of 44 strains included in
the study were measured by real time gPCR. Relative expression levels were calculated by the
AACT method. The relationships of these levels with each other, fluconazole resistance, 48th

hour MIC elevation and proteinase production were examined.

Results: The fluconazole resistance rate in C. albicans detected in our study is similar to recent
studies conducted around the world (3.14%). A positive linear correlation was detected between
ERG11 AND SAP2 gene expression levels (p<0.001). No relationship was found between the
SAP2 and ERG11 expression levels of the isolates and their fluconazole resistance. While there
was a statistically significant relationship between ERG11 expression levels and the 48th hour
MIC increase (p=0.037), there was no statistically significant relationship between SAP2 levels
and the 48th hour MIC increase. Likewise, there is no statistically significant relationship
between the proteinase activities of the isolates and SAP2/ERG11 expression levels. It was
determined that the increase in fluconazole 48th hour MIC values was unrelated to proteinase
activity. Our study can be repeated by increasing the number of strains for which PCR is
performed and ensuring the equality of resistant-susceptible strains. In the future, prevention
and control of Candida infections may be achieved by pharmacological or immunological tools

specifically modulated to inhibit virulence factors such as the SAP family.

KEYWORDS: Candida albicans, proteinase, tolerance
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyada en sik goriilen invaziv sistemik mikoz etkenleri Candida tlrleridir (1). Bu
sistemik mikozlarin 6nemli bir pargasi olan kandidemilerde en sik karsilasilan patojen tiir C.
albicans‘tir (2,3). C. albicans pek ¢ok farkli ¢evresel kosulda yasayabilme 6zelligine sahip bir
mikroorganizmadir. Bu yetenegi nedeniyle insan viicudunda pek ¢ok bolgede cogalabilmekte
ve Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis hastalarda yiizeyel enfeksiyonlardan hayati tehdit eden
ciddi enfeksiyonlara kadar gesitli hastaliklara neden olabilmektedir (4-6).

Candida albicans’in flukonazol duyarlilig: ile ilgili son 20 yilda c¢alismalar yapilan
incelendiginde, giiniimiize yaklastik¢a direng oraninin arttig1 goriilmektedir (7).

Candida enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve sagaltimi genellikle uzun dénem ila¢ kullanimi
gerektirmektedir. Bu amagla ilk olarak azol grubu antifungaller tercih edilmektedir. Uzun ve
tekrarlayan antifungal kullanimi sonucunda da direncli Candida suslariyla karsilagilmaktadir.
Candida suglarinda azol direncinden sorumlu birgok mekanizma 6ne stiriilmiis ve flukonazol
direncinde birden fazla mekanizmanin birlikte rol aldigr belirlenmistir. Bunlarin en
onemlilerinden biri ilacin hedefi olan lanosterol demetilazda (Ergllp) ve ergosterol
biyosentezinde degisikliktir (8).

Son yayinlarda Candida albicans viriilans faktorlerinden olan proteinaz 6zelliginin de
flukonazol direnci ile ile iliskili olabilecegine dair veriler olsa da, farkli ilag direncine sahip C.
albicans'ta ERG11 ve en 6nemli proteinaz genlerinden olan SAP2 ekspresyonu ile ilag direnci

arasindaki iliski belirsizligini korumaktadir (9).

Calismamiz Diizce Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’na génderilen &rneklerin
kultarlerinde Greyen edilen Candida albicans suslarini tiir diizeyinde tanimladiktan sonra,
proteinaz Ozelliklerini, flukonazol duyarlilik ve tolerans durumlarini belirleyip, bu 6zelliklerin
ERG11 ve en onemli proteinaz genlerinden olan SAP2 genlerinin ekspresyon seviyeleri

ile iligkisini incelemeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri, Simflandirma ve Hiicre Yapisi

Mantarlar hem bitkilerden hem de hayvanlardan ve diger organizma gruplarindan birkag
onemli agidan farkli olan ayr bir yiiksek organizma grubudur. Mikoloji, mantarlar alemini,
onlarin genetik, biyokimyasal ve taksonomi 6zelliklerini ve kullanim alanlarini inceleyen bilim

dalidir. Bu sozciik Yunanca “sapkali mantarlar” anlamina gelen “mykes” kelimesi kokenlidir

(10).

Tarihsel olarak, mantarlar nispeten énemsiz enfeksiyon nedenleri olarak goriluyordu.
Bununla birlikte, yirminci yiizyilin baslarindan ortalarina kadar, bu mikroorganizmalar,
ozellikle hasta profillerindeki degisiklikler nedeniyle, 6nemli hastalik nedenleri olarak kabul

edilmeye baslandi (11).

Gunumuzde bilinen 100.000'den fazla gecerli mantar tiri mevcuttur, ancak
kesfedilmemis tiirlerin sayisinin 1 ila 10 milyon arasinda degistigi ve her yil yaklasik 1000 ila
1500 yeni tiir tanimlandig1 tahmin edilmektedir. Tanimlanan tiirlerden en az 5000 insan
hastalig1 ile iligskilendirilmistir. Bu organizmalarin ¢ogu normalde dogada saprofit (6lii veya
cliriimiis organik madde iizerinde yasayan) yasarlar. Klinik laboratuvarda goriilen mantarlar
genel olarak olusturduklart kolonilerin goriiniimiine gore mayalar ve kiifler olarak iki gruba
ayrilir. Mayalar, besiyerinde nemli, kremsi, opak veya macunsu koloniler iiretirken, kiifler,
kabarik, pamuksu, yiinlii veya tozlu koloniler iiretir. Ayrica hem maya veya maya benzeri faz
hem de filamentli formlar sergileyen sistemik mantar patojenleri, dimorfik mantar olarak
adlandirilir. Dimorfizm sicakliga bagli oldugundan, genel olarak, bu mantarlar 25°C ila 30°C'de

kaf formu ve 35°C ila 37°C'de maya formu koloniler tretir (11).

Hif liretmeyen ancak tomurcuklanan hiicrelerin gevsek bir sekilde diizenlenmesinden
olusan mantarlara maya denir. Belirli kosullar altinda, ana hiicrenin tomurcuklanmadan énce
devam eden uzamasi, yalanct hifa olarak adlandirilan uzun hiicrelerden olusan bir zincirle
sonuglanir. Gergek bir hifanin aksine, bitisik psddohifal hiicreler arasindaki baglant1 belirgin

bir daralma gosterir (12).



Maya mantarlari igerisinde yer alan Candida tirleri, kommensal olarak gastrointestinal
ve genitoliriner mukozal yiizeyler ile derinin mikrobiyal florasinda bulunan firsat¢1 tek hiicreli
patojenlerdir. Konagin enfeksiyona karsi direncinin lokal veya sistemik olarak azaldigi
durumlarda patojen olurlar. Bu gibi durumlarda, Candidalar insan viicudunun hemen hemen
her yerinde yiizeysel, lokal olarak invaziv veya yayilmis enfeksiyona neden olabilirler.
Gunumuzde Candida enfeksiyonlarinin prevalansi yiiksektir ve hastalarin Candida'ya duyarli
hale gelmesini kolaylastiran degisiklikler, bu enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde ve klinik
sunumunda farkliliklara ve son 45 yilda insidansinda istikrarli bir artisa yol agmistir (13-15).

Son yapilan siniflandimalarda, Candida cinsi; Fungi alemi, Ascomycota filumu,
Saccharomycetes smifi, Saccharomycetales takimi, Saccharomycetaceae ailesine aittir
(4,13,16). C.albicans, insan patojeni olan C. dubliniensis,C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae ve C. guilliermondii ile beraber ayr1 bir filogenetik alt grup olan “CTG clade” iginde
yer almakta ve CTG kodonunu, l6sin yerine serin olarak cevirmektedir (17). Ascomycetes
filumunda eseyli iireme, kese icinde gelisen eseyli sporlarin olusturdugu askospor ile
karakterizedir. Candida cinsi igerisinde, eslesme ve mayoz boliinmenin intakt oldugu haploid
tirler (Candida guilliermondii, Candida lusitaniae gibi) ve seksiiel yapilarin gézlenmedigi
diploid tdrler (C. albicans, Candida dubliniensis, Candia tropicalis, C. parapsilosis) yer
almaktadir. Molekiiler incelemeler ile tiim bu tiirlerin aynmi filuma ait olduklar1 gosterilmistir
(18,19).

Candida lar; eseyli iireme gostermeyen C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. dubliniensis gibi Deuteromycetes sinifi-Cryptococcalles takimi ig¢inde yer
alanlarin yani sira; eseyli tireme gosteren C. guilliermondii, C. krusei, C. kefyr, C. lusitaniae
gibi Ascomycetes sinifi Saccharomycetales takimi iginde yer alanlarla yaklasik 200 kadar tir
iceren heterojen bir grup olustururlar (15,20). Bu say1 yeni teknolojik gelismelerin etkisiyle;
bilinen tiirlerin yeniden adlandirilmasi ve yeni tiirlerin kesfiyle degisebilmektedir. Cins
icerisinde C. albicans, mukozal ve sistemik kandidoz tablolarinda siklikla izole edilen patojen
tardir (4).

Candida’lar Gram pozitif boyanma 6zelligindedirler (10). Sabouraud dekstroz agar
(SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda veya 37°C’de 24 saat i¢inde genellikle kirli beyaz
veya krem rengi, nemli, diizglin veya burusuk kenarli, diizgiin yiizeyli veya gobekli, uzayan
inkiibasyonla birlikte kivrimli hale gelen, mat yada parlak, maya kokulu yumusak koloniler

olustururlar (5,11,21).



Candida tiirleri Okaryotik, genellikle oval veya yuvarlagimsi olup, 3 ile 6 pm
biiyiikliigiinde, tomurcuklanma ile iireyen tek hiicreli maya mantarlaridir. Tomurcuklanan bu
hiicreler blastokonidya admi alir ve bilyliyerek hif formu olustururlar (14,21,22).
Blastokonidyalar birbirlerinden ayrilmadan uzayip aralarinda bogumlar bulunan hiicre
zincirleri yaparak yalanci hifleri olustururlar (20,21). Gercek hifler ise maya hiicresi veya hifin
bir dalindan olusabilir ve duvarlar1 birbirine paralel olup, bogumlanma olusturmazlar (20,21).
C. glabrata harig, tiimii uygun kosullar altinda yalanci hif dretir (14,21).

Candida albicans, insanlarda baglica mantar patojeni ve mukozal ve sistemik mantar
enfeksiyonunun en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir ve Candida tirlerinin en iyi
karakterize edilenidir (4). Candida albicans Corn Meal Agar’da (CMA) klamidospor yapilari
olusturur. Klamidosporlar yuvarlak, oldukca kirilgan ve direngli aseksiiel sporlardir.
Klamidospor olusumu ve bunun hif, psddohif ve diger mantar yapilariyla iligkisi, Candida
izolatlarinin CMA iizerine inokiile edilmesiyle incelenebilir. CMA’ya inokule edilen maya
mantarlarinin biiyiime paterni mikroskopta dogrudan incelenebilir. Bu patern Candida

izolatlarmin tiir ayrimi igin kullanilabilir (23)..

Candidalarin hiicre duvarlar1 bakterilerden farkli yapidadir. Hiicre duvari igeriginde
polisakkaritler, mannan, glukan ve kitin bulunur. Glukan ve kitin komponentleri Candida hiicre
duvart yapisinin biiyiik bir kismimi olusturmaktadir (24). Hiicre duvarinin altinda ana yap1
elemani1 ergosterol olan bir hiicre membrani bulunur. Bu ergosterol bazi antifungal ilaglar i¢in
hedef yapidir. Candida’larin sitoplazmasinda diger okaryotik canlilarda oldugu gibi ¢esitli
organeller bulunur. Ayn1 zamanda Candida’larin sitoplazmasindaki en blyuk organeller
vakuollerdir. Bu vakuoller hiicre i¢i proteinlerin tasinmasinda, iyon konsantrasyonu ve osmotik

basincin diizenlenmesinde gorev alirlar (16).

2.2. Tarihce

Mantar infeksiyonlariyla ilgili bilinen en eski belge ayakta migcetomadam bahseder ve
MO 2000-1000 tarihlerine ait Hindu kutsal yazit1 olan Samhita’da bulunmaktadir. Hipokrat ve
Galen (MO 400-300) pamukguk seklindeki lezyonlar1 tanimlamistir. Roma’li ansiklopedist
Aulus Cornelius Celsus, Vatikan Kiitiiphanesi’nde korunmakta olan 1772 tarihli De Re
Medica'sinda favus, yangili ringworm ve agizda kandidiyazdan bahsetmistir. Bundan dolay1 da

irinli tinea capitis "kerion Celsus" olarak da adlandirilir (10,25)..



15. ylizyilin sonunda Syphilis siirinin sahibi hekim G. Fracastoro hastaliklarda germ
teorisini ortaya atmig, pandemilerin ¢ok kii¢lik parcaciklarin veya sporlarin dogrudan temasla
taginarak uzak mesafelere yayilmasi yoluyla gerceklestigi kuramsallagtirilmistir (26).

Antonie van Leeuwenhoek 1683°te dis kirini inceledigi mikroskobunda maya
hiicrelerini gérmiistiir. 1771°de Rosen von Rosenstein agizdaki pamukc¢ugun akcigerlerde
invaziv olarak yerlesebildigini bildirmistir. Charles Cagniard-Latour, Friedrich Kitzing ve
Theodor Schwann 1836 -1838 yillar1 arasinda mayalarin yasayan bir organizma oldugunu ve
bunlarin mantar olarak tanimlanmasini savunmuslardir (27).

E. Fries (1794-1878), bugiinkii mantar sistematiginin esasint kurmus, "Systema
Mycologicum" eserini hazirlamistir (10).

1839 yilinda Bernhard von Langenbeck, ilk kez bir hastanin agiz lezyonlarinda mantar
varligint gostermis, 1841 ve 1842’de Berg ve Gruby pamuk¢ugun fungal kdkenli oldugunu
yaymlamiglardir. 1849’da Frank ve Wilkinson agizdaki lezyonun genital organlarda da
olabilecegini gostermistir (17).

Hansen 1888’de bu lezyonlardaki mantar1 Monilia tiirii olarak siiflamis, Zoph ise
1890’da Monilia albicans adini vermistir. 1923’de Roth Berkhout pamukguk etkeni
mikroroganizmanin bir Monilia tiirii olmadigimi bildirmis ve Candida ismini Onermistir.
1853’te Charles-Philippe Robin pamuk¢uk etkeni olan mantar1 “Oidium albicans™ olarak
isimlendirmistir. O donemden beri 100°den fazla isimle adlandirilan mantara simdiki adi olan
“Candida albicans” ise 1923 yilinda Berkhout tarafindan verilmistir. 1954’te Paris’te
diizenlenen 8. Uluslarasi Botanik Kongresi’nde ise “Candida” tiir adi resmen kabul edilmistir

(14,28).

2.3. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Mantarlara bagli gelisen enfeksiyonlarin diinya ¢apinda bir milyardan fazla kisiyi
etkiledigi diisiiniilmektedir. Fungal enfeksiyonlar nazokomiyal ve toplumla iliskili olarak iki
kategoriye ayrilabilir. Nazokomiyal mantar enfeksiyonlari neredeyse her zaman firsatgi
mikozlardir. Toplumla iligkili mantar enfeksiyonlar1 ise sadece firsatgr mikozlart degil, ayni

zamanda endemik mikozlari da igerir (13).

Gilinlimiizde 1500°1in iizerinde maya tiirii tanimlansa da bunlarin az bir kism1 uygun
ortamda hastalifa neden olma yetenegine sahiptir. Maya enfeksiyonlar1 olugmasi icin

intravendz kateterler, yaniklar, cerrahi, diyabetes mellitus, genis spektrumlu antibiyotik ve
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steroid kullanimi, nétropeni, AIDS ve hiicresel immiin yetmezlikler gibi bazi risk faktdrlerinin
ihtiyag vardir. invaziv maya enfeksiyonlarmm biiyiik ¢ogunlugundan Candida’lar, invaziv
Candida enfeksiyonlarinin %90’dan fazlasindan da bes tiir sorumludur. Bu tiirler C. albicans,

C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei 'dir (29,30).

Mantar enfeksiyonlarinin yaklasik %15-30°u hayat1 tehdit eden ciddi enfeksiyonlardir.
Bagisiklig1 baskilayici tedavi goren hasta sayisindaki artig, invaziv mikozlarin insidansini
artirmaktadir (31). Ulkemizde yapilan epidemiyolojik bir ¢calismaya gore, her yil, iilke toplam
niifusunun yaklasik %2,21°nin ciddi mantar enfeksiyonlarindan etkilendigi 6ngoriilmektedir
(32).

Diinyada en sik goriilen invaziv sistemik mikoz etkenleri Candida turleridir (26). Bu
sistemik mikozlarin 6nemli bir pargasi olan kandidemilerde en sik karsilasilan patojen tiir C.
albicans‘uir. (2,3). C. albicans pek ¢ok farkli ¢evresel kosulda yasayabilme 6zelligine sahip bir
mikroorganizmadir. Bu yetenegi nedeniyle insan viicudunda pek ¢ok bolgede cogalabilmekte
ve Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis hastalarda yiizeyel enfeksiyonlardan hayati tehdit eden
ciddi enfeksiyonlara kadar gesitli hastaliklara neden olabilmektedir (4-6).

Candida turlerinin insan kommensalleri olarak prevalanst 6rneklenen bélgeye,
popiilasyona ve drnekleme yontemine gore énemli dlgiide degisir. Insan patojenleri olarak
bilinen Candida tirleri, gastrointestinal sistemde, mukokutan6z membranlarda, deride ve
tirnaklarin altinda norma flora iiyesi olarak bulunur. insan hastaliklariyla en sik iliskilendirilen
tir olan C. albicans, omurgalilar disinda hava, tatl su, deniz suyu ve toprak gibi gesitli
kaynaklardan da elde edilmektedir. Nadiren gida maddeleri ve fomitlerde, 6zellikle de giysiler,
yatak takimlar1 ve dis fir¢alar1 gibi insanlarla dogrudan temas etmis olan maddelerde canli
kalabilir (13,33). Insanlarin GI kanalindan en yaygin olarak izole edilen maya tiirii de C.
albicans'tir. Ardindan daha az siklikla C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata gelir (6).

Oral mikobiyomun analizi, ii¢ mantarin, C. albicans, Cladosporium cladosporioides ve
S. cerevisiae'nin saglikli yetiskinlerin %25'inden fazlasimi kolonize ettigini gostermektedir
(6,34).. Oral Candida kolonizasyonunun prevalansinin saglikli kisilerde %2-37 ve hastanede
yatan hastalarda %13-76 arasinda oldugu bildirilmektedir (35). Diisiik CD4 sayilar1 olan HIV
ile enfekte hastalar (36), stomatitli protez kullanicilar1 (37), diyabetik hastalar (38),
antineoplastik kemoterapi alan hastalar (39,40) ve ¢ocuklar gibi belirli populasyonlarda oral
kolonizasyon daha yiiksek olabilir(41). Diyabetikler arasinda, sigara igme ve takma dislerin

varlig1 gibi faktorler de bu kolonizasyonu tesvik eder (13,38). Insanlarin neredeyse %100'i
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bagirsaklarinda bir veya daha fazla Candida tiirii tasiyabilir ve bagirsaklarin herhangi bir
noktasinda taginan mayalarin sayisi, hastalik veya konak¢min mikrobiyal baskilama
mekanizmalarinin azaldig1 durumlarda agizda ve digkida saptanabilen seviyelere ¢ikabilir.
Saglam deri Candida tiirleri tarafindan nadiren kolonize edilir ve deri 6rneklerinde baskin olan
tirler C. albicans yerine C. guilliermondii ve C. parapsilosis'tir (13). Ellerin veya fomitlerin
siklikla kaynak oldugu nozokomiyal salginlar disinda, kisiden kisiye bulagsmanin hastalik
gelisimi iizerinde ihmal edilebilir bir etkisi vardir. Hastane ortami, Candida turleri ile
kolonizasyonun geligsmesini, kolonize olan daha az viriilan tiirlerin daha viriilan tiirlerle yer
degistirmesini kolaylastirabilir (42). Invaziv maya enfeksiyonlar1 cogunlukla hastanin immiin
durumu iliskilidir; bu nedenle hastaliga neden olan mayalar, hastaligin olusabilecegi konak

savunma sistemi bozuklugunda mevcut olmalidir (6,43).

2.4. Patojenite ve Virtulans Faktorleri

Bir organizmanin hastalik yapma yetenegi patojenite olarak tanimlanir. Virulans ise
patojen mikroorganizmalarin hastalik yapma giiciidiir (44). Bir mantarin enfeksiyon
olusturabilmesi, konak ile arasindaki etkilesimin sonucu olarak gergeklesir. Bu durum mantarin
enfeksiyon olusturma yetenegine, konagin enfeksiyona karsi yanitina ve konakta predispozan

faktorlerin varligina bagli olarak degiskenlik gosterir (45)..

Konagin durumu, Candida patojenitesinin belirlenmesinde birincil 6neme sahiptir.
Aslinda, Candida tiirleri firsatg1 patojenler olarak kabul edilir ve hastaligin meydana gelmesi
icin konak savunmasinda bir bozulma olmasi1 gerekir. Bagirsak translokasyonu veya merkezi
vendz kateterler yoluyla kan dolasimina ulagsan C. albicans suslarinin, konak savunmalariyla
nasil etkilesime girdigini ve derin dokular istila etmek i¢in intravaskiiler bolmeden nasil
ciktigini gosteren kapsamli bir model agiklanmistir (46) . Bununla birlikte, hastaliga neden olma

kabiliyetine katkida bulunan ve tiirler arasindaki patojenite farkini aciklayan organizma ile

iligkili faktorler vardir (13).

2.5. Virulans Faktorleri

Candida tiirlerinde ¢ok sayida viriilans faktorii mevcuttur. Bu faktorler enfeksiyonun

tuttugu farkli bolgelerde ve enfeksiyonun farkli evrelerinde roller oynayabilir. Bilinen viriilans



faktorlerinden bazilar1 adezyon, maya-hif dimorfizmi, fenotipik doniistim, biyofilm olusturma,
hidrolitik enzimler, normal veya atesli viicut 1sisinda yasayabilme (37°-39°C), konaktaki
mikrodegisikliklere hizli uyum saglayabilmedir (47). Ayrica ortam pH"1 (48,49), kalsindrin
(kalsiyumla dizenlenen bir sinyal enzimi) (50) ve konak¢i dokuya (veya plastik yabanci
cisimlere) ilk baglanma ve ardindan proliferasyona izin veren ¢oklu yapisma mekanizmalari
yer alir. Bunlar, epitel hiicrelerine kararli baglantilar olusturmak i¢in gereken hife 6zgii bir
yuzey proteini olan Hwpl'i (51), tomurcuklanan mayadan filamentli bir forma gegisi
diizenleyen genlerdeki mutasyonlar1 (52), bir C. albicans yuzey proteinini (53) ve mannosil
transferazi kodlayan bir geni (INT1) igerir (13,54).

2.5.1. Adezyon

Candida tiirlerinin gesitli dokulara ve cansiz ylizeylere yapismasi enfeksiyonun erken
evrelerinde 6nemli kabul edilmektedir. Cesitli Candida tirlerinin tutunma kapasitesi, deneysel
modellerdeki viriilans dereceleriyle dogrudan iligkilidir. Adherans (ya da baglanma), spesifik
(ligand-reseptor etkilesimi) ve spesifik olmayan (elektrostatik, van der Waals kuvvetleri)
mekanizmalarin bir kombinasyonu ile saglanir (55).

C. albicans ile ilgili son aragtirmalar, bu mantarin ¢esitli konak dokulara yapigsmak igin
kullandig1 bircok mantar adezini tanimlamistir (56-58). Ozellikle aglutinin benzeri sekans
(ALS) gen ailesi, yogun ilgi gérmiistiir. ALS gen ailesi, proteinlerin merkezi bdlgesinde
korunmus ardisik tekrarlarin varligi ile karakterize edilen en az sekiz iye igerir (57).
Proteinlerin ~ C-terminali,  proteinleri  mantar  hiicre  duvarina  baglayan  bir
glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglant1 bolgesi igerir (13).

Candida'daki adezinler ile diger patojen mantar adezinleri arasinda benzerligin
olmamasi ilgi ¢ekicidir. Candidalarin substratlara adezyon yetenegi, her bir mantarin tipik
olarak tutundugu bolge i¢in spesifiktir. C. albicans; A. fumigatus veya C. neoformans'm aksine,

konak dokulara yapisacak sekilde benzersiz bir sekilde yerlesir (13).

Candida'nin hiicre yiizeyinin bilesimi, hiicreye kars1 bagisiklik tepkisini degistirebilir.
Hiicre yiizeyindeki mannoproteinlerin glikozilasyon tipi ve derecesi, hiicrenin hidrofobikligini
ve dolayisiyla kandidalarin epitel hiicrelerine yapigsmasini etkileyebilir. C. albicans'in germ
tipleri hidrofobikken, tomurcuklar veya blastoconidia hidrofiliktir. C. albicans'in ¢esitli
glikoproteinleri de 1iyi anlasilmamis mekanizmalarla mikroorganizmaya karsi bagisiklik

yanitini baskilar (55).



2.5.2. Maya-Hif doniisiimii (Dimorfizm)

Dimorfizm mayalarda, 6zellikle de C.albicans’ta, tek hiicreli maya formundan psddohif
ve bazen gergek hif morfolojisine doniisiim olarak bilinen 6nemli bir virulans faktoridiir.
Candida tiirleri i¢in, mikrogevredeki degisikliklere cevap vermenin bir yoludur. Candida
albicans'in hifleri, oluklar ve porlar boyunca biiyiimelerine izin veren ve epitelyal yiizeylere
infiltre olmasina yardimci olan tigmotropizm (dokunma hissi) sergiler (55).

Maya-hif doniisiimiiniin ilk asamasi germ tiip olusumudur. Cesitli formlarin
(tomurcuklanan mayalar, psddohifler ve hifler) blyimesini tetikleyen faktorler; mikro ¢evrenin
pH'1, karbon ve nitrojen mevcudiyeti, oksijenlenme, serum, hormonlar ve enfekte konak
icindeki Candida hiicrelerinin yogunlugudur (13,59).

Hif doniisgiim  siireglerin diizenlenmesinde birkac genin yer aldig1 disiintilmektedir. C.
albicans'ta dimorfizmin klinik 6nemi bazen abartilmistir. Maya formlarinin komensal durumla
iligkili oldugu halde yalnizca hif formlarinin istilaci oldugu dogru degildir: her iki form da
konak¢1 dokulara niifuz edebilir ve her iki form da potansiyel viriilans faktorii niteligindedir
(13,60). Hem maya hem hif formalari1 da insanlarda enfeksiyonun ilerlemesinde rol oynar. Tek
hiicreli tomurcuklarin devam eden olusumu ve ayrilmasi, anjiyoinvazyonu takiben mayanin
hematojen yayilmasini kolaylastirabilir. Buna karsilik, filamentlesme hife doniisim Candida

tiirlerinin dokular1 istila etme yetenegini arttirir (13,17).
2.5.3. Fenotipik doniisiim

Candida tiirlerinin bir morfolojik tipten digerine hizla gegisi fenotipik gecis olarak
adlandirilmaktadir. Kati besiyerindeki C. albicans kolonileri, 6zellikle uzun inkibasyon
stirelerinden sonra bazen sekil farkliliklart gosterir. Bir koloni formundan digerine doniigiim,
genellikle tek bir koloniden siral alt kiiltiirlerde yiiksek siklikla (102) meydana gelir. Orijinal
fenotipik forma geri doniis ¢ok nadirdir. Bu doniisim sikligi, gen mutasyonundan
kaynaklanamayacak kadar yiiksektir. Ayrica fenotipik degisiklerin olusumu yogun g¢evresel
faktorlere baglanamayacak kadarda diisiiktiir (13).

C. albicans kolonileri diizgiin, halka, yildiz, ¢izgili, sapka, burusuk, tiiylii gibi

morfolojik degisimler gosterirler. Bu doniisiim, stres altinda iken kendiliginden gelisir ve hiicre



ylizeyi 6zelliklerinde ve kolonilerin goruntilerinde ve de metabolik, biyokimyasal ve molekdiler
ozelliklerinde degisiklikler ortaya ¢ikar; tiim bu degisimler infeksiyon siirecinde daha viriilan
ve etkin olmak Uzere diizenlenmektedir. Maya-hif gecisinden farkli olarak, fenotipik doniisiim
stirecinde, ayni ¢evresel kosullar altinda ayn1 popiilasyondaki bazi hiicreler birbirinden degisik
fenotipler sergilerler. Gilincel olarak en iyi ¢alisilmis olan doniisiim, kolonilerdeki WO-1
(White-opaque) (beyaz-opak) fenotipidir. Bu siirecte beyaz, oval ve dizgun koloniler, gri ve
burusuk kolonilere doniismektedir. Mikroskopik olarak, beyaz hiicreler oval iken, opak hiicreler
uzamis ve fasulye seklinde goriiniirler (61).

Kat1 kiiltiir ortamlarinda gozlemlenen farkli gecis fenotiplerinin; tomurcuk ve hif
olusumu, hiicre duvari glikoproteinlerinin ifadesi, proteolitik enzim salgilanmasi, notrofillerin
oksidatif hasarina duyarlilig1 ve antifungal duyarlilik ve direncteki farkliliklar temsil ettigi artik
bilinmektedir. Fenotipik ge¢is, organizmanin mikro ¢evresindeki degisikliklere hizla uyum
saglamasina izin vererek, hayatta kalma, dokular istila etme ve konak savunmasindan kagma
yetenegini kolaylastirir. Bu sekilde fenotipik dontisiim Candida tiirlerinin viriilansina katkida

bulunur (55).

2.5.4. Biyofilm

Bircok mikroorganizma tek basina yasamak yerine, ekolojik ortamlarinda belirli
substratlar tizerinde karmagik topluluklar halinde biiylir. Canli veya cansiz bir ylizeye
baglanmis halde bulunan ve dis polimerik bir matriksle ¢evrili olan mikrobiyal topluluklar
biyofilm olarak adlandirilir. C. albicans, santral ventz kateterler, periton diyaliz kateterleri,
iriner kateterler, eklem protezleri, yapay kalp kapake¢iklari, pacemakerlar, ventrikiiloperitoneal
santlar ve arteriyovendz fistiiller gibi materyallerin tzerinde kolonize olarak biyofilm
olusturabilir ve ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (13,62). Candida tiirlerinin yabanci
cisimler iizerinde biyofilm olusturmasi sonucunda hem siirekli bir enfeksiyon odagi gibi rol
oynamasi hem de viicudun savunma mekanizmalarindan ve antifungal tedavinin etkisinden
kurtulabilmesi nozokomiyal mantar enfeksiyonlar1 agisindan 6nemli bir durumdur. Biyofilm
varliginin yiliksek mortalite ile iligkili oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir (63,64).

Biyofilm olusumu, genetik olarak kontrol edilen bir olgudur, ii¢ temel agsamada olusumu

gerceklesir (65):

e Substrata baglanma ve maya hiicresi kolonizasyonu,

e Bazal tabaka olusturmak {izere maya hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasi,
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e Psodohif, hif uzamasi ve bununla es zamanli bir hiicre dis1 matriks tiretimi

Son veriler, C. albicans hiicrelerinin belirli bir yiizeyin varhigini algilayabildigini ve
yanit olarak biyofilm olusumuna yol agan bir transkripsiyonel program baslattigini
gostermektedir. Ornegin, bir polistiren yiizeyle temas ettikten sonra 30 dakika icinde maya

hiicreleri, yilizey temasiyla dogrudan iliskili olan farkli bir transkript profili baslatir (13,66).

Daha ileri calismalar, biyofilmi organize eden mikrop topluluklarinda, gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde quorum sensing’in (huicre-hiicre konusmasi) roliinii ortaya
koymustur. Bu sayede asir1 ¢ogalma ve besin maddeleri igin rekabet kontrol edilir, ayrica

biyofilmin saglamlagmasina katki saglanir (61).

Biyofilmlerdeki antifungal aktivite, serbest yasayan maya hiicrelerine gore farkli
oldugundan, bunun Candida enfeksiyonlarmin klinik yonetimi tizerinde dogrudan etkileri
vardir. Azol akis pompas1 genleri olan CDR1 ve MDRI, ylizey temasindan sonraki alt1 saat
icinde transkripsiyonel olarak indtklenir (67) . Bu temas indiiksiyonu, biyofilm hicrelerindeki
azol direncinin artigini agiklamaya yardimet olabilir (68). Biyofilmler, maya hiicresi, psédohif
ve hif dahil olmak tzere C. albicans'in ii¢ formunu da igerir. Biyofilmi olusturan mayalarin ilag

direnci, bu heterojenitesinde ile agiklanabilir (69).
2.5.5. Enzimler

Candida tiirlerinin gesitli enzimleri salgilama yetenegi de organizmanin patojenitesini
etkileyebilir. Candida suslarinin dokulara penetrasyonunda rol oynayan onemli viriilans
faktorleri proteinaz, fosfolipaz, hiyaluronidaz, kondroitin fosfataz, Kitinaz, esteraz,
glukoamilaz, lipaz ve ¢esitli glikolitik enzimlerdir. Bu enzimler arasinda 6zellikle patogenezde
rol aynayan iki Onemli grup proteinaz ve fosfolipazlardir (70). Birka¢ Candida tird,
enfeksiyona kars1 savunmada yer alan konakgr proteinleri hidrolize eden ve mayalarin bag
dokusu bariyerlerini asmasina izin veren aspartil proteinazlar salgilar. Benzer sekilde,
fosfolipazlar, insanlarda enfeksiyona neden olan ¢ogu Candida tiri tarafindan firetilir. Bu
enzimler konak huicrelere zarar verir ve doku invazyonunda énemli kabul edilir (55).

Mantarin aracilik ettigi konak hiicre hasari, mantar virtilansinin 6énemli bir sonucudur.
Mayalar konak hiicre zarlarin1 bozarak membraninin iglev bozukluguna ve sonunda hiicre

6limdane neden olur (71-73).
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Fosfolipidler ve proteinler, konak hiicre zariin ana kimyasal bilesenlerini temsil eder.
Bu proteinleri hidrolize edebilen fosfolipazlar ve proteinazlar gibi enzimler, konak hiicre zarini
parcalama sireclerinde yer alirlar. Bir ¢ok fungal patojen, konak hiicre membraninin protein
veya lipid bilesenini hedefleyen bu tiir hiicre dis1 proteinleri salgilar. Sekretuar proteinler,
mantar viriilansindan sorumlu faktorlerin 6nemli bilesenleridir. Bu mantar sekretuar proteinleri
iki ana gruba ayrilmistir: Fosfolipidleri hidrolize eden fosfolipazlar ve peptit baglarini hidrolize
eden proteinazlar (47,73-75).

2.5.5.1. Salgisal Asit Proteinazlar

Candida albicans'n proteini tek nitrojen kaynagi olarak kullanmasini saglayan
proteolitik aktivite ilk olarak 1965 yilinda tanimlanmistir (76). Staib, C. albicans ile iligkili bir
proteolitik aktiviteyi gosteren ilk bilim insanidir. Sonraki c¢aligmalar, biyokimyasal ve
biyofiziksel 6zelliklerin ayrintili tanimlanmasina ve SAP kristal yapisinin aydinlatiimasina yol
agmustir (73). Kromatografik yontemlerle saflastirilan enzim, ¢ok sayida aspartik asit rezidiileri
icerdigi i¢in American Society for Microbiology tarafindan 1993 yilinda salgisal aspartik
proteinaz adi ile kabul edilmistir (77). Bunlar, pepstatin tarafindan 6zgiil olarak inhibe edildigi
icin, ayn1 zamanda bir “karboksil proteinaz”dir (78). Geni tanimlayan ‘SAP’ ve ilgili proteini
tanimlayan ‘Sap’ kisaltmalar1 yaygin olarak kabul edilmektedir (79).

C. albicans'ta tanimlanan proteinazlar diger mantarlarda da viriilans faktori
olabilmektedirler. Salgilayici aspartik proteinazlar(SAP) ile ilgili proteolitik aktiviteler en az
¢ Candida turlinde (C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis) ve baz1 Aspergillus tiirlerinde
bulunmustur (73).

Salgilanan aspartil proteinazlar, Candida enfeksiyonu durumunda hif tretimi, adezyon
ve invazyon dahil olmak iizere ¢ok onemli biyolojik aktivitelere aracilik ederler (80). SAP;
protein denatiirasyonu, gen regiilasyonu, immiinojenik tepkiler olusturma, enzim inhibitorlerine

direngli olma gibi patojenik 6zellikleri yoluyla hayati nem kazanir (81-83).

Salgisal asit proteinazin viriilans faktorii olarak degerlendirildigi ¢alismalar genellikle
C. albicans kokenleri kullanilarak yapilmis ve yapilan gesitli ¢alismalarda proteinaz enzimi
tiretmeyen kokenlerin liretenlere oranla viriilanslarinin diisiik oldugu, zayif patojen olduklari
ya da patojen olmadiklar1 gosterilmistir (84).

Sap'lerin, konak hicre ylzey molekillerini parcalayarak ve dokuyu bozarak Candida
enfeksiyonlarinin yayilmasina izin verirler. Sap'ler, konak hiicre yiizeylerini degistirmede,
bagisiklik sistemi tepkilerini etkilemede ve ayrica Candida hicrelerinin dokuya daha fazla

yapismasi ve istilasina izin vermede kritik faktorler olabilir (13,73). Salgilanan aspartil
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proteinazlar (SAP'ler), albiimin, hemoglobin, keratin ve salgisal immiinoglobulin A gibi birgok
insan proteinini lezyon bélgelerinde bozar (85). Ayrica, antimikrobiyal aktiviteden kagmak igin
konagin bagisiklik sisteminin hiicrelerine ve molekiillerine saldirabildigine dair kanitlar da
vardir. C. albicans'ta yiiksek hidrolitik aktivite oldugu bulunmustur. Bu aktivite, Saps i¢in en
az 10 Gyeli multigen ailelerine atfedilir. Bu gen ailelerinin farkli iiyeleri, ¢esitli Candida

enfeksiyonlarinda farkli sekilde diizenlenir (79).

Sap'lerin in vitro aktivitesi, sigir serum albiimini (BSA) ile test edilir, ancak diger
substratlar da tanimlanmistir. Bazi c¢alismalarda saptanan gozlemler, Sap'lerin kandidal
patojenitedeki olasi roliine iligkin ipuglari saglamustir (73). Ornek olarak:

1. Bir ¢alismada Asidik pH'ta proteolitik aktivite en yiiksek C. albicans'ta saptanmus,
ardindan C. tropicalis ve C. parapsilosis bulunmustur. Proteolitik aktivitenin sirasi, bu tiirler
arasinda viriilans sirasi ile iliskilidir: C. albicans en 6ldiriicudir, ardindan C. tropicalis ve C.
parapsilosis gelir. Bu tiirlerin proteolitik aktiviteleri patojeniteleri ile iligkili oldugundan,
SAP'lerin Candida tiirlerinin 6nemli viriilans belirleyicileri olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (73)

2. Baska bir arastirmada fare modelinde gerceklestirilen deneysel kandidiyaz, daha
patojenik C. albicans suslarinin, daha az patojenik suslara gore daha yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip oldugunu gosterdi (86). Daha sonra yapilan benzer ¢aligmalarda da C. albicans
suslariin proteolitik aktivitesi ile viriilans1 ve 6ldiirticiiliigii arasinda korelasyon gosterilmistir
(87,88).

3. Yine yapilan klinik bir ¢aligma, vajiniti olan hastalardan izole edilen C. albicans'in,
vajiniti olmayan saglikli hastalardan izole edilenlere gore 1,7 kat oraninda daha yiiksek SAP
tiretimine sahip oldugunu gostermistir (89).

4. Proteolitik olmayan mutant suslarin farelerde daha az patojenik oldugu bulunmustur
(90,91). Ayrica, proteolitik aktivitenin yarisin1 geri kazanan suslar, neredeyse vahsi tip kadar
oldiirticti saptanmustir (91). Benzer sekilde, proteinaz eksikligi olan bir susun, proteolitik vahsi
tip susa kiyasla 1000 kat daha az 6ldiiriicti oldugu belirlenmistir(47).

5. Yine deneysel olarak enfekte farelerin bir SAP inhibitéri olan pepstatin ile tedavisi,
kandidal enfeksiyona kars1 belirgin bir koruyucu etkiye neden oldugu tespit edilmistir (92-94).

Bu caligmalardan elde edilen bulgular, salgisal proteinazlara olan ilgiyi artirmis ve bir
SAP'nin saflastirilmasina, gesitli SAP'leri kodlayan genlerin klonlanmasina yol agmistir (73).

Salgisal asit proteinaz enzimleri incelendiginde, molekiiler agirliklari, primer
dizilimleri, izoelektrik noktalari ve biyokimyasal ozellikleri farkli olan izoenzimlere sahip

olduklar1 goriilmiistir (95). Simdiye kadar yiiriitilen ¢ogu c¢alisma, SAP protein
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ekspresyonunun diizenlenmesi ve SAP aktivitesinin in vitro indiksiyonu Uzerinde
yogunlagmistir. SAP aktivitesinin, BSA, hemoglobin, keratin, kazein veya kollajen dahil olmak
tizere ¢esitli proteinlerin varliginda ve asidik pH'ta indiiklendigi goriilmiistiir (101,104,105).
Proteolitik aktivite, C. albicans’a ait en az 10 iyeli bir multigen SAP ailesine atfedilir. Bu
proteinazlardan sekizi (Sap1-8) hiicre dis1 bosluga salgilanirken, Sap9 ve Sap10 zara bagli GPI
proteinleridir. Tipik aspartik proteinazlar olan bu izoenzimlerin ¢ogu asidik pH aralifinda
optimal aktiviteye sahiptir (79). Hem hiicre dongiisii hem de ¢evresel kosullar SAP aktivitesini
etkiler. SAP1, SAP2 ve SAP3 ayni1 susta eksprese edilir; ancak bunlarin ekspresyon paterni,
hlcrenin opak-beyaz-switch fenotipine gore degismektedir. SAP1 ve SAP3, opak hiicrelerde;
SAP2 ise C. albicans 1in WO-1 tlirli beyaz maya htcrelerinde eksprese edilir (98). SAP 2p'nin
Candida tiirleri arasinda en bol bulunan proteinaz oldugu gosterilmistir. Bu nedenle SAP

proteinleri igin agiklanan tiim 6zellikler SAP2p'yle iliskilidir (73,99).

Northern blot analizi ile de dogrulanan bir ¢alisma da SAP1’in daha ¢ok fenotipik
doniligiim esnasinda eksprese edildigi gosterilmistir (100). SAP gen ailesinin yedi (SAP1-7)
tiyesinin mRNA ¢alismalari, SAP1 ve SAP3 ekspresyonunun, C. albicans'in beyaz ve opak
formlar1 arasindaki fenotipik gecisle degistigini gostermistir. Ayrica yakin iliskili SAP4, 5 ve
6’nin genlerinin ekspresyonunun, serumla indiiklenen mayadan hife gecis sirasinda ve yalnizca
notr pH'ta oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada test edilen suslarda SAP7 mRNA saptanmamustir
(101).

In vitro galigmalar, SAP 1, 2 ve 3'iin yalnizca maya formundaki hiicreler tarafindan
eksprese edildigini, SAP4-6 ifadesinin ise hiflerle sinirli oldugunu gostermektedir. SAP 4, 5 ve
6'nin ekspresyonu nétr pH'ta mayadan hifaya ge¢is yapan C. albicans'ta tespit edilmistir.
SAP7'nin ekpresyonu, laboratuvar kosullarinda tespit edilmemistir. 25°C'de biiylitiilen maya
hiicrelerinde SAPS8 transkriptleri tespit edilmistir ve SAP9’un tercihen daha sonraki biyime

fazlarinda eksprese edildigi distiniilmistiir (73).

Hem bir in vitro oral kandidiyaz modeli kullanilarak hem de oral kandidiyaz
hastalarindan alinan klinik numuneler {izerinde yapilan bir baska ¢alismada, Candida
albicans’ta SAP1-8 genlerinin sirasiyla en fazla SAP1 ve daha sonra azalan siklikla SAP3,
SAP6, SAP2 ve SAPS olarak yayildig: gosterilmistir. Kandidiyaziste bol miktarda bulunan SAP
proteini SAP2 olmasina ragmen, SAP2 RNA ancak ge¢ enfeksiyonlarda goriiliir. Bu ¢alismalar,

SAP ifadesinin zamansal diizenleme altinda oldugunu gostermektedir (102). SAP9 gen urinleri
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hentiz C. albicans kiltirlerinden izole edilmemis olmasina ragmen, SAP9 transkriptleri daha

cok SAPS8 ekspresyonunun azaldigi ge¢ biiyiime fazlarinda gozlenmistir (73,103).

SAP geni maya-hif dimorfizmi ve fenotipik degisim ile de iliskilidir. SAP1, SAP2,
SAP3 izoformlar1 sadece maya formunda, SAP4, SAP5, SAP6 nin notral pH’da hifal formda,
SAP9, SAP10’nun her iki formda bagimsiz bulundugu gosterilmistir. SAP genleri ile ilgili
calismalar da en ¢ok SAP2 geni iizerinde durulmustur. Insan epidermis modelinde SAP1 ve
2’nin Uretiminin invazyonda, SAP8’in penetrasyonda, SAP6’nin hifal uzamada gerekli oldugu

saptanmustir (104).

SAP genlerinin in vitro ekspresyonunun detayli analizi, tek nitrojen kaynagi olarak
protein iceren ortamda, 30-37°C'de, C. albicans maya formunda eksprese edilen ana proteinaz
geninin SAP2 oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, 25°C'de SAP8 proteini ve SAP8
transkript seviyeleri artar. Bu da bu genin ekspresyonunun sicaklikla diizenlendigini
diisiindiriir. SAP9 ve SAP10un ekspresyonu, ¢evresel kosullardan bagimsiz goriinmektedir.
Bunlar, yapisal olarak tiim biiylime formlarinda ekprese edilir. SAP4-SAPG6 genleri neredeyse
tamamen nétr pH'ta hif olusumu sirasinda ekprese edilir (79). Ayrica 45°C'nin {izerindeki

sicakliklarda hizla enzim denatiirasyonu gergeklesir (85).

SAP enzimleri genellikle pH 2,5-4,5'te optimum aktiviteye sahiptirler. pH'in 7'nin
iizerine ¢ikarilmasi, dimerizasyonu iceren geri doniisiimsiiz alkali denatiirasyona neden olur
(85). Salgisal asit proteinazin genis bir substrat 6zgiilligii sergilemektedir. Candida proteinazi,
albumin, hemoglobin, kazein, musin ve kollajen gibi bircok insan proteinini
parcalayabilmektedir (105) Ayrica insan IgG1, IgAl, IgA2 ve mukoz membranlarin major Ig'i
olan salgisal IgA'y1 par¢alama yeteneginde oldugu ve bu par¢calanmanin genellikle agir zincirde
olustugu gosterilmistir. Bunun yani sira muhtemel hedefler arasinda a2 makroglobulin,

koagiilasyon faktor X ve anjiotensinojen de yer almaktadir (79,104).

Gelecekte, Candida enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve kontrolii, SAP ailesi gibi virtlans
faktorlerini inhibe etmek icin 6zel olarak modiile edilmis farmakolojik veya immiinolojik

araclarla saglanabilir (79).

SAP2 en sik ekprese edilen SAP genidir; proteinaz igeren ortamda logaritmik biiylime
sirasinda neredeyse tiim C. albicans suslarinda eksprese edilir ve bu gen ailesinin
karmagikliginin anlagilmasindan 6nce yapilan ¢ogu calisma, biiyiik olasilikla bu proteinazin

ozelliklerini ve karakteristiklerini tanimlamistir (105).
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Tablo 1. C. albicans 1n salgisal aspartik proteinazlari (73)

Gen Ailesi Beyaz /Opak Maya Formu Sicaklik Ve Mantar Formu
SAP1 Opak formda eksprese edilir. 25°C
SAP2 Hem opak, hem maya form 25°C’ de maya formunda ekprese edilir,

37°C’de hif formunda ekprese edilmez

SAP3 Opak form 25°C

SAP4-6 - 37°C, hif formunda eksprese edilir.
SAP7 Sessiz veya ¢ok zayif ekpresyon

SAP8-9 Hem opak, hem maya form 25°C

2.5.5.2. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerin bir veya daha fazla ester baglantisin1 hidrolize etme
kabiliyetine sahip heterojen bir enzim grubudur. Bu enzimler fosfolipitleri parcalayarak hiicre
lizizini indiikler ve bdylece doku invazyonunu kolaylastirir. Hiicre dis1 fosfolipazlar, C.
albicans'm yani sira, Aspergillus fumigatus veya Cryptococcus neoformans ve Clostridia
tirleri, Listeria monocytogenes, Pseudomonas tirleri, Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis, Toxoplasma gondii ve Entamoeba histolytica gibi birgok patojenik mantar, bakteri
ve protozoa i¢in de virllans faktorleri olarak kabul edilirler. Fosfolipaz aktivitesi, mantarlarda

hifin biiyliyen ucunda yogunlasir ve hiicre dis1 fosfolipazin doku istilast i¢in gereklidir.

(79,106,107).

Kosta ve ark. (108) ve Werner (109), C. albicans’t yumurta sarist veya lesitin i¢eren
besiyerinde iireterek ve lipid pargalanma tirlinlerini analiz ederek hiicre dis1 fosfolipazlarin
salgilandigint ilk defa gosterdiler. Daha sonra, serum ve koyun eritrositlerini igeren ortam

kullanilarak bir¢ok patojenik C. albicans susunda fosfolipaz aktivitesi bulunmustur (73).

Biyolojik zarlarin ana bileseni olan fosfolipid molekiiliindeki hedefe etki sekline gore
farkli fosfolipazlar tammmlanmustir. Ornegin fosfolipaz A, fosfolipaz B, fosfolipaz C ve
fosfolipaz D gibi farkli alt siniflar C. albicans'ta tespit edilmistir (79,99,110,111). Yapilan
caligmalar C. albicans'in yayilmasi igin fosfolipazlarin gerekli olabilecegini gostermektedir

(79).

16



2.6. Klinik Onemi

Candida tiirleri insanda agiz, gastrointestinal sistem ve vajende endojen mikrobiyota
iiyesi olarak bulunurlar. Bu tiirler ile gelisen enfeksiyonlar, aft, vulvovajinit, onikomikoz ve
kutan6z kandidoz gibi yiizeyel enfeksiyonlardan kandidemi seklinde goriilen firsatgi invaziv
enfeksiyonlara kadar degisebilmektedir (112).

Son yillarda yapilan ¢alismalar Candida tdrlerinin, blyik olciide kontaminant olarak
kabul edilen nadir patojenlerden, genis bir yiizeysel ve derin hastalik yelpazesine neden olan

onemli ve yaygin insan patojenlerine dogru ilerledigini gostermistir (107).

Candida albicans insanlarda kandidozun en sik etkenidir. Kan dolasimiyla dokulara
yayilarak hizli iireme gosterir. Candida albicans’'m etken oldugu baslica ii¢ klinik tablo;

mukokutandz, kutandz ve sistemik enfeksiyonlardir (102).

Mukokutantz Kandidoz

Oral kavite ve vajinal mukoza, mukoz membran kandidozunda en sik tutulan
bolgelerdir. Insanda kandidozun en sik klinik tablolarindan biri, pamukguk olarak da bilinen
oral kandidozdur. Enfeksiyon bukkal mukoza veya dilde beyaz plaklar veya yamalar seklinde
gozlenir. Daha ciddi enfeksiyonlarda bu plaklar membran ile birlesir. Plaklar epitele sikica
yapismislardir ve yerinden kaldirildiklarinda kizarik, 6demli bir tabanlar1 vardir. Eksudadan
hazirlanan Gram boyali direkt mikroskobik incelemede, karakteristik olan yalanci hif ve
blastokonidyanin goriilmesi ile tanimlanabilir. Uzun siire antibiyotik kullanimina bagli olarak
gelisen oral flora, yenidoganda tiikiiriigilin diisiik pH’s1, dildeki papillerin hipertrofisi ve kronik
glossit predispozan faktorlerdir. Oral kandidioz, giiniimiizde AIDS’in tanimlayici hastaligi

olarak kabul edilirve AIDS hastalarinin neredeyse tamaminda rastlanir (102).
Kutanéz Kandidoz

Deri enfeksiyonlar1 siklikla el, ayak ve parmak aralari, kasik cizgileri ve kadinlarda
meme alt1 gibi nemli kivrimli bolgelerde gelisir. Onikomikoz veya paronisi, tirnak ¢evresindeki
deri katlantisinin enfeksiyonuna verilen isimdir. Sik gozlenen bir diger klinik tablo da,
yenidoganda bebek bezi dermatidir. Kronik mukokutandz kandidoz; deri ve mukoz
membranlarda, 16kosit fonksiyonu veya endokrin sistemin baskilanmasi gibi ¢esitli genetik

bozukluklar sonucu gelisen firsatgt bir enfeksiyondur. Bu enfeksiyonun gelisiminde rol
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oynayan hazirlayici faktorler arasinda; hipogamaglobulinemi varligi veya yoklugu ile seyreden
timik displazi, hipoparatiroidizm ve fagositlerde fagositoz sonrasi mayalarin 6ldiiriilememesine

yol agan miyeloperoksidaz eksikligi ile karakterize kronik graniilomatdz hastalik yer alir (102).
Yaygin Kandidoz

Sistemik kandidoz, diger klinik tablolardan daha nadir goriiliir. Oncelikle diiskiin
hastalarda, neoplazi ve immun sitemi baskilayan hastaliklarin varliginda, son donemde gelisir.

Organ transplantasyonu sonrasi, 6zellikle de akut rejeksiyon sendromu sirasinda da enfeksiyon

goriilebilir (102).
Uriner Sistem Kandidozu

Cok nadirdir. Ya mesane enfeksiyonunun yukari ¢ikist ya da uzak bir primer
enfeksiyonun hematojen yayilimi sonucu gelisen sistit ve piyelonefrit tablolar1 seklinde ortaya
¢ikar. Glomeriilde histolojik olarak psddohif ve blastokonidya kiimeleri g6zlenebilir. Na* ve H*
iyon degisimine bagli olarak diisen pH ile olusan mikrogevre, mayanin burada ¢ogalmasina

olanak saglar (102).
Fungemi ve Endokardit

Candida albicans, fungeminin en sik goriilen etkenidir. Kan izolatlarinin %50-60’1n1
olusturur. Fungemilerin bir¢ogu intravaskiiler kateterle iliskilidir. Candida endokarditi en sik,

onceden kalp kapak hastaligi olan kisilerde gozlenir (102).
Candida Menenjiti

Gastrointestinal veya solunum sistemi enfeksiyonlarinin yayilmasina, enfektif kalp
kapagindan kaynaklanan septik emboliye, travmaya ya da norocerrahi komplikasyonuna
sekonder olarak gelisen Candida menenjiti, nadir gozlenen bir klinik tablodur. Yapilan

calismalarda kalici serebrospinal sant ile iligkisi gosterilmistir (102).

2.7. Candida Enfeksiyonlarmin Tanis

Kandidiyazisin laboratuvar tanisi, uygun klinik materyalin temin edilmesini ve ardindan
dogrudan mikroskobik inceleme, kiiltiir ve diger biyokimyasal, serolojik, molekiiler testleri

icerir (4).
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Giiniimiizde giderek artan sayida mantar patojeniyle ilgili ciddi enfeksiyonlar rapor
edilmektedir. Hemen hemen her mantar, bagisiklig1 baskilanmis bir konak¢ida 6liimciil bir
mikoza neden olabilir. Yiksek riskli bagisikligi baskilanmig hastalarda, firsat¢ci mantar
enfeksiyonlarmin erken teshisine ©ncelik verilmesi 6nemlidir. Riskli hastalarda bu tir
enfeksiyonlarin basarili erken teshis edilmesi ve yoOnetilmesi, biiyiik 6l¢iide klinisyenleri,

mikrobiyologlar1 ve patologlari i¢eren bir ekip yaklasimina baghdir (13).

2.7.1. Orneklerin Toplanmasi ve islenmesi

Her tiir enfeksiyoz siirecte oldugu gibi, mantar enfeksiyonunun laboratuvar tanisi
numunelerin klinik laboratuvara uygun sekilde iletilmesine baglidir. Kiiltiir ve mikroskobik
inceleme i¢in 6rneklerin se¢imi, yalnizca klinik muayene ve radyografik calismalardan elde
edilen bilgilere degil, ayn1 zamanda belirli bir enfeksiyon tiiriine neden olabilecek en olasi
mantar patojeninin degerlendirilmesine de dayanir (13,55).

Numuneler aseptik olarak veya numune alinacak alanin uygun sekilde temizlenip
dekontaminasyonundan sonra alinmali, hizla laboratuvara ulastirilmalidir. Numuneler,
miimkiin oldugunca steril, sizdirmaz bir kapta ve klinik oykii ile sunulmalidir. Ne yazik ki
laboratuvara gonderilen bircok Ornek ya yetersiz miktarda ya da kalitesiz ve klinik bilgi
eksikligiyle birlikte olup tan1 koymada yetersiz kalmaktadir. Klinik bilgiler, numune isleme ve
sonuclarin yorumlanmasi agisindan laboratuvar ¢alismalarina rehberlik etmede ¢ok énemlidir.
Ozellikle balgam, bronsiyal sivi ve cilt gibi steril olmayan bolgelerden alman &rneklerin
sonuclarin1 yorumlarken hasta ile ilgili klinik bilgiler yararli olmaktadir. Ayrica klinik bilgiler,
laboratuvar personelini potansiyel olarak tehlikeli bir patojenle kars1 karsiya olabilecekleri
konusunda uyarir. Mantarlarin ¢ogu, tasima besiyerinde getirilen 6rneklerden tiretilebilir. Yine
de tasima besiyeri bilesenlerinin mantarlarin gézlemlenmesini engelleyebileceginden bu tiir
materyallerin dogrudan mikroskobik incelemesi onerilmez. Genel olarak, ornekleri islemede
bir gecikme kac¢inilmazsa, kiiltiir i¢in numune kisa bir siire i¢in 4°C'de giivenli bir sekilde
saklanabilir (13,55).

Bakteriyolojik inceleme i¢in alinan 6rneklere benzer sekilde, mantar enfeksiyonlarinin
teshisinde digerlerinden daha iyi olan bazi 6rnekler vardir. Swap 6rnekleri mikolojik kiiltiir ve
mikroskobik inceleme i¢in uygun degildir. Kan, beyin omurilik sivist (BOS) ve diger steril
viicut sivilan kiiltiirleri, klinik belirti ve semptomlar bu bolgelerin hematojen yayilimini veya

tutulumunu diistindiiriiyorsa yapilmalidir. Deri lezyonlarindan biyopsi alinmali ve materyal
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hem histopatolojik inceleme hem de kdltr icin gdnderilmelidir. Oral veya vajinal mukozal
enfeksiyonlarin tanisi, hastanin klinik durumu ve mukozal kazinti veya sekresyonlarin
dogrudan mikroskobik incelemesi ile daha iyi konabilir. Benzer sekilde, gastrointestinal
sistemin mantar enfeksiyonlarinin tanisi, tek basina kiiltlir yerine biyopsi ve ilgili dokunun
histopatolojik incelemesi ile daha iyi konur. Alt solunum yolu veya idrar 6rnekleri alinirken,
flora ile kontaminasyonu en aza indirmek icin 6zen gosterilmelidir. Yirmi dort saatlik balgam

veya idrar 6rnekleri mikolojik inceleme i¢in uygun degildir (5,13,55).

2.6.2. Direkt Mikroskobik inceleme

Doku kesitlerinin ve klinik orneklerin direkt mikroskobik incelemesinin mantar
enfeksiyonlarini teshis etmenin en hizli ve uygun maliyetli yollarindan biri oldugu kabul edilir.
Dokudaki mayalarin veya hif yapilarinin mikroskobik tespiti bir saatten daha kisa siirede
gerceklestirilebilirken, kiiltlir sonuglart giinler hatta haftalarca elde edilemeyebilir.
Mikroskobik inceleme, ¢ogu zaman bircok mantarin tanimlanmasi i¢in gereken tek seydir.
Mantara bagli olarak cins ve tiirlerin tanimlanmasi, karakteristik yapilar1 tasvir etmek i¢in daha
ayrintili mikroskobik inceleme gerektirir (55).

Mantarlar1 dogrudan klinik materyalde tespit etmek ve karakterize etmek i¢in bir dizi
farkl1 boyama ve mikroskobik teknik kullanilabilir. Klinik mikoloji laboratuvarinda en sik
kullanilan yaklasimlar, preparatlarin floresan veren kalkoflor beyazi, Gram boyama veya
Giemsa boyalartyla boyanmasidir. Kalkoflor beyazi, mantarlarin hiicre duvarlarindaki kitin
tabakasini boyayarak mantarlarin daha kolay ve daha hizli tespiti i¢in kullanilan floresan veren
bir boyadir. Belirli durumlarda mantar; ayirt edici bir morfolojiye sahip oldugu i¢in, mikroskopi
ile yalnizca tespit edilmeyebilir, ayni zamanda tanimlanabilir. Ancak bazen Candida,
Trichosporon veya bir Mucor ailesi lyesinin dokudaki morfolojik goruniimd, enfeksiyon
teshisini saglayabilse de, enfeksiyona neden olan gercek mantar turleri, kultir sonuglanana
kadar bilinmemektedir. Mantarlar1 dogrudan klinik materyalde tespit etmek ve karakterize

etmek i¢in bir dizi farkli boyama ve mikroskobik teknik kullanilabilir (55).

Klinik materyalin, Gram, Giemsa, periyodik asit-Schiff (PAS) veya Calcofluor boyalari
ile dogrudan mikroskobik incelemesi, Candida'da goérilen tomurcuklanan maya hicreleri-
psodohif karakteristik kombinasyonunu hizla tanimlayabilir. Kandidemiden siiphelenilen
hastalarda, mikroskopta 6zellikle maya aramasi istenirse kan yaymalarimin Wright-Giemsa

boyasi incelenmesiyle erken tani konulabilir. Gram boyama, Candida veya Cryptococcus gibi
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mayalarin ve Aspergillus gibi kiif mantarlarin tespiti i¢in kullanishidir. Maya mantarlar1 tipik
olarak Gram pozitiftir ancak parsiyel boyanabilir veya Gram negatif gortinebilir. Hematoksilen
ve eozin (H&E), Gomori metenamin giimiisii (GMS) ve periyodik asit-Schiff (PAS) boyalar
dahil olmak tizere sitolojik ve histolojik boyalar, ¢esitli sivi ve dokularda Candida'y: tespit
edebilir. Bununla birlikte, birka¢ mantar elemani beraber oldugunda H&E boyasi yetersiz
olabilir. Bu durumda, GMS ve PAS boyalar1 daha az miktardaki mantar1 tespit edebilir ve
morfolojilerini daha iyi tasvir eder. Gerektiginde, Candida'ya 6zgu immiinofloresan boyalar,

olas1 bir histolojik tanimlamay1 dogrulayabilir (13,55).

Fikse edilmis dokunun histolojik incelemesi, mantarin dokuyu istila edip etmedigini
veya sadece yiizeysel olarak bulunup bulunmadigini belirleme firsati saglar; bu bilgi enfeksiyon
ve kolonizasyon arasinda ayrim yapilmasina yardimci olur. Dogrudan mikroskobik inceleme
ile doku ve klinik materyaldeki spesifik mantar elamanlarinin saptanmasi, klinik 6rnegin
kiiltiirli i¢in en uygun yontemin secilmesinde ve sonuglarin anlamli olup olmadigini belirlemede
genellikle faydali olur. Mikroskopi, kiiltiirden daha az duyarlidir ve negatif mikroskobik

inceleme mantar enfeksiyonunu ekarte etmez (13,55).

Tum Candida tiirleri, tek tek, zincirler halinde veya kiigiik, gevsek kiimeler halinde
yuvarlak-oval tomurcuklanan, 3-6 pm ¢apinda maya hiicreleri olusturur. Cogu Candida tird,
dokuyu istila ederken hem yalanci hif hem de gergek hif olusturur. Psédohifler aslinda uzamis
ve birbirinden ayrilmamis blastokonidia zincirleridir. Septadaki belirgin daralmalardan
tanimnabilirler; ayrica, psodohifal dallanma yalnizca septasyon bdolgesinde meydana gelir.
Gergek hiflerde septa yoktur veya ¢ok az goriiliir. Blastokonidia, her iki hif tiiriiniin kenarlar1

boyunca gelisir (5).

2.7.3. Kultir

Bir mantar enfeksiyonunu teshis etmenin en duyarl yolu, genellikle mantarin kiiltiirde
uretilmesi olarak kabul edilir. Cogu durumda, etiyolojik ajan1 spesifik olarak tanimlamak ve
endike ise ¢esitli antifungal ajanlara in vitro duyarliligi belirlemek i¢in kiiltiir gereklidir.
Mantarlarin klinik materyalden optimum sekilde iiretilmesi, yeterli ve uygun klinik numune
varligina ve az miktarda olan ve yavas lireyen organizmalarin da ireyebilecegi kiiltiir
yontemlerinin kullanilmasina baglidir. Tibbi agidan 6nemli tiim mantarlari izole etmek i¢in tek

bir besiyeri yeterli degildir ve genellikle segici ve segici olmayan en az iki tir besiyerinin
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kullanilmas1 gerekir. Segici olmayan besiyeri, hizla biiyiiyen maya ve kiiflerin yani sira daha
yavas biiyliyen gii¢ lireyen mantarlarin biliylimesine izin verir. Mantarlar, bakteriler icin
kullanilan ¢ogu besiyerinde iirer; ancak iiremeleri yavas olabilir ve beyin kalp infiizyon (BHI)
agar veya SABHI (Sabouraud dekstroz ve BHI) agar gibi daha zenginlestirilmis bir besiyeri
gerekir (13,55).

Candida trleri 35°C'de kloramfenikol ve gentamisin igeren Sabouraud agar (pH 5.6)
gibi standart mikolojik besiyerlerinde ve kanli agar, beyin-kalp inflizyon agar ve triptoz agar
dahil bircok bakteriyel besiyerinde iyi Urerler. Sikloheksimid, kandidal buyiumeyi inhibe ettigi
icin Candida tiirleri ile ilgili laboratuvar arastirmalarina dahil edilmemelidir. Bakterilerle
kontamine olabilecek numuneler, antibiyotiklerle desteklenmis SABHI veya BHI gibi segici
besiyerlerine (penisilin art1 streptomisin siklikla kullanilir) inokile edilmelidir (55). Bakteriyel
blylmeyi engelleyen ve C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis ve C. krusei'nin tahmini
tanimlamasin1 saglayan CHROMagar Candida® gibi koloni rengine gore Candida'y:r ayirt

edebilen besiyerleri kullanilarak tiir tanimlamasi i¢in gereken siire kisaltilabilir (13).

Oral lezyon, vajen veya idrardaki maya kultlrleri kromojenik besiyerinde en az 48 saat,
rutin besiyerinde ise bes ila yedi giin tutulurlar. Ekim yapilmis besiyerleri, dehidrasyonu
onlemek icin gaz gegirgen bantla kapatilmalidir. Bir mantar izolatinin klinik Oneminin
belirlenmesi, hastadan sorumlu klinisyene danisilarak yapilmalidir (5,107).

Kiiltirde maya benzeri mantarlar1 kiiflerden ayirt etmek, bir mantar izolatini
tanimlamanin ilk adimidir. Koloni morfolojisi genellikle iyi bir ipucu saglar. Maya benzeri
mantarlar opak ve macunsu koloniler olusturur. Kiifler ise doku renk bakimindan farkl biiytik,
ipliksi koloniler olusturur (55). C. albicans krem renkli, diizgln yiizeyli ve macunsu koloniler
seklinde goriiniir. Zenginlestirilmis besiyerlerinde (kanli veya ¢ikolata agar gibi) koloninin
sinirinda yaygin uzantilar gelisir. CHROMagar’da C. albicans kolonileri yesil renkte goriiliir

(5).

Maya tanimlamasi genellikle ek biyokimyasal ve fizyolojik testler gerektirirken hem
mayalarin hem de kiiflerin tanisi, 6zel immiinolojik, molekiiler ve proteomik yontemlerle

konulabilir (55).

2.7.4. Kiiltiir Sonras1 Tanimlama
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2.7.4.1. Germ Tup Testi

Germ tiip testi “Reynolds-Braude fenomeni” olarak bilinir. Tibbi 6nemi olan Candida
tirleri arasinda C. albicans ve C. dubliniensis germ tup dretir. Bu turlere ek olarak, C.
africana’da da germ tiip olusumu go6zlenir. Germ tiipii testi pozitif olan klinik 6rneklerden izole
edilen Candida tiirlerinin %901 C. albicans'dir. Laboratuvarlarin ¢ogu germ tiip pozitif
mayalar1 daha fazla test yapmadan C. albicans olarak rapor ederler (23).

Eger bir izolat, monomorfik tek tip bir maya kolonisi olusturuyorsa, geleneksel olarak
tanimlamada ilk adim, germ tiip olusumunu gdstermektir. Germ tiip, maya hiicresinin
filament6z uzantisina verilen isimdir ve ana maya hiicresinin yaklagik yarisi genisliginde ve U¢
dort kati uzunlugundadir. C. albicans tarafindan firetilen germ tiip gergek hif yapisinin ilk
baslangi¢ fazidir ve baslangi¢ yerinde, yalanci hif i¢in karakteristik olan daralma bulunmaz.
Germ tiip olusumu gozlendiginde C. albicans 6n tanimlamasi yapilabilir. Tum C. albicans
suslari germ tiip olusturmaz; bu ylizden, germ tip olusumu gozlenmediginde, kiiltiir

biyokimyasal testlere tabi tutulmali ve misir unlu agara ekim yapilmalidir (102).

Germ tiip testi i¢in genel olarak insan serumu kullanilsa da birgok laboratuvar, insan
serumu kullanimu ile iligkili giivenlik sorunlar1 nedeniyle yumurta aki, tiikiiriik, koyun serumu,
pepton suyu ve triptikaz soya suyu gibi alternatif proteinli ortamlara kaymistir. Inkiibasyonun
ikinci saatinde germ tiip olusumu anlamli kabul edilir. Germ tiip olusumu negatif demek i¢in

minimum 10 alanin incelenmesi ile gerekir (23).

2.7.4.2. Misir Unlu Agarda Ureme Sekilleri

Tween 80’li musir unlu agar, Candida tdrlerinin Gretilmesinde ve mikroskobik
ozelliklerinin degerlendirerek ayirt edilmesinde kullanilir. Klamidospor olusumu ve bunun hif,
psodohif ve diger mantar yapilari ile iliskisi, birincil kiiltirden Candida izolatlarinin Misir Unlu
agar uzerine ekilmesiyle incelenebilir. Misir unlu agar plak teknigi ayni zamanda 'Dalmau plak
yontemi' olarak da bilinir. Misir unlu agarina tween-80 (polisorbat) eklenmesi klamidospor
olusumunu ve psodohif, hif ve blastokonidia gelisimini destekler (5). Klamidospor olusumu
icin musir unlu agarma ek olarak piring 6zl agari, kazein agari, ay¢icegi tohumu agari, tiitiin

agar1 ve Staib agar1 gibi baska besiyerleri de kullanilabilir.

C. albicans’ta, rutin primer besiyerlerinde maya hiicreleri, yuvarlak-oval (3.5-7 X 4-8
pum) goralir. Cornmeal-Tween 80 agar’da (Dalmau plak teknigi ile) 25°C sicaklikta 72 saatte,
psodohifler (ve baz1 gercek hifler) yuvarlak blastokonidia kiimeleriyle olusur. Karakteristik
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olarak biiyilik, kalin duvarli, genellikle tek terminal klamidosporlar olusur. Lamel kenarina

yakin kenarlarda daha fazla goriiliirler. 30—37°C’de klamidospor olusumu inhibe olur (5).

C. dubliniensis'te klamidospor olusumu C.albicans'tan farklidir. C. dubliniensis'te
klamidosporlar, C. albicans'ta tek tek hifal (veya psddohifal) uglardan ziyade aynmi askidaki
hiicreye ciftler, ligliiler veya daha biiylik kiimeler halinde baglanir. Yine de sustan susa paternler

cesitli olabilir. Bu iki tiiriin ayrimi igin ek testler gerekir (23).

2.6.4.3. Kromojenik Agarda treme 6zellikleri

Kromojenik besiyerinin kullanima sunulmasi, mayalarin dogrudan ve hizh
tanimlanmasini kolaylastirmistir ve 6zellikle karisik kiiltiirlerin saptanmasi ve ayrilmasi igin
faydalidir. Bu besiyerleri, tiire 6zgii enzimler tarafindan hidrolize edilen kromojenik substratlar
ve ortama bagli olarak ikinci bir enzim olan b glukozidaz veya fosfataz icerir. Bu da, koloni
ozelliklerine ve renk gelisimine dayali olarak mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasina neden

olur (12).

CHROMagar, klinik agidan 6nemli mayalarin izolasyonu i¢in kullanilan ayirici ve segici
bir besiyeridir. Besleyici bazi pepton ve glikozdur. Kloramfenikol bakterileri inhibe ederek
ortami segici hale getirir. Icerigindeki  kromojenik karisim, birgok maya tiiriiniin
farklilasmasina olanak tanir. Ornegin C. albicans sar1 yesil ila mavi yesil koloniler olusturur.
Koloni morfolojisinin yanm1 sira aywrt edici renk paternlerinin, maya tiirlerinin tahmini

tanimlanmasinda giivenilir oldugu gosterilmistir (12).

2.6.4.4. Biyokimyasal Testler

Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilecek diger testler karbonhidrat
asimilasyon ve fermantasyon testleridir. Substrat asimilasyonu, bir organizmanin kimyasal
olarak saf substratlarin varliginda biiylimesine dayanir ve mayalarin ve maya benzeri
mantarlarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanmilir. Belirli bir izolatin, tek karbon kaynagi
olarak bir dizi karbonhidrati asimile etme yetenegi, geleneksel olarak Candida turlerini
tanimlamada kullanilmistir. Bu testin popiilaritesi, yontemin goreceli basitligine, diisiik
maliyetine ve standartlastirilmig protokollerin hazir bulunmasina baglanabilir (113).

Karbohidrat fermantasyonu, Candida tiirlerini ayirt etmek i¢in yararli bir test olmasina
ragmen, bu testin karbonhidrat asimilasyon testinden daha az duyarli oldugu ve dolayisiyla daha
az glivenilir oldugu diislinlilmektedir. Fermantasyon testleri genellikle sivi ortamda yapilir ve

asit velveya karbondioksit iretiminin gosterilmesine dayanir. Bu fizyolojik testlerin
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gergeklestirilmesi, Ozellikle yiiksek miktarda numunenin ¢alisildig1 laboratuvarlarda zaman

alic1 ve zahmetli oldugundan, artik rutin olarak yapilmamaktadir (113).

Candida albicans icin glikoz, maltoz, galaktoz, ksiloz, trehaloz asimilasyon testleri;

glukoz, maltoz, galaktoz, trehaloz fermentasyon testleri pozitiftir (12).

2.6.4.5. Serolojik Testler

Ciddi mantar enfeksiyonlar1 i¢in hizli, duyarli ve spesifik tani testleri, terapotik
onlemlerin zamaninda ve odaklanmis sekilde uygulanmasina izin verecektir. Bu nedenle,
antikorlarin ve antijenlerin, metabolitlerin ve mantara 6zgii niikleik asitlerin saptanmasina
yonelik testler biiyiik ilgi gormektedir. Birkag istisna disinda, bu tiir testler hala referans
laboratuvarlart ile smirli kalsa da son yillarda bu alanlarin birgogunda Onemli ilerleme
kaydedilmistir. Serumda antikor (Ab) ve/veya antijen (Ag) titrelerinin belirlenmesi, mantar
enfeksiyonlarinin teshisinde ve hastanin tedaviye yanitin1 izlemede faydali olabilir. Ancak
antikorlara yonelik ¢ogu test, histoplazmoz ve koksidioidomikoz harici invaziv mantar
enfeksiyonlarinin teshisi i¢in hem duyarliliktan hem de 6zgiilliikten yoksundur. Serum veya
diger viicut sivilarinda mantar hiicre duvar1 ve sitoplazmik antijenler ve metabolitlerin
saptanmast, invaziv mantar enfeksiyonunun serolojik tanisini saglamanin en dogrudan yoludur.
Bu yaklagimin en iyi 6rnekleri, C. neoformans ve H. capsulatum'un polisakarit antijenlerinin
tespiti icin piyasada bulunan testlerdir. Aspergillus galaktomannan ve Candida mannan ve anti-
mannan tespitine yonelik immiinolojik testler artik piyasada mevcuttur (55,114).

Tablo 2 . invaziv Candida enfeksiyonlarmin tanisinda antijenik, biyokimyasal ve molekiiler
markerlar (55)

Markerin bulundugu yer Markerlar
Mannanlar
Hiicre Duvari veya Kapsiil Komponenti 1,3-p-glukanlar
Kitin
Enolaz

Sitoplazmik antijenler

HSP-90’nin 47-kD yi1kim iiriinii

Metabolitler d-Arabinitol

Genomik DNA Sekanslar* Aktin
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Kitin sentaz

P450

ITS

Ribozomal RNA genleri

*Tiim sekanslar PCR ile tespit edilmistir.
HSP-90, heat shock protein-90; /7S, internal transcribed spacer.

Son yillarda hasta serumu ve viicut sivilarinda Candida tdrlerine 6zgil antikor ve
antijenler, metabolitleri ve hiicre duvari bilesenlerini saptamaya yonelik testler gelistirilmistir
(Tablo 2). Bu testler 6zel hasta gruplarinda kandideminin dogrulanmasinda yardimcidir (115).
Kandidoz olgularinda antijen 6l¢limii antikor Gl¢iimiine gore daha yararhidir (116). Serolojik
acidan antikor tarama testleri kolonizasyon-enfeksiyon ayrimini yapamamasi, gézlenen ¢apraz
reaksiyonlar ve dzellikle immun yetmezlikli hasta grubunda yeterli antikor yaniti olusmamast
gibi nedenlerle basarisizdir. Antijen testleri ile mannan, galaktomannan, asit proteaz, enolaz, C.
albicans’in 1s1iya duyarli antijenleri gibi sitoplazmik antijenler aranmaktadir. Duyarlilig1 ¢ok
yiiksek olmayan bu testler, diger tan1 yontemleriyle desteklenmelidir (12,16,21,117).
2.6.4.6. Molekduler Testler

Mantar enfeksiyonunun saptanmasi igin ideal molekiiler yontemler, ciddi enfeksiyonun
erken saptanmasmi saglayarak hastanin zamaninda tedavi edilmesini saglar. Ayrica
kolonizasyon ya da kolaylikla tedavi edilebilecek yiizeysel enfeksiyonlari invaziv veya yaygin,
hayat1 tehdit eden yayilmis enfeksiyonlardan ayirt eder; bilinen patojenik mantarlarin cogunu
saptar; uygun tedaviyi daha iyi ele almak icin cins ve tiir diizeyinde ayrim yapar. Ek olarak,
insan, bakteriyel, viral ve protozoon DNA dizileri ile gapraz reaktivite olmamasi, etkili bir
molekdler deneyde gerekli olan 6nemli bir faktdrdir. Son olarak, hastalik seyrinin ve tedavinin
etkinliginin izlenmesine izin veren kantitatif yontemler, klinisyenlerin tedaviyi hastalik yanitina

uygun sekilde degistirme olasihigin arttirir (73).

Molekiler yontemleri kullanarak enfeksiyonlarin tanisini koymaya yonelik erken
girisimler, klinik numunede bulunan az miktardaki hedef DNA ile ilgili teknik siirlamalar
nedeniyle basarili olmamigtir. 1980'lerde polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelismesiyle
bu engel asilmistir. PCR teknigi, kiiglik miktarlarda spesifik dizilerin tespit edilebilir seviyelere
amplifikasyonuna izin verir. Bugiine kadar, patojenik mantarlarin teshis amaciyla PCR
kullanim: en ¢ok Pneumocystis carinii, Candida albicans ve Aspergillus fumigatus igin
incelenmistir. Diger mantar patojenlerinden DNA saptamak i¢in PCR kullanimina iligkin siirl

sayida calisma vardir. Mantar DNA dizileri son birka¢ on yilda incelendikge, hem yiiksek
26



diizeyde korunmus bolgeler hem de tiire 6zgli degisken bdlgeler i¢in problar kesfedilmis ve

tanimlanmustir (73).

Klinik 6rneklerde mantar DNA'sinin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in ilk molekiiler
yaklasim 1990'da bildirilmistir (118). Bu ¢alismada, Candida tirlerinde bulunan ancak
muhtemelen bakteri veya insanlarda bulunmayan sitokrom P450 lanosterol-14 alfa-
demetilazdan (mevcut terminoloji ERG11, Cyp51A) bir gen bolgesi aragtirmiglardir. Bu genin
ozelligi, C. albicans i¢inde tek kopya halinde bulunmasidir (114).

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) klinik materyalde mantara 6zgl nukleik asitleri
dogrudan tespit etmek i¢in uygulanmasi, mantar enfeksiyonlarinin hizli teshisi i¢in biiyiik umut
vaat etmektedir. Cesitli hedef sekanslar arastirilmis ve daha yaygin firsat¢i ve sistemik mantar
patojenlerinin ¢ogu i¢in potansiyel tanisal degere sahip olduklar1 bulunmustur (Tablo 2).
Gergek zamanli, gen ¢ipi teknolojisi ve nanoteknolojinin manyetik rezonans tespiti ile
birlestirilmesi gibi son gelismeler, cogu mikoloji laboratuvarinda heniiz mevcut olmasa da, bu
teknolojinin genis capta kullanimim kolaylastiracaktir. invaziv kandidiyazis tamisinda PCR'nin
yakin tarihli bir meta-analizi, test numunesi olarak tam kanin, multilokus panfungal hedeflerin
(or. rRNA, P450 gen hedefleri) ve mililitrede 10 koloni olusturan birimden (CFU/ml) yiksek
olmayan bir in vitro saptama smirinin kullanilmasmin optimum duyarlilik ve ozgiillik

sagladigini bulunmustur (55).

Su anda piyasada ticari olarak birkag PCR testi bulunmaktadir: Candida ve A.
fumigatus'un ¢esitli tiirlerini tespit edebilen Septifast by Roche (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN); MycAssay (Myconostica, Cambridge, BK) ve invaziv aspergilloz tanisi i¢in
AsperGenius (PathoNostics, Maastricht, Hollanda) bunlardan bazilaridir. Kandidiyazis i¢in en
umut verici testlerden biri, bes Candida tiiriinii kiiltiire ihtiya¢ duymadan dogrudan tam kanda
tespit edebilen T2Candida testidir (T2Biosystems, Lexington, MA). Hem iyi hassasiyete hem
de ozgiilliige sahiptir ve pozitiflesme siiresini kisaltmistir. T2Candida testinin tespit sinir1 1(bir)
CFU/ml'dir (55).

Candida albicans ve diger kandida tiirleri, mantar enfeksiyonlarinin ¢ogundan sorumlu
olmasina ragmen, diger mantar tiirleri de benzer klinik gosterebilir. Bu da yalnizca mantar
DNA'sin1 saptamakla kalmayan, ayni zamanda enfeksiy6z ajani belirlemek igin kullanabilen
molekiiler testlere odaklanmaya yol agmistir. Yapilan calismalarda spesifik mantarlar1 ayirt

etmek veya tanimlamak i¢in ii¢ ana teknik arastirilmistir: Restriksiyon fragmani uzunluk
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polimorfizmi (RFLP), amplikonun tire 6zgl bir prob ile hibridizasyonu ve tek iplikli
konformasyonel polimorfizm (SSCP) analizi. Hedefe veya kullanilan restriksiyon enzimine
bagli olarak, bu tekniklerin tiimii, insan DNA'sinin parmak izi alinmasinda kullanilana benzer
mantar DNA parmak izi saglayabilir. RFLP teknikleri, farkl: tiirlerde veya gruplarda bulunan
restriksiyon bolgelerinin konumlarindaki kiicilik farkliliklara dayali olarak degisen uzunluklarda
fragmanlar tlreten amplifiye edilmis DNA iirlinlerini ayirir. SSCP'min temel stratejisi,
amplikondaki baz ¢ifti farkliliklarinin saptanmasidir. Tiire 6zgii problarin PCR'den tiiretilen
amplikonlarla hibridizasyonu, muhtemelen mantar tiirlerini ayirt etmenin en spesifik
yontemidir. Bununla birlikte, her bir potansiyel patojen icin prob gerekliligi, bu teknolojinin
yararliligini en sik goriilen tiirlerle sinirlamaktadir. Kullanilan spesifik teknolojiden bagimsiz
olarak, PCR veya diger amplifikasyon yontemlerinin kullanimi ¢ok sayida laboratuvar
tarafindan arastiritlmaktadir ve ¢ogu arastirmda PCR'nin duyarliliginin su anda kullanilan diger

teshis teknolojilerinden genellikle daha iyi oldugu goriilmektedir (73).
2.8. Antifungal ilaglar ve Direnc

Arastirmacilar uzun ve yavag gelisme doneminden sonra, gectigimiz on yil, kimyasal
modifikasyon vyoluyla (triazoller) kullanilan bir antifungal sinifinin spektrumunun
genislemesine, 6nemli bir yeni antifungal ajan sinifinin (ekinokandinler) piyasaya siiriilmesine
ve bazi1 antifungaller kullanilirken yeni yontemler (amfoterisin B'nin lipit bazli formiilasyonlar)

gelistirilmesine tanik oldu (12).

Bu gelismeler, basta aspergilloz ve kandidiyazis olmak iizere bir¢ok invaziv mantar
enfeksiyonunun tedavisine yonelik standartlar1 degistirmistir. Su anda sistemik uygulama i¢in
mevcut olan dort ana antifungal ilag ailesi mevcuttur: Alilaminler, azoller, ekinokandinler ve

polienler (12).
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Tablo 3. Antifungallerin hiicredeki hedefleri, etki ve direng mekanizmalar1 (12)

Antifungal Hicredeki Etki Direnc
Ajan Hedefi Mekanizmasi | Mekanizmasi
Flukonazol e ERGI11 Ergosterol e ERG11 hedefi nedeniyle
Vorikonazol e Sterol A22 | biyosentezini degisen ilag afinitesi
[trakonazol desaturase inhibe eder e ERG11'in up regiilasyonu
Posakonazol (ERGS) e CDR ve MDR c¢oklu ilag
Ravukonazol tastyicilarinin up
= reglilasyonu
c=‘,\,§ ¢ Biyofilm olusumu
=
= Amphotericin B | Ergosterol Genis  akoz | e Sterol azalmasi
:‘i Nistatin porlar e Biyofilm olusumu
= olusturur
Caspofungin b-1,3 glukan sentaz | b-1,3 glukan | ¢ Glukan sentazin  Fksl
Mikafungin (Fks1, Fks2) sentezini ve/veya Fks2 alt
3 Anidulafungin inhibe ederek unitelerinin modifikasyonu
"é hiicre  duvari | e Biyofilm olusumu
—E‘é biitlinltiglini
x bozar
® Naftifin Squalen  epoksidaz | Sterol e ERG1 modifikasyonu
E Terbinafin (Ergl) biyosentezini
% inhibe eder
Nukleik asit sentezi | Nukleik asit | e Uracil pyrophosphorylase
5- Florositozin inhibisyonu ve protein (Furl)
sentezi e Cytosine deaminase (Fcy1)
inhibisyonu e Cytosine permease (Fcy?2)
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2.8.1. Azoller

Bu genis sentetik ajan grubu, dermatofit enfeksiyonlarinin ve yiizeysel kandidiyazis
formlarmin topikal tedavisinde etkili olan bir¢ok bilesik igerir. Bir kismi (triazoller) sistemik
uygulama icin de uygundur. Bu grubun Uyeleri, ortak olarak, N-karbon’lu bir imidazol veya

triazol halkasina sahiptir (12).

Azol bilesikleri, mayalarda, ERG11 (Cyp51A) geni tarafindan kodlanan fungal
sitokrom P450 bagimli enzim lanosterol 14-oa-demetilazi inhibe ederek etki eder. Bu enzim,
lanosteroliin mantar hiicrelerinin zarindaki baslica sterol olan ergosterole doniistiiriilmesinden
sorumludur. Bu inhibisyon ¢esitli toksik metillenmis sterollerin birikmesine ve ergosteroliin
tiilkenmesine ve ardindan zar yapisi ve islevinin bozulmasina neden olur. Bu etki esas olarak
fungistatiktir. Ancak vorikonazol ve itrakonazol, Aspergillus ve diger baz1 kiif tiirlerine karsi

fungisidal etkiler gosterebilir (12).

Azollere direngli suslarda birden fazla mekanizma birlikte gorev alir. En 6nemli direng
mekanizmalarindan biri ERG11 geninde meydana gelen mutasyonlardir. Bu gende ¢ok sayida
nokta mutasyonlar bildirilmistir (119). Bazi1 aminoasit degisiklikleri, demetilazin aktif
bolgesinde yapisal degisikliklerle azalmis hedef afinitesine ve buna bagl olarak azol direncine
sebep olur. Ayrica Candida'larda transkripsiyon faktoriindeki mutasyonlara bagli olarak
ERGI11 geninin asir1 ekspresyonu veya bu enzimin intrinsik veya edinilmis bazi
mekanizmalarla azollere afinitesinin azalmasi azol direnci olusturan bir bagka durumdur (120).
MDR ve CDR genleri tarafindan kodlanan ¢oklu ila¢ disa akis tasiyicilarinin aktivasyonu
yoluyla, hiicre disina aktif flukonazol akisi, ilacin hiicre i¢inde birikiminde azalma; ayrica A5,6
sterol desatiiraz aktivitesinin kaybi1 gibi ergosterol biyosentez yolunda yer alan diger

enzimlerdeki degisiklikler azol direncine katkida bulunabilir (12,121,122).

Flukonazol ve posakonazol disindaki azoller, insan hepatik sitokrom P-450 enzim
sistemi tarafindan biiyiik dl¢lide metabolize edilir ve safra veya idrarda inaktif metabolitler
olarak elimine edilir. Bir flukonazol dozunun %90'indan fazlasi, agirlikli olarak degismemis
ilag olarak idrarla atilir, bu da onu duyarl: tiirlerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinin

tedavisinde faydali kilar (123).
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2.8.1.1. Flukonazol

Flukonazol, hem oral hem de parenteral formUlasyonlarda bulunan suda ¢ézinur bir bis-
triazoldiir. Profilaksi olarak ve maya enfeksiyonlarinin tedavisinde, 6zellikle kandidiyazis ve
kriptokokoz tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Flukonazol, Candida turlerinin ¢oguna ve
Cryptococcus neoformans’a karsit aktiftir (124,125). Ancak Candida krusei izolatlari
flukonazole dogal olarak direnglidir ve Candida glabrata da azalmis duyarliliktadir (125).
Aktivite spektrumu birkag dimorfik mantar1 da igerir (B. dermatitidis, Coccidioides spp. ve H.
capsulatum) (126). Flukonazoliin Aspergillus spp., Fusarium spp. ve Mucor ailesindeki kiiflere
kars1 etkinligi yoktur (127,128).

Mukozal veya derin yerlesimli kandidiyaz formlar1 olan hastalarda kisa siireli
flukonazol tedavisi sirasinda C. albicans'ta direng gelistigine dair ¢cok az rapor vardir (129).
Buna karsilik, bir¢ok C. glabrata susu, tedavi sirasinda hizla flukonazole direncli hale gelir
(130). AIDS'i kisilerde, oral veya 6zofagus enfeksiyonu i¢in tekrarlanan diisiik doz flukonazol

tedavisinin ardindan C. albicans'in direngli suslar1 ortaya ¢ikmistir (12).

Flukonazol, mukozal ve sistemik kandidiyazis, koksidioidomikoz ve kriptokokoz
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica ndtropenik hastalarda kandidozun
onlenmesi ve AIDS'li kisilerde kriptokokal menenjit niiksiiniin 6nlenmesi i¢in de kullanimi
yaygindir. Flukonazol, histoplazmoz ve sporotrikoz tedavisinde bir alternatiftir, ancak

itrakonazolden daha az etkilidir (12).
2.8.1.2. itrakonazol

Itrakonazol, oral veya parenteral uygulama icin mevcut olan lipofilik bir triazoldr.
Ozellikle yuizeysel mantar enfeksiyonlarmin tedavisinde ve deri alt1 ve sistemik

enfeksiyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (12).

Itrakonazoliin bir tedavi kiiriiniin bitiminden sonra haftalar ila aylar arasinda ciltte ve
tirnaklarda kaldig1 bulunmustur, béylece dermatofit enfeksiyonlar1 ve onikomikoz i¢in aralikli

tedavi rejimlerine izin verir (12).

Itrakonazol, Candida turleri, Aspergillus tirleri, bircok dematiy6z kif, dermatofitler ve
dimorfik mantarlar (B. dermatitidis, Coccidioides spp., H. capsulatum, P. brasiliensis, T.
marneffei ve S. .schenckii) dahil olmak {izere genis bir patojenik mantar spektrumuna karsi iyi
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bir aktiviteye sahiptir. Pseudallescheria boydii'ye ve Mucoraceae ailesindeki kiflerin ¢oguna
kars1 etkisizdir (12).

Tedaviyi takiben A. fumigatus'un itrakonazole direngli suslar1 bildirilmistir. cyp51a,
TR/L94H'de edinilmis bir mutasyona bagli olarak artan itrakonazol direnci raporlart mevcuttur.
Bu mutasyon artik Avrupa, Cin ve Hindistan'dan izole edilenlerde tanimlanmistir ve Avrupa'nin

bazi bolgelerinde ciddi bir sorun haline gelmistir (12).
2.8.1.4. Ketokonazol

Ketokonazol, oral veya topikal kullanim igin formiile edilmis lipofilik bir ilagtir.
Sistemik uygulama icin halen mevcut olan tek imidazoldiir, ancak artik topikal bir ajan olarak

kullanilmaktadir (12).

Ketokonazol, dermatofitlere ve dimorfik mantarlara (B. dermatitidis, Coccidioides spp.,
H. capsulatum, P. brasiliensis ve S. schenckii) karsi1 faydali aktiviteye sahiptir. Candida
tirlerine kars1 da aktiftir. Daha az toksik, daha etkili alternatiflerin mevcudiyeti nedeniyle,
ketokonazol artik az kullanilmaktadir. Ketokonazol, dermatofitoz, kutanoz kandidiyazis,
pityriasis versicolor ve seboreik dermatit i¢in yararl bir topikal ajan olmaya devam etmektedir

(12).

Ketokonazole karsi edinilmis direng nadirdir, ancak 1980'lerde C. albicans'a bagh
kronik mukokutandz kandidiyaz icin uzun sureli tedavi goéren hastalarda birka¢ 6rnek

belgelenmistir (12).
2.8.1.5. Posakonazol

Posakonazol, su anda yalnizca oral siispansiyon olarak bulunan ikinci nesil, genis
spektrumlu bir triazol bilesigidir. Intravendz bir formilasyon, bir faz | klinik denemesini
gecmistir. Daha 1yi biyoyararlanim, ince bagirsakta salinim ve emilim 6zelliklerine sahip yeni
bir tablet de gelistirme asamasindadir. Posakonazol oldukga lipofiliktir ve itrakonazoliinkine

benzer bir kimyasal yapiya sahiptir (12).

Posakonazol, Aspergillus tiirlerinin ¢oguna, Candida tirleri, C. neoformans ve Trichosporon
tirlerine kars1 oldukca aktiftir. Ayrica B. dermatitidis, Coccidioides spp., H. capsulatum, T.
marneffei ve S. schenckii dahil olmak {izere bir dizi dimorfik mantara kars1 giiclii aktiviteye
sahiptir. P. boydii ve Fusarium spp.'ye kars1 daha az aktiftir. Diger azollerden farkli olarak
posakonazol baz1 Mucoraceae ailesi kuflere kars1 nemli aktiviteye sahiptir. Posakonazol bazen
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itrakonazol, flukonazol ve/veya vorikonazole direng gosteren Aspergillus ve Candida suslarina
karsi etki gosterebilir. TR/L98H mutasyonu tasiyan Aspergillus izolatlarinda posakonazol
direnci gosterilmistir (12).

2.8.1.6. Vorikonazol

Vorikonazol, oral veya intravendz uygulama i¢in mevcut ikinci nesil genis spektrumlu

bir triazol bilesigidir. Kimyasal yapis1 flukonazoliinkine benzer (12).

Vorikonazol ¢ogu Aspergillus spp., Fusarium spp., P. Boydii, Candida spp., C.
neoformans ve Trichosporon spp.'ye karsi oldukga aktiftir. Ayrica B. dermatitidis, Coccidioides
spp., H. capsulatum ve T. marneffei ve dematiaceous kiifler dahil olmak tzere bir dizi dimorfik

mantara kars1 gii¢lii aktiviteye sahiptir. Vorikonazol Mucoraceae ailesi kiiflere karsi etkisizdir
(12).

Baz1 flukonazol direngli Candida suslari, vorikonazole azalmis duyarlilik gostermistir.
Ozellikle flukonazole direncli tim C. glabrata suslarinin vorikonazole direngli oldugu
goriilmistiir. Aspergillus izolatlari, uzun siireli azol tedavisi sirasinda vorikonazol direnci
kazanabilir. A. fumigatus'ta bir TR/L98H mutasyonunun yani sira yeni tanimlanmis bir cyp51a
mutasyonuna bagli olarak vorikonazole g¢evresel olarak kazanilmig diren¢ daha sik ortaya

¢ikmaktadir (12).

2.8.2. Ekinokandinler

Ekinokandinler, mantar hiicre duvarim1 hedef alan yeni bir yar1 sentetik lipopeptit
antifungal sinifidir. Ciddi mantar enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in ti¢ ekinokandin onaylanmistir:
anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin. Yiiksek molekiiler agirliklar1 ve diisiik oral
biyoyararlanimlar1 nedeniyle, bu ilaglar sadece intravendz preparatlar olarak mevcuttur.

Ozellikle kandidiyazis tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (12).

Ekinokandinler, 1,3-b-D-glukan sentaz enzimini inhibe ederek mantar hiicre duvari
sentezini bozar. Bu, duyarli mantarlarin hiicre duvarinin temel bir polisakarit bileseni olan 1,3-
b-D-glukan olusumunun inhibisyonu ile sonuclanir. Inhibisyon, hiicrenin ozmotik
pargalanmasina ve sonunda hiicre 6liimiine yol agar. Ekinokandinler, Candida tirlerinde g
FKS geni tarafindan kodlanan 1,3-b-D-glukan sentazin ana alt birimi olan Fksp'ye baglanir.
Ekinokandinler, Candida turleri icin fungisidal, ancak Aspergillus tirleri icin fungistatiktir.

Klinik izolatlar arasinda ekinokandinlere direng, Candida tlrlerindeki FKS1 geni
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mutasyonlartyla iligkilendirilmistir. Bu mutasyonlar, ilag baglanmasinda degisikliklere neden
olur ve tiim ekinokandinlere capraz diren¢ kazandirir. FKS1 ve FKS2 genlerindeki
mutasyonlar, C. glabrata'da kaspofungin, mikafungin ve anidulafungine duyarliligin

azalmasindan sorumludur (12).

Ekinokandinler sinirlt bir etki spektrumuna sahiptir. Flukonazole direngli suslar dahil
olmak tizere ¢ok ¢esitli Candida tiirlerine kars1 oldukga aktiftirler. C. parapsilosis, C. lusitaniae
ve C. guilliermondii, ekinokandinlere gére daha yiiksek MiK degerlerine sahiptir, ancak bu
degerlerin klinik sonuglar1 heniiz net degildir (95-98). Ekinokandinler, amfoterisin B'ye 6zlinde
direncli olanlar da dahil olmak izere Aspergillus turlerine kars1 da aktiftir (58, 91, 96, 99, 100).
Ekinokandinler, hiicre duvarlarinda o6nemli miktarda 1,3-b-D-glukan bulunmayan C.
neoformans ve Trichosporon tirleri ile Fusarium tiirleri gibi mantarlara karsi etkisizdir.
Mikafunginin, B. dermatitidis ve H. capsulatum dahil olmak tizere bir¢ok dimorfik mantarin
miselyal formlarina karsi aktif oldugu ancak bu patojenlerin doku formlarina kars1 etkisiz

oldugu bildirilmistir (12).

Ekinokandinlere karsi kazanilmis diren¢ su anda nadirdir, ancak ekinokandin
tedavisiyle basarisizlik goriilen hastalarin 6rneklerinde Candida tiirlerinin bazi direngli suslar
tiretilmistir. Direng, 1,3-b-D-glukan sentazin FKS1p ve FKS2p alt birimleri i¢inde, amino asit
degisikliklerine yol agan FKS1 ve/veya FKS2 genlerindeki mutasyonlarin kazanilmasiyla
iliskilendirilmistir. En yiiksek diren¢ oranlar1 C. glabrata'da, 6zellikle flukonazole zaten

direngli olan suslarda tespit edilmistir (12).

2.8.3. Polienler

Polienler, kapal1 bir makrolid lakton halkasindan olusan biiyiik molekiillerdir. Halkanin
bir tarafi, degisken sayida konjuge cift bag iceren sert bir lipofilik zincirden olusur ve karsi
tarafta benzer sayida hidroksil grubu vardir. Dolayisiyla molekiilin amfipatik yapisinin etki
mekanizmasinda Onemli olduguna inanmilmaktadir. Yaklagtk 100 polien antibiyotik
tanimlanmistir, ancak klinik kullanim i¢in ¢ok azi gelistirilmistir. Amfoterisin B ve lipid
formiilasyonlari, sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Nistatin,
natamisin ve mepartrisin oral, vajinal ve okiiler mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan

topikal polien ajanlardir (12).
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Polienler duyarli mantar hiicrelerinin zarlarinda sterollere, 0Ozellikle ergosterole
baglanarak zar bariyer fonksiyonunun bozulmasina, hiicre bilesenlerinin sizmasina, metabolik
bozulmaya ve hucre o6limuine neden olur (120). Bir polien olan Amfoterisin B, zar
gecirgenlestirici etkilerine ek olarak, hiicre zarinin lipoperoksidasyonuna bagli bir dizi oksidatif

reaksiyon yoluyla mantar hiicrelerinde oksidatif hasara neden olabilir (12).

Amfoterisin B, Streptomyces nodosus'un bir fermantasyon driinuadur. Aspergillus spp.,
Candida spp., C. neoformans ve Mucoraceae ailesi kifler olmak {izere genis bir patojenik
mantar yelpazesine karsi aktiftir. Ancak A. terreus izolatlarinin ¢gogu, A. fumigatus'un yeni bir
kardes tiirti olan Aspergillus lentulus izolatlar1 gibi amfoterisin B'ye direnglidir. Candida krusei
ayrica amfoterisin B'ye azalmis duyarlilik gosterir (131). Amfoterisin B, dimorfik mantarlara
(B. dermatitidis, Coccidioides spp., H. capsulatum ve P. brasiliensis) ve bir¢cok dematiytz
mantara kars1 etkilidir. P. boydii, S. prolificans, Fusarium tirleri ve Trichosporon tirleri

genellikle amfoterisin B'ye dogal olarak direnglidir (12).

Amfoterisin B’ye kars1 kazanilmis diren¢ nadirdir, ancak uzun siireli tedaviyi takiben
amfoterisin B'ye direncli C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis,

Cryptococcus neoformans ve C. lusitaniae suslari bildirilmistir (12).

Amfoterisin B'nin ii¢ lipit bazli formiilasyonu, su anda geleneksel amfoterisin B'ye
direngli veya toleranssiz hastalarda invazif mantar enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in

ruhsatlandirtlmistir (12).

2.8.4. Alilaminler

Alilaminler, dermatofitozlarin topikal ve oral tedavisinde etkili olan bir grup sentetik
antifungal bilesiktir. ki ilag, terbinafin ve naftifin, klinik kullanim i¢in lisanslanmustir. Naftifin

yalnizca topikal bir preparat olarak mevcuttur (12).

Alilaminler, duyarli mantar hiicrelerinin zarindaki baslica sterol olan ergosterol
olusumunda kritik bir enzim olan skualen epoksidaz'l inhibe eder. Sonu¢ olarak membranda

skualen birikimi, zarin bozulmasina ve hiicre 6liimiine yol agar (132).

Terbinafin, oral veya topikal uygulama i¢in mevcut olan lipofilik bir alilamin ilagtir.

Dermatofitlerin neden oldugu yiizeysel mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Uzun siireli maruziyetten sonra bile dermatofitlerde terbinafine direng

gelisimi nadirdir (12) .

Terbinafin, ayrica Aspergillus spp., Candida spp., Blastomyces dermatitidis ve
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Talaromyces (Penicillium) marneffei

ve Sporothrix schenckii’ye ve dematiy0z mantarlara karsi da bir miktar aktiviteye sahiptir (12).

2.8.5. Diger Ajanlar

2.8.5.1. Flusitozin

Flusitozin (5-florositozin), sitozinin florlu sentetik bir analogudur ve bir antimetabolit

gorevi goren mevceut tek antifungal ajandir (12).

Flusitozin, pirimidin metabolizmasini ve dolayisiyla hassas mantar hiicrelerinde DNA,
RNA ve proteinlerin sentezini bozar. Flusitozin, sitozin permeaz enzimi tarafindan bu hiicrelere
tasinir ve orada sitozin deaminaz tarafindan 5-fluorourasile (5-FU) donistiiriilir. Daha sonra
iki mekanizma antifungal aktiviteyi agiklar. Birincisi, 5-FU'nun, Uridilik asit yerine mantar
RNA'sina dahil edilen ve protein sentezinin inhibisyonu ile sonuglanan 5-fluoriridin trifosfata
doniistiiriilmesidir. Ikinci mekanizma, 5-FU'nun timidilat sentetaz enzimini bloke ederek
mantar DNA sentezinin inhibisyonuna neden olan 5-florodeoksitridin monofosfata

doniistimiidiir. Sitozin deaminazdan yoksun mantarlar, flusitosine dogal olarak direnglidir (12).

Flusitozin, dar bir etki spektrumuna sahiptir. Candida turleri, C. neoformans ve
kromoblastomikoza neden olan bazi dematiaceous mantarlari igerir. Flusitosine kars1 birincil

direng, Candida tiirleri arasinda ¢ok nadirdir ve izolatlarin yaklagik %2 ila 3'linde goriiliir (12).

Flusitozin ile monoterapi genellikle Candida tiirleri ve ve C. neoformans arasinda direng

indiiklenmesine yol agar (12).
2.8.5.2. Griseofulvin

Griseofulvin, P. griseofulvum da dahil olmak tizere bir dizi Penicillium turiinden elde
edilen bir antifungal antibiyotiktir. 1958'de tanitilan oral griseofulvin, dermatofitoz tedavisini

degistirmistir (12).

Griseofulvin, mikrotiibiiler proteinlere baglanan ve mantar hiicresi mitozunu inhibe

eden fungistatik bir ilagtir (12). Etki spektrumu deri, tirnak ve sa¢ enfeksiyonlarina neden olan
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dermatofitlerle (Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton spp.) sinirhidir. Direng

nadiren bildirilmistir.

Terbinafin veya itrakonazol gibi daha yeni oral ajanlar, tirnak enfeksiyonlarinda siklikla
tercih edilir, ancak griseofulvin, topikal tedavinin uygun olmadigi veya basarisiz oldugu deri
ve kafa derisinin orta ila siddetli dermatofitozlari i¢in yararli bir ikinci basamak ajan olmaya

devam etmektedir (12).
2.8.5.3. Gelistirme Asamasindaki Yeni Antifungal Maddeler

Umut vadeden iki genis spektrumlu triazol bilesigi, isavuconazole ve albaconazole su
anda klinik deneme asamasindadir (133). Isavuconazole, oral veya intravendz olarak
uygulanabilen suda ¢dziiniir bir bilesiktir. Invaziv kandidiyazis ve kandidemi tedavisi, invaziv
aspergilloz tedavisi ve nadir kiif enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in faz III klinik deneylerini
tamamlamistir. Isavuconazole, hem Candida hem de diger maya tiirlerinin yani sira Aspergillus
tiirlerine karsi iyi in vitro aktivite gosterir. Albaconazole, yiiksek diizeyde biyoyararlanim ve
antifungal aktivite sergileyen bir oral ajandir. Tinea pedis i¢in bir faz I caligmasinda
degerlendirilmis ve ayak tirnagi onikomikozunun tedavisi i¢in bir faz II calismasimni

tamamlamistir (134).

2.9. Antifungal Duyarhhk Testleri

Antifungal duyarlilik testi (AFDT) klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda 6nemi
giderek artan bir aractir. Bu testler, mikroorganizmanin iiremesinin belirli bir dereceye kadar
inhibe olmasi igin gerekli ila¢ konsantrasyonunu (MiK) saptayarak duyarliligi in vitro olarak
belirler. AFDT'nin amaci, hasta tedavisine rehberlik etmek, epidemiyolojik caligmalar
desteklemek ve antifungal ilag direnci oranlarini izlemek igin kullanilabilecek MIK degerlerini

giivenilir bir sekilde tiretmektir (135).

Sonug olarak, klinik laboratuvarlardan artik antifungal kemoterapinin se¢iminde ve
izlenmesinde daha biiyiik bir rol iistlenmesi istenmektedir. Bu nedenle, dogru ve kestirimci
antifungal duyarlilik testleri artik invaziv mantar enfeksiyonu olan hastalarin yonetimi sirasinda

karar vermeyi kolaylastirmak i¢in zorunlu hale gelmistir (12).

Referans antifungal duyarlilik testinin temel metodolojisi, 1990'larin basinda ilk

standardize edilmis siv1 seyreltme yonteminin (National Committee for Clinical Laboratory
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Standards [NCCLS] M27-P), piyasaya siiriilmesinden bu yana sabit kalmistir ve o zamandan
beri bir mikrotitre plakasinda yiiriitiilen bir mikrodiliisyon yontemini i¢cerecek sekilde modifiye
edilmistir. Klinik ve Laboratuvar Standartlari Komitesi (CLSI) Antifungal Duyarlilik Testi Alt
Komitesi ve Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Bulasict Hastaliklar Derneginin (ESCMID),
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) Antifungal Duyarlilik Testi Alt
Komitesi tarafindan yayinlanip kabul géren referans yontemler artik iyice yerlesmistir. CLSI
Alt Komitesi, maya ve kiiflerin sivi makro ve mikrodiliisyon duyarlilik testi icin referans
yontemleri ve ayrica mayalar ve kiifler i¢in disk difiizyon yontemleri gelistirirken, EUCAST,
fermentatif maya ve konidi olusturan kiifler i¢in sivi mikrodiliisyon yontemleri gelistirmistir
(12).

Kiiltiirde saptanan her mantar patojeni i¢in duyarlilik testi onerilmemektedir. Steril
olmayan vicut bolgelerinden gelen izolatlar genellikle tedavi edilmez ve AFDT
gerektirmeyebilir. Baz1 patojenler igin tercih edilen antifungal ilag, patojenin dogru
tanimlanmasiyla ampirik olarak baslanabilir ve klinik basarisizlik disinda, duyarlilik testi
gerektirmeyebilir. Ayrica, belirlenmis referans sinir degeri olmayan mantar patojenleri i¢in, bir

MIK degeri elde edilebilir ancak net bir klinik yorumu olmayabilir (136).

AFDT ozellikle mantar enfeksiyonu invaziv oldugunda, kazanilmis ila¢ direncinden
stiphelenildiginde veya beklenmedik bir sekilde tedavi basarisiz oldugunda ¢ok degerlidir. Bu
durumlarim her biri igin, in vitro duyarlilik modelini bilmek klinisyene terapotik segimler veya
degisiklikler yaparken bilgi verecektir. Rutin testler i¢in bu endikasyonlar sadece bazi

Candida tiirleri i¢in tanimlanmustir (137,138).

Antifungal duyarlhlik testleri i¢in standardize edilmis ii¢ yontem vardir: sivi diliisyon,
disk difuzyon ve Aspergillus i¢in azol agar taramasi. Yaygin olarak kullanilan diger yontemler
arasinda gradyan diflizyonu ve hizli otomatik cihazlarin kullanimi yer alir. Duyarlilik testi i¢in

yeni metodolojiler gelistirme asamasindadir (135).

2.9.1. Mayalar icin sivi mikrodiliisyon yontemi

Sivi diliisyon, bir ilacin in vitro aktivitesinin, bilinen bir ila¢ konsantrasyonuna sahip
stvi kiiltiirde bir test organizmasina karsi dl¢iilmesi islemidir. Gelistirilen ilk metodolojilerden
biri olarak, gegmisten beri antifungal duyarlilik testi i¢in en yaygin kullanilan teknik olmustur.

Bu teknikte genel olarak, standart bir ortam, 2 katli seri igeren bir test tiipii veya mikrotitre
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plakasi kullanilir. Test edilen mikroorganizmanin biiylimesini 6nceden belirlenmis bir dereceye
kadar azaltan ilag konsantrasyonu, MIK degeri olarak okunur. Izlenen orijinal yontem
makrodiliisyon iken, mikrodiliisyon klinik laboratuvarda rutin kullanim i¢in daha kolay
benimsenmistir. Klinik laboratuvarlarda sivi mikrodiliisyon testi i¢in kabul edilen, CLSI
tarafindan belirlenenler ve EUCAST tarafindan belirlenenler olmak {izere iki standart vardir

(135).

Son zamanlardaki en 6nemli gelisme, sistemik olarak aktif antifungal ajanlar igin tiire
Ozgii siir degerlerin tanitilmas1 ve CLSI sinir degerlerinin 24 saatlik okumaya dayali olarak
revize edilmesi ve bunlart EUCAST tarafindan onerilen ve belgede yaymlananlarla uyumlu

hale getirmesi olmustur (12).

2.9.2. Disk diftizyon testi yontemi

Disk diflizyon testi yontemi, duyarlilik testine yonelik en eski yaklagimlardan biridir ve
bir¢ok klinik laboratuvarda, 6zellikle kaynaklarin siirli oldugu ortamlarda yaygin olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Disk diflizyon testi ucuzdur, tekrarlanabilirdir ve

yorumlanmasi kolaydir (135).

Disk diflizyon testi, sabit bir antifungal ila¢ konsantrasyonu igeren ticari olarak hazirlanmis
kagit disklerin kullanimini igerir. Disk g¢evresinde olusan inhibisyon zonunun c¢api, ilacin

besiyerindeki diflizyon hizi ve izolatin o ilaca duyarlilig: ile ilgilidir (135).

Bu metodolojinin smirlamasi, bir MiK degeri saglamamasidir. Zon ¢ap1 yorumlama
kriterleri, bir¢ok izolatin MIK degerlerinin bilinen zon caplar1 ile karsilastirilmasiyla
gelistirilmistir. Bunun anlami, disk difiizyon kriterlerinin yalnizca halihazirda siir degerleri
olan mantar/antifungal kombinasyonlar1 i¢in gelistirilebilecegidir. Bu, disk diflizyonun siir
degerleri olan bes tiir iginde yer alan Candida izolatlarinin %90'indan fazlasi i¢in yararli oldugu
anlamina gelse de bu yontem ortaya ¢ikan tiirler veya yeni gelistirilen antifungaller i¢in yararl

degildir ¢iinkii sonucu yorumlamanin bir yolu yoktur (135).

Kifler icin disk difizyonunun sivi mikrodiliisyon ile korelasyonu ¢ok iyi degildir ve
sonuglar1 degerlendirmek i¢in yorumlama kriterleri yoktur, ancak CLSI test i¢in bir standart

gelistirmistir (135).
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Teknik olarak basit, ucuz ve ¢ok az ekipman gerektirdigi i¢in disk

diflizyon Candida kiiresel siirveyans programlari i¢in ideal bir test yontemidir (135).

2.9.3. Ticari test yontemleri

Yukarida agiklanan referans yontemlere ek olarak, antifungal duyarlilik testleri i¢in ticari olarak

temin edilebilen tiriinler bulunmaktadir.
2.9.3.1. Gradyan difiizyon seritleri

Sivi mikrodiliisyon ve disk difiizyona bir alternatif, gradyan diflizyon seritlerinin
kullanilmasidir. Bunlar, bir tarafinda 6nceden tanimlanmis, kurutulmus bir antifungal ilag
gradyani igeren, diger tarafinda ise bir konsantrasyon olc¢egi ile isaretlenmis ince plastik veya
nitroseliiloz seritlerdir. Gradyan diflizyon seritleri mantar hiicrelerinin veya konidialarin
ekildigi besiyerine yerlestirildikten sonra, 24 ila 48 saat inkiibe edilir ve antifungal bu siire
zarfinda agar icine yayilir. Mantarlarin elips seklindeki biiylime ¢izgisinin seritle kesistigi nokta

MIK degerini gosterir. Tiim onaylanmis antifungal ilaclar igin seritler mevcuttur.
2.9.3.2. Sensititre yeastone assay

Sensititre YeastOne (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA [eski adiyla TREK
Diagnostic Systems]), kolorimetrik antifungal panel, ticari olarak hazirlanmis bir sivi
mikrodillisyon plakasidir. Diger sivi mikrodiliisyon bigimleri gibi, YeastOne paneli de
antifungal ilacin seri dillisyonlarini iceren 96 oyuklu bir plakadan olusur. Kuyucuklar ayrica
kolorimetrik blylme gostergesi resazurin (alamarBlue) icerir, bu nedenle mantar gelisimi ve
MIK tayini, tantmlanmis bir biiyiime miktar1 yerine kuyucuktaki renk degisikligine dayanir. Bu

yontem, testin nadiren yapildig: bir klinik laboratuvarda kullanim i¢in idealdir.
2.9.3.3. Vitek 2 maya panelleri

Vitek 2 maya duyarlilik paneli (bioMérieux, Hazelwood, MO, ABD), klinik iligkili
Candida tiirleri i¢in bir MIC degeri belirlemek {izere spektrofotometrik okumalari kullanan,
AFDT'ye yonelik otomatik bir yaklasimdir. Kartlar, besiyerinde kurutulmus antifungal ilag
konsantrasyonlar1 iceren kuyucuklar icerir. izolat, salin iginde standardize edilmis bir
konsantrasyona ayarlanir ve kart bir Vitek 2 kart okuyucu/inkiibatér makinesine

yerlestirilir. Her kuyucuktaki biiylime, bir optik tarayici tarafindan 36 saate kadar (ortalama 12
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ila 14 saat) izlenir ve karttaki her antifungal i¢in yorumlama kriterlerli ile birlikte bir MIK

degeri i¢eren bir rapor olusturulur (135).

Bu yontemin sagladigi otomasyon, yiiksek test hacmine sahip klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 igin idealdir. Ozel mikoloji egitimi gerektirmez ve sivi mikrodiliisyonla
karsilastirilabilir dogru sonuglar tireten hizli bir AFST yontemidir (135).
2.9.3.4. Akim sitometrisi

Akim sitometrisi veya floresanla aktive olan hiicre siniflandirmasi (FAHS), antifungal
duyarlilik testinde kullanim i¢in degerlendirilmis mevcut bir teknolojidir. Bir dizi antifungal
ilag seyreltmesi ve bir floresan boya ile boyama isleminin ardindan, mantar hiicrelerinin bir
akim sitometresi kullanilarak floresanlar1 Olgiiliir. Floresanstaki — degisiklikler, hiicre
yasayabilirligindeki degisiklikler olarak yorumlanir ve bu nedenle antifungal kaynakli hasarin

bir gostergesidir (135).

Bu yontemin referans AFDT yontemleri ile karsilastirmalart Candida tiirleri Uzerine
odaklanmistir ve ¢ok sayida tiir iizerinde ¢ok sayida antifungal i¢in iimit verici sonug
vermektedir (139-141) Bununla birlikte, CLSI yontemiyle yiikksek uyuma ragmen, akim
sitometrisinde, 0zellikle C. krusei'de ¢ok biiylik hatalar bildirilmistir. Ayrica, sonuglar sivi
mikrodiliisyon ile kiyaslandiginda en az bir giin yerine birkag saat i¢cinde elde edilse de su anki
haliyle FAHS emek yogundur, yiiksek diizeyde teknisyen uzmanlig1 gerektirir ve kaynaklarin

siirlt oldugu ortamlarda pratik olmaz (135).

2.9.3.5. Maldi-tof kutle spektrometresi

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zaman kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF), protein profillerini dogrudan klinik izolatlardan saptar ve hem
bakteri hem de mantarlarin tanimlanmasi i¢in klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda temel bir
arag haline gelmistir (142). Bu teknoloji, AFDT'de de uygulanmak {izere aragtirilmistir. Genel
olarak, bir izolat, bir antifungal ila¢ konsantrasyonuna maruz birakilir ve MALDI-TOF kitle
spektrometresi ile analiz edilir ve ilaca maruz kalmamis bir kontrol susa kiyasla proteomdaki

herhangi bir degisiklik, antifungal kaynakli hasarin bir gostergesi olarak yorumlanir (143).

Duyarlilik testinde kullanim i¢in MALDI-TOF kiitle spektrometresi gelistirmenin potansiyel
avantajlari, mevcut CLSI metodolojisi tarafindan aciklandigi gibi gorsel okumada mevcut
Oznelligin ortadan kaldirilmast ve sonug¢ alma siiresinin kisalmasidir. Ancak klinik

laboratuvarlarda yaygin olarak uygulanmadan dnce ek ¢alisma gereklidir (135).
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2.9.3.6. Agar bazh antifungal tarama

Fungal izolatlarin, antifungal ajanlar iceren standart agarda biiylime yetenekleri
acisindan taranmasi, ¢esitli durumlarda yararl bir stratejidir. Bdyle bir teknoloji olan X-Plate,
bir petri plakasmin dort ¢eyregine dokiilen Candida CHROMagar't (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, ABD) kullanan kombine bir tanimlama-duyarlilik testi testidir. DOrt
farkli ¢ceyregin her biri ayrica farkli bir flukonazol konsantrasyonu igerir: 0 pg/ml, 8 pg/ml, 16
ug/ml veya 64 pg/ml. Bu sistem, bir Candida tiirtiniin dogrudan klinik bir numuneden koloninin
rengi aracilifiyla varsayimsal olarak tanimlanmasina ve ilacin varligina gore flukonazol
direncinin kategorize edilmesine izin verir. Cesitli duyarlilik profillerine sahip C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis ve C. tropikalis ile test edildiginde X-Plate CLSI s1vi mikrodiliisyon
ile %100 uyum gostermistir (144).

2.9.3.7. PAO tabanh kiiltiir

Gozenekli aliiminyum oksit (PAO), altigen bir dizide diizenlenmis silindirik
gozeneklerden olusan petek benzeri bir malzemedir. PAO, ilag direncini 6lgmek igin yeni bir
yontem olarak aragtirtlmigtir. Genel olarak, bir izolat, belirli bir antifungal ilag konsantrasyonu
iceren bir RPMI plakasina yerlestirilen bir PAO seridi {izerine alt kiiltiirlenir. Bir siire sonra
PAO seridi mikroskobik olarak analiz edilir ve mikrokoloni alanindaki herhangi bir degisiklik,
ilag aktivitesi veya inaktivitesi ile iliskilendirilir. Geleneksel testler icin 24 saatin aksine,
sonuclar yaklasik 3,5 ila 7 saat sonra hazir olur. Bu teknoloji, rutin testlerde kullanim kolaylig:

icin otomatiklestirilebilir ve diger mantarlara uyarlanabilir (135).
2.9.3.8. IMC (izotermal mikrokalorimetri)

I[zotermal mikrokalorimetri (IMC), bir kimyasala tepki olarak 1s1 akiginn
Olcustdur. AFDT baglaminda mikro kalorimetri, mikrobiyal metabolizma ile ilgili oldugu i¢in
1s1 iretiminin kesin miktarinin 6l¢iildiigii ve daha sonra mikrobiyal biiytimedeki degisikliklerle
iligkilendirildigi bir yontemdir. Kisaca, organizmayi, biiylime ortamini ve antimikrobiyal ilacin
seri seyreltilerini igeren siseler, bir IMC cihaz1 i¢inde muhafaza edilir. Biliyiime kontrolii
tarafindan {retilen toplam 1siy1 belirli bir dereceye kadar engelleyen en diisiik ilag
konsantrasyonu hesaplanir ve MHIC (minimal heat inhibitor cancentration) olarak adlandirilir.
Teorik olarak bu yontem, rutin klinik testlerde ve yeni antifungal ilaglarin test edilmesinde

yiiksek verimli kullanim i¢in otomatiklestirilebilir (135).

42



3. GEREC VE YONTEM

Arastirmamiz, Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
2022.04.01.1354 numarali proje ile desteklenmistir. Calismamizin etik kurul onayi, Duzce
Universitesi Girisimsel Olmayan Saglik Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan 2022/133 karar no ile
04.07.2022 tarihinde alinmustur.

3.1. Suslarin Secimi, Saklanmasi ve Canlandirilmasi

Bu calismaya 01.08.2021- 01.08.2022 tarihleri arasinda Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
toplam 127 adet Candida albicans susu dahil edildi. Suslarin se¢iminde enfeksiyon ve
kolonizasyon ayrimi yapilmadi. Ayni hastaya ait birden fazla 6rnek olmasi durumunda, ilk
ornekten izole edilen suslar disindaki ornekler kullanilmadi. Tiim suslar icin izole edildikleri
SDA (Condalab, Ispanya) besiyerinden alman saf koloniler brain-heart infiizyon broth
(Plasmatec) iceren eppendorf tiipiine konuldu. 24 saat 37°C etiivde bekledikten sonra ¢alisma
glnine kadar -20°C’de saklandi. Caligma siireci basladiginda ependorf tiipleri 37 °C etiivde 2
saat bekletildi ve SDA besiyerine ekim yapilarak 37 °C ‘de 18-24 saat inkiibe edildi. Uremesi
olmayan suslara ait ependorf tiipleri 24 saat daha etiivde bekletilerek yeniden ekim yapilarak

mikroorganizmalarin iiremeleri saglandi.

3.2. Candida Albicans izolatlarim Tanimlanmasi

Uremesi saglanan Candida suslarmin identifikasyonu asagidaki testler uygulanarak yapilmustir.

3.2.1. Germ tUp testi

Test edilecek maya kolonisinden az bir miktar alinarak, 0,5 ml tavsan veya insan serumu iceren test
tipiinde stispanse edildi. Test tipl 35°C’de 2 saati gegmemek {iizere inkiibe edildi. 3. Maya-serum
stispansiyonundan pastor pipeti ile bir damla lama damlatilds, bir lamelle kapatildi ve mikroskobik olarak
germ tiip varhg arastirildi. Inceleme 151k mikroskobunda 40x objektifile yapildi. Incelemede ana hiicreden
cikan ve baslangic noktasinda bogumlanma yapmayan, uzunlugu boyunca belirgin kabarik olmayan,
flament6z uzantilar germ tiip olarak degerlendirildi. Germ tiip goriilen 6rnekler Candida albicans lehine
diistiniilerek diger tamimlama islemlerine devam edildi (102).
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3.2.2. Miisir unu-tween 80 agarda mikroskobik degerlendirme

Mayalarin mikroskobik morfolojisini incelemek i¢in Dalmau plak yontemi kullanildi.
Misir unu-Twen 80 agara (Condalab, Ispanya), saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze bir
miktar alinarak 6zeyi dibe kadar batirmadan ve besiyerini yirtmadan ¢izgi seklinde ince ekim
yapildi. Ekimi seyreltmek i¢in ilk ¢izgiye paralel {i¢ veya dort ¢izgi daha yapildi.

Ekim cizgilerinin tizerine lamel kapatilarak oda sicakliginda 24-72 saat inkibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 151k mikroskobunda 10x ve 40x objektif ile hif ve spor yapilar1 incelendi.
Psodohiflerin uclarinda ve yan dallarinda goriillen yuvarlak, kalin duvarl, biiyiik
klamidosporlar ile hif birlesim yerlerindeki blastospor kiimeleri gorulen drnekler C. albicans
olarak degerlendirildi. (5)

Sekil 1. Isik mikroskobunda 40x biiyiitmede klamidospor goriintiisii
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3.2.3.Kromojenik Besiyeri ile Degerlendirme

Izolatlarin kromojenik agarda identifikasyonu i¢in Chromagar Candida (Condalab, Ispanya)
besiyeri kullanildi. SDA besiyerinde liremis olan kolonilerden 6ze ile alinarak kromojenik
besiyerine ekim yapildi. 35 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra koloni rengi yesil olan iiremeler

Candida albicans lehine degerlendirildi (5)

3.2.4. Otomatize sistem ile identifikasyon
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Suslarin tanimlanmasi i¢in ayrica Vitek 2 (bioMerieux, France) otomatize sistem
kullanildi. Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda, 24 saatlik taze kiiltiirden steril oze
yardimiyla yeterli miktarda saf liremis maya kolonisi alinarak 3 ml steril % 0,45’lik sodyum
kloriir (NaCl) ile 12 x 75 mm’lik temiz plastik polistiren test tiipleri icerisinde sulandirildi.
McFarland 2,0 bulaniklifinda olacak sekilde ayarlandi. Candida siispansiyonu igeren test
tiipleri 6zel kasetlere, Vitek 2 ID-YST kartlar1 ise komsu yuvaya yerlestirildi. Bu kartlara
karsilik gelen siispansiyon tiiplerinden kartlara yeterli sivi emilimi olduktan sonra, kart
iizerindeki barkodlar okutularak cihaza yerlestirildi. Yaklasik 15-18,5 saat icerisinde cihazdan

identifikasyon sonuglar1 alindi.

3.3. Proteinaz varh@inin gosterilmesi

Proteinaz aktivitesi iki farkli icerikteki besiyeri ile test edildi. Izolatlarin proteinaz aktivitesinin
arastirilmasi i¢in %1°lik sigir serum albumini (BSA) i¢eren besiyeri kullanildi. Bunun igin bir
litre distile su icinde 2 g BSA (Sigma-Aldrich), 1,45 g YNB (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
ABD), 20 g glikoz ve 20 g agar iceren besiyeri hazirland1. (145,146) Agar ve glikoz 900 ml
distile su i¢inde karistirildi ve otoklavda sterilize edildi. BSA ve YNB 100 ml distile suda
eritilerek 0,22 pm’lik kagit filtreden (Isolab) gecirildi. Otoklavdan ¢ikip 50 °C’ye kadar
sogumus olan ilk karisima eklendi. ikinci besiyeri icin ise ayni dlciilerdeki malzemelere ek
olarak 1 gr KH2PO4 ve 0,5 gr MgS04.7H>0 da kullanildi. Her iki sekilde hazirlanan ¢ozeltiler
9 cm’lik petri kaplarina dokiildii. 4 °C’de saklanda.

Test edilecek maya suslari i¢in stok kiiltiirler SDA besiyerine ekildi. 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Ureyen saf koloniler 6ze ile alinarak steril distile suda 0,5 McFarland bulanikliginda
hazirlandi. Bu siispansiyondan mikropipet ile 10 mikrolitre alinarak bir besiyerine en fazla 4
sus olacak sekilde konuldu ve besiyerleri 37 °C’de 1 hafta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda olusan iireme zonunun ve etrafinda protein parcalanmasina bagli olusan seffaf
bolgenin caplari 6l¢iildii. Proteinaz aktivitesi; koloni ¢api ile koloni etrafinda olusan seffaf zon
capinin toplaminin koloni ¢apina orani ile belirlendi ve Prz degeri olarak ifade edildi. Prz degeri
1.0 ise negatif; 0.9-1 ise 1+; 0.89-0.8 ise 2+; 0.79-0.7 ise 3+ ve < 0.69 ise 4+ olarak
degerlendirildi (147).

Sekil 2. BSA besiyerinde 1 haftalik inkiibasyon sonras1 goriintii
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3.4. Flukonazol icin Antifungal Duyarhhk Testi

Calismaya dahil edilen izolatlarin antifungal duyarliliklari, sivi mikrodiliisyon
yonteminde referans yontemlerden biri olan EUCAST E.DEF 7.3.2 (148) kilavuzu 6nerilerine
gore ¢alisildi ve yorumlandi. Caligmada kalite kontrol amaciyla C. albicans ATCC 90028 susu
kullanildi.

Test diiz tabanli kuyucuklu mikrodiliisyon plaklarinda gergeklestirildi. Yontemin basamaklari
asagidaki gibi uygulandi.

3.4.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Besiyeri olarak glutaminli, bikarbonatsiz, %2 glikoz igeren RPMI 1640 (Capricorn Scientific,
Almanya) kullanildi. Son konsantrasyon 0.165 mol/L ve Ph 7.0 olacak sekilde 3-(N-
morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) (Goldbio, ABD) kullanildi. RPMI 1640 igerigi
Tablo 4’te listelenmistir. Maya inokulumu eklendiginde %350 [1:1] diliisyon elde edebilmek
icin besiyeri 2 kat yogunlukta hazirlandi. Hazirlik asamalari su sekilde gergeklestirildi:
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1. Tablo 4’teki malzemeler 900 ml distile su i¢ine kondu.

N

. Igerik iyice ¢oziinene kadar karistirild.

[98)

. Karigtirma esnasinda, 25 °C’de 1 M sodyum hidroksit eklenerek pH 7.0’ a ayarlandi.

B

. Son hacmi 1000 ml’ye tamamlamak i¢in gereken su eklendi.

w

. 0.22 um membran filtreden gegirilerek sterilizasyon yapildi.
6. Calisma giiniline kadar 4 °C’de sakland.
7. Kullanmadan 6nce kanli ve EMB besiyerlerine ekim yapilarak sterilite kontrolii yapildi.

Tablo 4. RPMI 1640 besiyeri igerigi

Malzemeler Miktar
Distile su 900 ml
RPMI 1640 20,8 g
MOPS 69,06 g
Glukoz 36 ¢

3.4.2. Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Caligmada antifungal etken madde olarak; flukonazol (Cayman Chemical, ABD)

kullanildi. Antifungal ila¢ miktar1 asagidaki formiile gore ayarlandi:
Agirlik (g)= [Hacim (L) x Konsantrasyon (mg/L)] / Potens (mg/g)]

Toz flukonazol, kalibre edilmis bir analitik terazide ve terazi hassasiyetinden en az 10 kat fazla
olacak miktarda tartildi. Antifungal ila¢ stok ¢ozelti konsantrasyonu, hedef konsantrasyondan
200 kat yuksek olacak sekilde hazirlandi. Stok soliisyonda ¢oziicii olarak DMSO (Sigma)
kullanildi. Karistiric: {izerinde 1 saat karistirilarak tozun tamaminin ¢ziildiigii gozlendi. Islem

gundne kadar -70 °C’de muhafaza edildi.
3.4.2. Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Mikrodiliisyon plakalarinda kullanilacak olan RPMI, maya inokulumu eklendiginde
%50'lik bir seyreltmeye izin vermek i¢in son konsantrasyonun 2 kati yogunlukta hazirlandi.

Stok soliisyondan calisma soliisyonlarini hazirlamak i¢in gerekli asamalar su sekildedir:
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1. -70 °C dondurucudan antifungal ilag stok tiipii alindi. Coziilmesi i¢in en az bir saat

beklendi.

2. Tablo 5’teki miktarlarda DMSO dokuz tiipe dagitildi. Ik tiiple beraber toplam 10 tiip

caligma soliisyonu elde edildi.

3. Son konsantrasyonun 200 kat1 (12800 mg/L) bir seyreltme serisi olusturmak i¢in Tablo

5'teki adimlar izlendi.

4. 9,9 mL iki kat yogunluklu RPMI on tlpe dagitildi.

DMSO i¢inde 200 kat antifungal ilag konsantrasyonu igeren tiiplerin her birinden 100 pL alind:

ve 9,9 mL RPMI igeren on tiipe aktarildi (1:100 seyreltme). Boylece istenen final flukonazol

konsantrasyonun 2 kati elde edilmis oldu. Inokulum siispansiyonu ile 1:1 diliisyon yapildiginda

tablodakilerin yarist olan son konsantrasyona ulasildi.

Tablo 5. Nihai konsantrasyonu 0,125-64 mg/L olan antifungal seyreltme serisi hazirlanmasina

yonelik ISO (Uluslararas: Standardizasyon Orgiitii) Semasi

DMSO | Ara Son
Konsantras Antifungal )
Adim Kaynak hacmi | konsantrasyo | konsantrasyon
yon (mg/L) hacmi (uL)
(rL) | n(mg/L) (mg/L)*
1 12 800 Stok 200 0 12,800 128
2 12 800 Stok 100 100 6,400 64
3 12 800 Stok 50 150 3,200 32
4 12 800 Stok 50 350 1,600 16
5 1600 Adm4 | 100 100 800 8
6 1600 Adm4 |50 150 400 4
7 1600 Adim4 |50 350 200 2
8 200 Adm7 | 100 100 100 1
9 200 Adm7 |50 150 50 0.5
10 200 Adim7 |25 175 25 0.25

* 2 kat yogunluklu RPMI ile 1/100 diliisyondan sonra konsantrasyon (mg/L)

3.4.3. Mikrodiliisyon plaklariin hazirlanmasi

Yaklagik 300 pL kapasiteli, diiz tabanli 96 kuyucuklu, steril plastik mikrodiliisyon

plaklar1 kullanildi. Mikrodiliisyon plaklarinin her siitununun 1 ila 10 numarali kuyucuklarina,
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flukonazolun karsilik gelen konsantrasyonunu (2 x son konsantrasyon) igeren tiiplerin her
birinden 100 pL dagitildi. Siitun 11 ve 12'nin her kuyucuguna 100 pL iki kat yogunluklu RPMI
%?2 besiyeri konuldu. Ayni giin kullanilmayacak olan plaklar ¢alisma giiniine kadar -20 °C’de

saklandi.
3.4.4. inokulum hazirlanmasi

Dogru ve tekrarlanabilir antifungal duyarlilik testleri i¢in inokulumun standardizasyonu

onemlidir. Nihai inokulum 0,5 x 10° ile 2,5 x 10’ CFU/mL arasinda olmalidur.

Maya inokiiliimii i¢in, tiim suslar testten once 18-48 saat boyunca SDA besiyerinde 37
°C'de inkiibe edildi. Kiiltlirlerden >1 mm ¢apinda bes ayr1 koloni en az 3 mL steril distile su
icinde siispanse edilerek inokulum hazirlandi. Siispansiyon yaklasik 2.000 rpm'de bir vorteks
karigtirict ile 15 saniye boyunca homojenlestirildi. 530 nm dalga boyunda bir
spektrofotometrede absorbansi 6lgerek ve gerektigi zaman steril distile su ekleyerek hiicre
yogunlugunu 0,5 McFarland yogunluguna ayarlandi. Béylece 1-5 x 10°® CFU/mL'lik bir maya
siispansiyonu elde edildi. 1-5 x 10> CFU/mL elde etmek igin steril distile su ile 10 kat diliisyon
yapildi.

3.4.5. Mikrodiliisyon plaklarina inokiilasyon

Mikrodiliisyon plakasinin ilk 11 siitunundaki kuyucuklarina 100 pL 1-5 x 10° CFU/mL
maya siispansiyonu konuldu. 12. siitundaki kuyucuklara ise sterilite kontrolii olarak, inokulum

hazirlarken kullanilan distile sudan 100’er pL konuldu.
3.4.6. Mikrodiliisyon plaklarinin inkiibasyonu

Mikrodiliisyon plaklari 35 °C'de 48 saat boyunca inkiibe edildi. 48 saat sonunda pozitif

kontrol kuyucugundaki iiremesi 0,2'lik absorbansa ulasamayan testler gegersiz kabul edildi.
3.4.7. Sonuglarin degerlendirilmesi

Mikrodiliisyon plaklart bir spektrofotometrik mikroplak okuyucu ile 450 nm dalga
boyunda degerlendirildi. ilk okuma 24 saat sonunda yapildi ve MIK degerleri belirlendi.
Inkiibasyon siiresi, suslarin tolerans dzelligini de test edebilmek igin 48 saate tamamland ve
48. saatte yeni bir okuma yapildi. MiK degeri, negatif kontrol kuyucuguna gére > %50 bilyiime

inhibisyonu saglayan en diisiik ila¢ konsantrasyonudur.
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Klinik direng siir degeri olarak, flukonazol i¢in > 8 pg/ml direngli (R), 4 pg/ml doza bagimli

duyarli (DBD) ve <2 pg/ml duyarli (S) olarak degerlendirildi(148)

Sekil 3. 48 saat inkiibasyon sonunda bir mikrodiliisyon plagi
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3.5. Quantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Tepkimesi (QRT-PZT)

3.5.1. RNA Eldesi
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Suslardan RNA izolasyonu i¢in Hybrid-R™ (GeneAll®, Kore) kiti kullanilarak, dretici

firma onerileri dogrultusunda ¢alisildi.

1. Bir 6ze dolusu Candida kolonisi alind1 ve 2 ml’lik tiipe konuldu. Mikrohomojenizasyon

yapildi ve 1 ml Buffer P eklendi.

2. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyon yapildi.

3. karigtma 200 ul Chloroform isoamyl eklendi, ters cevrilerek iyice karigtirildi ve oda

sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
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4. 12000 devirde, 4 C°’de 15 dakika santrifiij edildi ve tiipiin iizerinde kalan siv1 faz yeni bir
tiipe aktarildi.

5. Esit hacimde Buffer RB eklendi ve ters ¢evrilerek iyice karistirildi.

6. Lizat, spin kolona dikkatlice aktarildi. 12000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi. Gegis fazi
atild1 ve spin olon tekrar toplama tiipiine konuldu. Bu basamak, 6rnegin kalan kismiyla 1 defa

daha tekrar edildi.

7. 700 pl Yikama Tamponu | eklendi, 12000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi ve gegis fazi

atildi. Spin kolon tekrar toplama tiipiine konuldu.

8. 600 pul Yikama Tamponu II eklendi, 12000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi ve gecis faz1

atildi. Spin kolon tekrar toplama tiipiine konuldu.

9. Kalan yikama tamponun temizlenmesi i¢in en yiiksek devirde 1 dakika daha santrifiij

gerceklestirildi. Mini spin kolon, yeni bir 1,5 ml’lik tiipe transfer edildi.

10. 50-100 pl 1litilmis, RNA igermeyen su eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. En
yiiksek devirde 1 dakika santrifiij yapildi.

11. Saflagtirilmig RNA, hemen kullanilacaksa-20 C°’de, daha uzun sureli depolama igin ise -
70C° veya -80C°’de saklanabilir.

3.5.2. cDNA Sentezi

RNA izolasyonundan sonra cDNA sentez fazina gegildi.

cDNA sentezi i¢in cDNA Synthesis Kit (A.B.T.™, Tiirkiye) kullanildi. Kit i¢erigi Tablo 6’da
gosterilmistir.

Tablo 6. cDNA sentez kiti igerigi

Icerik Hacim
Reverse Transcriptase (200 U/ul) 50 ul
10X Reaction Tamponu 250 ul
RNase Inhibitor (40 U/pl) 25 ul
20X dNTP mix (2.5 mM each) 50 pl
Random hexamer (50 uM) 100 pl
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RNase icermeyen su 2 mi

Kit bilesenleri bir mikrotiip igerisinde, tablo 7 ‘deki o6neriler dogrultusunda karistirildi. Tiip
kisa siire santrifiijlendi. Revers transkriptaz reaksiyonuna kadar buz iizerinde bekletildi.

Tablo 7. cDNA sentezi igin kullanilan mastermiks igerikleri ve voliimleri

20 pl Revers Trankripta Reaksiyonu i¢in Hacim
10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mM each) 1ul
Random hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200 U/ul) 1l
RNase Inhibitor 0,5 ul
RNase icermeyen su 3,5ul
RNA Ornegi 10 pl

Revers transkriptaz reaksiyonu i¢in 10’ar pl mastermix ve 10 pl Rna 6rnegi tiiplere dagitild.
Hava kabarciklarini gidermek ve igerigi karistirmak i¢in kisa siire santrifiij edildi. Tablo 8’de

gosterilen kosullarda cDNA sentezi yapildi.

Tablo 8. cDNA sentezi igin kullanilan revers transkripsiyon reaksiyonunun kosullari

RT adimlari Sicaklik (°C) Sire Siklus
l.adim 25 10 dakika 1
2.adim 37 120 dakika 1
3.adim 85 5 dakika 1
4.adim 4 0 1

3.5.3.Real time qPCR

cDNA elde edildikten sonra real time qPCR asamasina gecildi. Bunun i¢in 2X qPCR
SYBR-Green MasterMix (A.B.T.™ | Tiirkiye) kiti kullanildi. Housekeeping gen olarak ACT]1,

referans sus olarak Candida albicans ATCC 90028 kullanildi.
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Calismamizda kullanilan primer dizileri Tablo 9°da, Real time qPCR i¢in kullanilan

mastermiks icerikleri Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 9. Real time qPCR’da kullanilan primer dizileri

Primer ad1 Primer dizisi (5'-3")

ERG11-F ACTCATGGGGTTGCCAATGTT

ERG11-R GAGCAGCATCACGTCTCCAA

ACT1-F AGGTTTGGAAGCTGCTGGTA

ACT1-R ACGTTCAGCAATACCTGGGA

SAP2-F AACAACAACCCACTAGACATCACC

SAP2-R TGACCATTAGTAACTGGGAATGCTTTAGGA

Tablo 10. Real time qPCR i¢in kullanilan mastermiks icerigi

20 pl PCR reaksiyonu icin Hacim
A.B.T.™ 2X qPCR SYBR- Green MasterMix 10 pl
Forward Primer (10 uM) 1l
Reverse Primer (10 pM) 1l
cDNA 06rnegi 2 ul
RNase Icermeyen Distile Su 6 ul

MasterMix hazirlandiktan sonra, tablo 11°deki reaksiyon kosullarinda,

Montania 4896

(Anatolia geneworks, Tiirkiye) cihazinda real time qPCR islemi gerceklestirildi.
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Tablo 11. Real time qPCR reaksiyon kosullari

PCR Adimi Sicaklik (°C) Sire Déngl
Baslangig 95 300 saniye 1
denaturasyonu

Denaturasyon 95 10-30 saniye 25-40
Baglanma 55-68 10-60 saniye

Erime Egrisi 65-95 2-5 saniye/adim 1

3.5.4. Rolatif Kantitasyon Hesaplama
Relatif ekspresyonlar AACT yontemi ile hesaplandi. Referans olarak ACT1 geni,
normalizasyon i¢in Candida albicans ATCC 90028 susu kullanildu.

3.5.5. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS v.22 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi ile yapilmistir.
Sayisal verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmis, grup karsilastirmalarinda
Mann-Whitney U test kullanilmis, kategorik verilerin analizi ise Fisher-Freeman-Halton testi
ile yapilmistir. Korelasyon analizi i¢in Spearman’s rho kullanilmistir. Sayisal verilerin
tanimlayici istatistikleri ortanca deger, minimum-maksimum ile kategorik veriler say1 ve ylizde

olarak sunulmustur. Istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak dikkate alinmistir.

4. BULGULAR

Bu calismada toplam 127 adet Candida albicans susu degerlendirilmistir. Orneklerin
79’u (%62) kadin, 48’1 (%38) erkek hastalara aittir. Hastalarin yas araligr 0-93 olup, yas
ortalamasi 55,8 ve ortanca degeri 63’tiir. Calismamizdaki mayalarin 56’s1 (%45) yatakli
servislerden, 47’si (%37) polikliniklerden, 24 (%18)’ii ise yogun bakim initelerinden
gonderilen 6rneklerden izole edilmistir. Calisilan mayalarin 6rnek tiirline gore dagilimi Tablo

12°da gosterilmistir.
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Tablo 12. Suslarin 6rnek tiiriine gére dagilimi

Ornek TUru Say1 % P degeri
Idrar 84 66.1
Vajen 17 133
Balgam 12 9.4
Kan 3 23
Yara 3 23
DTA* 3 23
Kan kateter 1 078 p<0,001
BAL** 1 0,78
Periton 1 0.78
Plevra 1 0.78
Apse 1 0,78
Toplam 127 100

*Derin Trakeal Aspirat, **Bronkoalveolar Lavaj

Tir diizeyinde tamimlama sonrasi elde edilen 127 adet Candida albicans susuna,
KH>PO4 ve MgS04.7H>0 igeren ve icermeyen 2 (iki) ayr1 BSA besiyerinde proteinaz aktivitesi
bakilmistir. Sonuglarin okunmasi esnasinda, bu kimyasallar1 icermeyen besiyerlerindeki
degerlendirme, iceren besiyerlerindeki degerlendirmeye gore, daha az bulaniklik oldugundan
daha kolay olmustur. Her iki besiyerinde dlgiilen zon ¢aplar1 birbiri ile ayni olmustur. Toplam
127 sustan 103 tanesinde (%81,1) proteinaz pozitifligi saptanmistir. Suslarin proteinaz

aktivitesine gore siniflandirilmas: Tablo 13‘de yer almaktadir.

Tablo 13. Suslarin proteinaz aktivitesine gore dagilimi

Proteinaz Say1
- %
aktivitesi (n)
4+ 91 71,65
3+ 11 8,66
2+ 0 0
1+ 1 0,78
Negatif 24 18,89
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izole edilen 127 Candida albicans susuna sivi mikrodiliisyon antifungal duyarlilik testi

yapilmistir. Spektrofotometrik mikroplak okuyucu 24. saatte ile 450 nm dalga boyunda

degerlendirilen sonuglara gore 127 izolattan 123 (%96,86) tanesi ve Candida albicans ATCC

90028 susu flukonazole duyarh, dort adet (%3,14) sus direngli bulunmustur. Suslarin MiK

degerlerine gore dagilimi tablo 14°de yer almaktadir.

Tablo 14. Suslarin flukonazol MIK degerlerine gore dagilimi

MIK degeri Say1 (n=127) %
n %

0,125 63 49 60

0,25 46 36,22

05 - - *96,86
1 4 3,14

2 3 2,36

16 3 236

32 1 0,78 3,14

*Duyarl suslarin orani,**Direncli suslarin orani

Izolatlarin 24. Saat MIK degerleri kaydedildikten sonra toleranslarim degerlendirebilmek igin

inkiibasyon streleri 48 saate uzatildi ve 48 saat sonunda yeniden degerlendirilme yapildi. Bu

sire sonunda toplam 127 susun 38 (%29,92) tanesinde MIK degerlerinin yiikseldigi

gozlenirken, 89 (%70,08) tanesinde ise degisim olmadi. MIK degerleri yiikselmesi sonrasi

duyarl profilden doz bagimli duyarl: profile gecen 3 (ii¢) sus oldu, diger suslarin duyarhlik

profili degismedi. Olgiilen MIK degerinde degisim olan olan suslarin sayis1 ve kag diliisyon

degisim kaydedildigi Tablo 15°da gosterildi. Flukonazole direngli suslarm ikisinde MIK

degerlerinde bir diliisyon yiikselme olurken, diger ikisinde degisiklik gdzlenmedi.
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Tablo 15. izolatlarin 48. Saatte Slgiilen flukonazol MiK degerlerinin 24. Saatte dlgiilene gore

degisim durumlari

MiK yiikselme seviyesi Toplam sus %
Bir dilisyon yikselme 33 25,08
Iki diliisyon 4

3,14
Uc dillisyon 1 078
Yok 89

70,07
Toplam 127 100

Izolatlarin 48. saatte yapilan MIK 6l¢iimlerinde gelisen yiikselmeler ile flukonazole olan

duyarlilik arasinda anlamli bir iliski gozlenmemistir (p=0,637). Bu durum Tablo 16’da

gosterilmistir.

Tablo 16. Flukonazol duyarlihi ve 48. saat MiK yiikselmesi iliskisi

MIK Duyarhhik durumu Toplam

yukselmesi  48. B Eeie
saat sonucu S (n) R (n) (n)

Yok 87 2 89

1kat 31 2 33

0,637

2 kat 3 0 3

3 kat 2 0 2

Calisma suglarinin proteinaz degerleri negatif, 1+, 2+, 3+ ve 4+ olarak gruplandirilmigtir. Bu

gruplara gore suslarin antifungal duyarlilik degerleri incelenmis; ancak aralarinda istatiksel

olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,718). 2+ proteinaz degeri olan sus saptanmamustir.

Suslarin flukonazole duyarlilik durumlarina gore proteinaz degerleri karsilastirilmasi tablo

17°de gosterilmistir.
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Candida albicans suslarinin, hesaplanan proteinaz degerleri herhangi bir siniflama yapilmadan
ve MIK degerleri sayisal olarak incelenerek istatiksel analiz yapildiginda da, anlaml1 bir sonug

sonu¢ vermedigi gorlilmiistiir (p=0,454)

Tablo 17. izolatlarin flukonazole duyarlilik durumlarinin proteinaz aktiviteleri ile iliskisi

MiK Toplam
Proteinaz degeri
S (n) R (n) (n) P
Yok n 24 0 24
1+ n 1 0 1 0 , 718
3+ n 11 0 11
4+ n 87 4 91

Calisilan 127 izolattan 44 tanesinin ERG11 VE SAP2 gen ekspresyon seviyeleri qPCR ile
calisildi. PCR yapilan 44 susun ERG11 ekpresyon seviyeleri incelendiginde; 25 susun ATCC
susuna gore daha fazla, 14 susun daha az ERG11 ekprese ettigi goriilmiistiir. 5 susta ise ERG11
ekpresyonu goriilmemistir. Ekspresyon seviyelerinin ATCC’ ye gore kat degisimleri Tablo

18’de gosterilmistir.
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Tablo 18. Izolatlarin Candida albicans ATCC 90028’e gore ERG11 ekspresyon seviyeleri

Sus numarasi ERG11 kat degisimi
6 2,4
16 1,19
29 333,15
63 1,06
67 2,05
94 3,42

128 4,41
206 2,59
325 5
384 1,91
391 2,21
416 2,1
464 67,65
483 3,79
486 1,34
496 5,98
546 10,71
o717 1,04
613 2,48
629 11,96
633 1,25
638 1,01
645 4,09
712 72,01
721 15,14

PCR yapilan 44 susun SAP2 ekpresyon seviyeleri incelendiginde; 13 susun ATCC susuna gore

daha fazla, 12 susun ise daha az SAP2 ekprese ettigi goriilmiistiir. 19 susta ise SAP2 ekpresyonu
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goriilmemistir. SAP2 ekspresyon seviyelerinin ATCC’ ye gore kat degisimleri tablo 19°te

gosterilmistir.

Tablo 19. izolatlarin Candida albicans ATCC 90028’e gore SAP2 ekspresyon seviyeleri

Sus numarasi SAP 2 kat degisimi
16 1.3
29 168,9
45 1,04
67 4,44
128 4,23

206 2,38
384 1,95
486 1,39
496 2,28
546 2,08
613 46,21
635 1,43
712 12,82

PCR sonuglaria gore hem ERG11°1 hem de SAP2’yi ATCC susuna gore daha fazla eksprese

ettigi saptanan toplam 11 susun ekpresyon seviyeleri incelendiginde,

degerleri arasinda orta diizeyde pozitif yonlii korelasyon bulunmustur (p:0,029, r:0,655) .

ERGI1 ve SAP2

Ortak olarak ERG11 ve SAP2 pozitifligi gosteren 26 susun ekpresyon seviyeleri incelendiginde

de, ERG11 ve SAP2 degerleri arasinda orta diizeyde pozitif yonlu korelasyon goriilmiistiir

(p<0,001).

ERG 11 ve SAP2 ekpresyonu grupsal iliskisi (negatif, ATCC’den az ekpresyon ve ATCC’den

fazla ekspresyon olmak iizere 3 grup) tablo 20°de gosterilmistir.
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Tablo 20. Suslarin ERG11 ve SAP2 ekpresyon durumlarmnin birbirleri ile iliskisi

SAP2 ekpresyonu
ERG11 Negatif | ATCC’den | ATCC’den P
Toplam
ekpresyonu (n) az (n) fazla (n)
Negatif (n) 3 1 1 5
ATCC’den az (n) 5 8 1 14
0,074
ATCC’den fazla (n) 8 6 11 25
Toplam (n) 16 15 13 44

Suglarin ERG11 ekpresyon seviyeleri ve flukonazole duyarlilik iliskisi incelendiginde,

istatiksel olarak baglantili olduklarina dair bir deger bulunmamaistir. Flukonazole duyarliliklarin

ERGI11 ekpresyonu ile grupsal ( negatif ekpresyon, ATCC susundan az ekpresyon ve ATCC

susundan fazla ekpresyon olmak iizere 3 grup) karsilastirilmasi Tablo 21°de gosterilmistir.

Tablo 21. Flukonazole duyarliliklarin ERG11 ekpresyonu ile grupsal ( negatif ekpresyon,

ATCC susundan az ekpresyon ve ATCC susundan fazla ekpresyon olmak (izere (¢ grup)

karsilastirilmasi
ERG11 Duyarhhk
ekpresyonu S R Toplam p
Negatif 5 0 5
ATCC’den az 13 1 14 0999
ATCC’den fazla 22 3 25
Toplam 40 4 44
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44 adet Candida albicans susundan, ATCC susuna gore fazla ERG11 ekprese ettigi
bulunan 25 susun ekpresyonlarmin sayisal degerleri ile flukonazole duyarlilik iliskisi
incelendiginde, istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamistir (p:0,358) ERG11 ekpresyonu
olmayan bes negatif sus ¢ikarilarak kalan 39 susun ekpresyonlarinin sayisal degerleri yapilan
hesaplamada ERG11 ekpresyonu ve flukonazole duyarlilik arasinda istatisriksel olarak anlamli

bir iligki bulunmamaistir (p=0,817).

Suslarin SAP2 ekpresyon seviyeleri ve flukonazole duyarlilik iligkisi incelendiginde,
istatiksel olarak baglantili olduklarina dair bir deger bulunmamuistir. Flukonazole duyarliliklarin
SAP2 ekpresyonu ile grupsal ( negatif ekpresyon, ATCC susundan az ekpresyon ve ATCC

susundan fazla ekpresyon olmak iizere U¢ grup) karsilastiritlmas1 Tablo 22°de gosterilmistir.

Tablo 22. Flukonazole duyarliliklarin SAP2 ekpresyonu ile grupsal karsilastiriimasi

SAP2 Flukonazole Duyarhhk Toplam
ekpresyon
Negatif (n
gatit (n) 15 1 16
ATCC’den az (n)
14 1 15
0,6
ATCC’den fazla (n) 11 2 13
Toplam 40 4 44

44 adet Candida albicans susundan, ATCC susuna gore fazla SAP2 ekprese ettigi bulunan 13
susun ekpresyonlarinin sayisal degerleri ile flukonazole duyarlilik iligkisi incelendiginde,
istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamistir (p:0,358). SAP2 ekpresyonu olmayan 19
negatif sus cikarilarak kalan 25 susun ekpresyonlarmin sayisal degerleri ile yapilan
hesaplamada, ERG11 ekpresyonu ve flukonazole duyarlilik arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmamistir (p=0,554).
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127 adet Candida albicans’tan PCR yapilan 44 sus, proteinaz degerlerine gore siniflandirildi.
Proteinaz pozitifliginin, suslarin ERG11 ekpresyon seviyesi gruplarina gore durumlari tablo

23’te gosterilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamistir.

Tablo 23. izolatlarin ERG11 ekpresyon durumlarinin proteinaz varligi ile iliskisi

ERG11 Proteinaz varhg
ekpresyonu Yok 4+ Rl Ce
Negatif (n=5) 2 3
Ekspresyon degeri ATCC susundan daha diisiik A 10
pozitif olanlar (n=14) 0,415
Ekspresyon degeri ATCC susundan daha diisiik . 1

pozitif olanlar (n=25)

ERGI11 ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri de, suslarin proteinaz ozelligi ile
karsilagtirtlmistir. 44 adet sugtan ERG11 ekspresyonu saptanan 39 tanesinin 22°sinde proteinaz
pozitifligi varken, 17 tanesi proteinaz negatif bulunmustur. Proteinaz pozitifligi ve ERGI11
ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri arasinda anlamli bir istatiksel iligki bulunmamistir
(p=0,126).

ERG11 ekspresyon seviyesi incelenen 44 grnekten, ATCC susuna gore daha fazla gen
ekprese ettigi saptanan 25 susun ekpresyon seviyeleri de, proteinaz varligina gore incelendi. Bu

suslarmn 12 tanesi proteinaz pozitif, 13 tanesi ise proteinaz negatifti. istatiksel olarak anlaml1 bir

iliski bulunmad (p=0,328).

44 adet susun proteinaz pozitifliginin, suslarin SAP2 ekpresyon gruplarina gore

durumlar1 Tablo 24°de gosterilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamustir.
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Tablo 24. Izolatlarin proteinaz aktivitelerinin SAP2 ekpresyonu ile iliskisi

Proteinaz varhg:
SAP2 ekpresyonu

Yok 4+ Toplam b
Negatif (n) 9 7 16
ATCC susundan az ekpresyon (n) 5 10 15

0,409

ATCC susundan fazla ekpresyon 5 8 13
(n)
Toplam (n) 19 25 44

SAP2 ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri de, suslarin proteinaz ozelligi ile
karsilastirilmistir. 44 adet sustan SAP2 ekspresyonu saptanan 28 tanesinin 10’unda proteinaz
pozitifligi varken, 18 tanesi proteinaz negatif bulunmustur. Proteinaz pozitifligi ve SAP2
ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri arasinda anlamli bir istatiksel iligki bulunmamistir

(p=0,811).

SAP2 ekspresyon seviyesi incelenen 44 6rnekten, ATCC susuna gore daha fazla gen
ekprese ettigi saptanan 13 susun ekpresyon seviyeleri de, proteinaz varligina gore incelendi. Bu
suslarin 8 tanesi proteinaz pozitif, 5 tanesi ise proteinaz negatifti. Karsilastirmali degerler Tablo

24°te gosterilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir (p=0,242).

127 adet Candida albicans’tan PCR yapilan 44 sus, 48. saat MIK &l¢iimlerindeki
degisim degerlerine gore siniflandirildi. Bu degisimlerin ERG11 geni ekpresyon seviyeleri ile
iligkisi incelendi. 44 adet susun ERGI11 ekspresyon seviyesi gruplarina (negatif ekpresyon,
ATCC susundan az ekpresyon ve ATCC susundan fazla ekpresyon olmak iizere ¢ grup) gore
MIK degisim durumlar1 Tablo 25°te gdsterilmistir.
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Tablo 25. Izolatlarda 48. Saat MiK yiikselmesinin ERG11 ekpresyonu ile iliskisi

48. saat MIK yiikselmesi

ERG11 ekpresyon seviyesi Yok Var* Toplam p
Negatif (n) 3 2 5
ATCC susundan az

. 11 3 14
ekpresyon (n) 0,066
ATCC  susundan fazla

10 15 25
ekpresyon (n)
Toplam (n) 24 20 44

*MIC seviyesinde 48.saatin sonunda bir diliisyon yiikselme olanlar

Ayrica 44 sustan ERG11 ekpresyonu saptanan 39 susun (21°i MIK degisimi negatif,
18’ pozitif), ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri ile suslardaki MIK degisimi varlig

karsilastirild1. Istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu ( p=0,037).

ERGI11 ekpresyon seviyesi ATCC susuna gore fazla saptanan 25 Candida albicans
susunun 10 tanesinde 48. Saat MIK degisimi pozitifken, 15 tanesinde degisim gdzlenmedi. Bu
25 susa ait ERGI11 ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri ile yapilan istatiksel analizde,

MIK degisimi ile aralarinda anlamli bir korelasyon bulunmadi (p=0,618).

127 adet Candida albicans’tan PCR yapilan 44 sus, 48. saat MIK &lciimlerindeki degisim
degerlerine gore siniflandirildi. Bu degisimlerin SAP2 geni ekpresyon seviyeleri ile iligkisi
incelendi. 44 adet susun SAP2 ekspresyon seviyesi gruplarina (negatif ekpresyon, ATCC
susundan az ekpresyon ve ATCC susundan fazla ekpresyon olmak iizere (¢ grup) gore MIK

degisim durumlar1 Tablo 26’da gosterilmistir.
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Tablo 26. izolatlarda 48. Saat MIK yiikselmesinin SAP2 ekpresyonu ile iliskisi

48. saat MIK yiikselmesi

SAP2 ekpresyon seviyesi Yok Var Toplam P
Negatif (n) 9 7 16
ATCC susundan az
8 7 15
ekpresyon (n)
ATCC susundan fazla . . " >0.999
ekpresyon (n)
Toplam (n) 24 20 44

Ayrica 44 sustan SAP2 ekpresyonu saptanan 28 susun (15°i MIK degisimi negatif, 13’(
pozitif), ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri ile suslardaki MIK degisimi varlig

karsilastirildi. Istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (p=0,747).

SAP2 ekpresyon seviyesi ATCC susuna gore fazla saptanan 13 Candida albicans
susunun 6 tanesinde 48. Saat MIK degisimi pozitifken, 7 tanesinde degisim gdzlenmedi. Bu 13
susa ait SAP2 ekpresyon seviyelerinin sayisal degerleri ile yapilan istatiksel analizde, MIK

degisimi ile aralarinda anlamli bir korelasyon bulunmadi (p=0,116).
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5. TARTISMA

Invaziv mantar enfeksiyonlar siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen, tanis1 zor ve tedaviye
direngli hastaliklar olup en sik karsilasilan etkenler Candida ve Aspergillus tlrleridir.
Giliniimiizde genis spektrumlu antibiyotiklerin ve immiinsiipresif ilag¢larin yaygimn kullanimi,
sitotoksik tedaviye bagli uzun siliren nétropeniler, artan kateter kullanimi ve artan major
kardiyak ve abdominal cerrahi gibi girisimsel islemler nedeniyle Candida tiirleri firsat¢1 hastane
enfeksiyonu etkenleri arasinda On siralarda yer almaktadirlar (149). Candida
enfeksiyonlarindaki bu artisa bagli olarak antifungal ila¢ kullaniminin artmasi sonucunda
gozlenen antifungal direng sorunu, bu ilaglara diren¢ mekanizmalarinin arastirildigi calismalara
hiz kazandirmistir (150). Calismamizda C. albicans suslarindaki flukonazol direncinin, suslarin

proteinaz aktiviteleriyle ve ERG11/ SAP2 genleri ile iliskisi incelenmistir.

Azol grubu anti fungaller Candida albicans 'in tedavisinde siklikla kullanilmaktadirlar.
Ancak uzun siireli kullanimlarinda azollere direng gelismektedir. Wang ve ark. (151), 2022°de
Cin’de yaptiklari bir antifungal direnci siirveyans ¢alismasinda, C. albicans flukonazol direnci
oranini %4,16 saptamislardir. ABD’de 621 C. albicans izolat1 ile yapilan bir ¢aligmada
flukonazol direng orani %0,5 bulunmustur (152). Glltekin ve ark. (153) cesitli hasta
orneklerinden izole ettikleri Candida izolatlar1 ile yaptiklar1 2010 tarihli ¢alismada higbir C.
albicans susunu flukonazole direngli bulmamistir.. Erdem ve ark. (154) 2012°de nazokomiyal
enfeksiyonlari inceledikleri bir ¢aligmada, C. albicans suslarindaki flukonazol direnci oranini
%1,6 bulmuslardir. Adi gegen calismada antifungal diren¢ oranlarinin, degisik cografi
bolgelerden bildirilen ¢alismalar arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir. Caligmamizda ise
C. albicans suslarindaki flukonazol direnci orani %3,16 dir. Bu oran antifungal direncin cografi

bolgeler arasindaki farklikliklari g6z 6iine alindiginda literatiirle uyumlu bulunmustur.

Azol grubu antifungaller, mantar hicresinde ergosterol biyosentetik yolundaki 14 alfa
demetilazi (ERG11 tarafindan kontrol edilirler) hedef alirlar. Ergosterol, mantar hiicre zarmin
onemli bir bilesenidir; sentezinin kesintiye ugramasi 14a-metil sterollerin birikmesine neden
olur. Bu da membran stabilitesini, gegirgenligini ve membrana bagli enzimlerin aktivitesini
engeller. ERG11 geninin fazla ekspresyonu C. albicans suslarinda yaygin azol direng
mekanizmalarindan biri kabul edilir (155,156). Suchodolski ve ark. (156) 2022 yilinda

yaptiklar1 bir ¢alismanin sonucuna gore C. albicans’ta ERG11 ekspresyonunun artmasinin,

67



ergosterol iiretiminin artmasina katkida bulundugunu ve suslarin ilag direncini arttirdigini
bildirmistir. Feng ve ark. (157) 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; C. albicans suslarinda
ERG11 ekspresyonunu, flukonazole direncli suslarda, duyarl suslara kiyasla belirgin sekilde
daha ylksek (p < 0,05) bulmuslardir ve C. albicans izolatlarinda azollere karsi direncin
ERG11 genindeki mutasyonlarla iliskili olabilecegini bildirmislerdir. Franz ve ark. (155) azol
direncli C. albicans suslar1 ile yaptiklar1 ¢alismada, artmis ERG11 ekpresyonu seviyesinin
flukonazol direnci ile korele oldugunu bulmus bulmuslar ve C. albicans'in flukonazol direnci
gelistirmek i¢in ERG11 ekspresyonu dahil farklt mekanizmalar kullandigini bildirmislerdir.
Bazi calismalarda ise ERG11 overekspresyonu ile azol direnci arasinda 6nemli bir iligki
olmadig1 gosterilmistir(158,159). Ornegin; Park ve Perlin (158), 32 azol direncli C. albicans
susu ile yaptiklar1 calismada, ERG11 overekspresyon oranini1 % 12 bulmuslar, azol direnci ile
istatiksel olarak anlamli bir iliski gérmemislerdir. White ve ark. (159) flukonazole duyarli ve
direncli suslar1 esit sayida alarak yaptiklar1 bir calismada, ERGI11 ekpresyonu ve flukonazol
direnci arasinda 6nemli bir iliski bulmamustir. Ad1 gegen ¢alismada C. albicans izolatlarinda
ERG 11 gen mutasyonun siklikla meydana geldigini ve direngle glivenilir bir sekilde iliskili
olmadigint azol direnci fenotipiyle sonuglanan mekanizmalarin ¢esitlili olabilecegini

belirtmislerdir.

Calismamizda, 44 adet Candida albicans susundan, ATCC susuna gore fazla ERG11
ekprese ettigi bulunan 25 susun ekpresyonlarinin sayisal degerleri ile flukonazole duyarlilik
iliskisi incelendiginde, ERG 11 ekpresyonu ile flukanozol direnci arasinda istatiksel olarak
anlamli bir deger bulunmamistir (p:0,358). Yukarida belirtilen arastirmlar goéz 6iiniline
alindiginda (154-157) ¢alismamizda saptadigimiz bulgular literatiirle uyumlu bulunmustur.
Ancak literatiirde belirtilen mutasyonlar ile farkli diren¢ mekanizmalarinin varligi da
diistiniildiigiinde; ¢ok sayida direngli Candida susu kullanilarak yapilacak ¢aligmalarin ERG11
ekpresyon seviyesinin duyarlilikla iliskisini tanimlamaya daha fazla katkisi olabilecegini

diistindiirtmiistiir.

[lk kez Staib tarafindan 1969'da tanimlanan aspartil proteinazlar C. albicans tarafindan
salgilanan hidrolitik enzimler olup, 6nemli viriilans faktorleri olarak kabul edilmistir. Bunlar,
enfeksiyonun farkli asamalarinda sirayla ifade edilen ve aspartil proteinazlar ( Sap ) gen ailesi
tarafindan kodlanan 10 iiye igerir. Bunlardan Sap2 ana C. albicans proteinazidir (160). C.
albicans icin 6nemli bir virllans faktort olan Sap2, mukozal ylzeydeki makromolekuler

proteinleri parcalayarak kendi biiylimesi icin besin saglayabilir ve ayni zamanda C.
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albicans'in konak¢iya yapisma ve istila etme yetenegini artirabilir. Sap2'nin en dikkat ¢ekici
ozelliklerinden biri pargalayabildigi proteinlerin  ¢esitliligidir. Muisin  ve salgisal
immunoglobulin A (IgA) gibi mukozal yiizeyleri koruyan molekuller dahil olmak tzere birgok
insan proteinini parcaladigi bilinmektedir. C. albicans proteinaz ailesine iliskin yapisal
caligmalar, tek nitrojen kaynagi olarak proteinin varliginda in vitro en ¢ok salgilanan protein

olan Sap?2 {izerinde yogunlasmustir (47)

Gerges ve ark.(161), 181 C. albicans izolat1 ile yaptiklar1 bir calismada, RT-qPCR ile yapilan
analizde suslarin %69,6’sinda SAP2 gen eckpresyonu saptamistir. Adi gegen caligmada

proteinaz uretimi ile flukonazol direnci arasinda anlamli iliski saptanmustir.

Feng ve ark. (9) 50 adet C. albicans susu ile yaptiklar1 bir ¢alismada, flukonazol direncli
suslarda SAP2 ekspresyonunu duyarli suslardakinden 6énemli 6lglide daha ylksek (p < 0,05)
bulmuslardir. Adi gegen calismada suslarin SAP2 ve ERG11 mRNA ekpresyonlar1 da
karsilastirilmis ve aralarinda pozitif lineer bir korelasyon gorilmis ve galismada elde edilen
bulgularin  C. albicans'in azol diren¢ mekanizmalarina iliskin anlayisimizi gelistirmeye
yardimet olabilecegi ve C. albicans'in neden oldugu hastaliklarin klinik tedavisi igin yeni bir

yoOn saglayabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda 44 adet Candida albicans susundan, ATCC susuna gore fazla SAP2 ekprese
ettigi bulunan 13 (%29,5) susun ekpresyonlarmin sayisal degerleri ile flukonazole duyarlilik
iligkisi incelendiginde, istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamuistir (p:0,358). Literattrle
bulgularimiz arasindaki saptadigimiz uyumsuzluk oldugu goriilmiis, bunun sebebinin
calismamizda kullaniulan azol direngli kdken sayisinin az olmasina bagli olabilecegini

diistindiirtmiistiir.

Salgisal aspartil proteinazlar (Sap), Candida enfeksiyonu durumunda hif Gretimi,
adezyon ve invazyon dahil olmak tizere ¢ok 6nemli biyolojik aktivitelere aracilik ederler (80).
Sap; protein denatlirasyonu, gen regiilasyonu, immiinojenik tepkiler olusturma, enzim
inhibitorlerine direncli olma gibi patojenik Ozellikleri yoluyla Candida albicans igin hayati
onem kazanir (81-83). Sap; albiimin, hemoglobin, keratin ve salgisal immiinoglobulin A gibi
bircok insan proteinini lezyon bolgelerinde bozar (85). Ayrica, antimikrobiyal aktiviteden
kagmak icin konagin bagisiklik sisteminin hiicrelerine ve molekiillerine saldirabildigine dair

kanitlar da vardir. C. albicans'ta yiksek hidrolitik aktivite oldugu bulunmustur. Bu aktivite,
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Sap’lar i¢in en az 10 iiyeli multigen ailelerine atfedilir. Bu gen ailelerinin farkl: tiyeleri, ¢esitli

Candida enfeksiyonlarinda farkli sekilde diizenlenir (79)

Mashaly ve ark. (162), 2022 yilinda Misir’da 88 C. albicans izolati ile yaptiklar1 ¢alismada,
suslarin proteinaz enzim aktivitesi pozitifligi oranin1 %77,3 bulmuslardir. Ayrica 29 izolatta
(33%) flukonazol toleransi saptamislar ve tolerans ile proteinaz liretme yeteneginin belirgin
pozitif korelasyon gosterdigini bulmuslardir. Adi gegen caligmada proteinazin flukonazol
toleransi ile korelasyonunun, Candida albicans viriilansinin ekspresyonunda ve flukonazol
toleransinda rol alan kalsinorin yolu gibi yolaklara bagli olabilecegini bildirmislerdir. Patil ve

ark. (163) 17 sus ile yaptiklari calismada %67 proteinaz pozitifligi saptamislardir.

Gerges ve ark.’nin (161) ¢alismasinda, C. albicans izolatlarinin % 63.2’sinde proteinaz
aktivitesi saptanmig, bunlardan %52’si hafif ve %11.3’1 kuvvetli proteinaz iireticisi olarak
tanimlanmistir. Adi gecen c¢aligmada farkli arastirmalarda farkli proteinaz iiretim oranlarinin
saptanmasinin, enfeksiyonun tiirii ve bolgesindeki farkliliklara ve ayrica viriilans faktorlerinin
ekspresyonunu ile enfeksiyonun evresine atfedilebilecegini bildirmislerdir. Feng ve ark. (9) bir
proteinaz inhibitdrii olan ritonavirin azol direncli suslara etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢caligmada,
isleme alinan 50 C. albicans susunun tamaminin proteinaz aktivitesine sahip oldugunu
bulmuslardir. Oksiiz ve ark. (164) bir calismalarinda C. albicans suslarinda proteinaz aktivitesi
pozitifligini %56,7 bulunmustur. Yenisehirli ve ark. (147) 147 6rnekle yaptiklari ¢alismada bu
orani %81 olarak saptamislardir. Caligmamizda toplam 127 sustan 103 tanesinde (%81,1)
proteinaz pozitifligi saptanmistir. Suslarin %71,65°1 kuvvetli, %8,66’s1 orta, %0,78’i ise zay1f

proteinaz aktivitesine sahip bulunmustur. Sonuglarimiz literatiirle uyumludur.

Feng ve ark. (9), cesitli antifungallere direngli Candida albicans suslari ile yaptiklari
caligmada, flukonazol direncli suslarda proteinaz aktivitesi degerleri ile anlamli bir iligki
bulmazken, ayni ¢alismada, farkli antifungallere ¢apraz direng gosteren suslarda ise proteinaz
degerleri diger gruplara gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Ozkan ve ark. (165) bir
calismada, C. albicans suslar1 ve flukonazol MIK degerleri arasindaki iliskiyi incelemis;

aralarinda anlamli bir istatiksel deger bulmamustir.

Calismamizda da Candida albicans suslarinin proteinaz varligi “negatif, +1, +2, +3 ve +4”
olarak gruplandirilmistir. Bu gruplara gore suslarin flukonazol duyarlilik durumlart incelenmis
ve aralarinda istatiksel olarak anlamli bir iligski bulunmamistir (p: 0,718). Hesaplanan proteinaz

ve MIK degerleri sayisal olarak incelenerek istatiksel analiz yapildiginda da, suslarin proteinaz
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0zelliginin flukonazol duyarliligi ile baglantis1 bulunamamistir (p=0,454). Sonuglarimiz

literatlirle uyumlu gérinmektedir.

Literatirde ERG11 ekspresyon seviyelerinin suslarin proteinaz aktivitesi ile iliskisini
inceleyen fazla ¢alisma yoktur. Said ve ark. (166), 2022 yilindaki ¢alismalarinda, flukonazol
direngli Candida suslarinda proteinaz aktivitesi ve ERG 11 ekspresyon seviyeleri arasinda
pozitif bir korelasyon bulmuslardir Calismamizda suslarin proteinaz aktivitesi ve ERGI11
ekspresyon seviyelerinin sayisal degerleri arasinda anlamli bir istatiksel iliski bulunmamustir
(p=0,126). Direngli sus sayisi arttrilarak planlanacak yeni bir ¢alismada farkli sonuglar

aliabilecegini diisiiniiyoruz.

Diinyada ERG11 ve SAP2 iligkisini inceleyen galigma srnirli sayidadir. Feng ve ark.’in
(9) 50 adet Candida albicans susu ile yaptiklari bir ¢alismada, SAP2 ve ERG11 mRNA
ekpresyonlart arasinda pozitif lineer bir korelasyon bulunmustur. Calismamizda ayni anda
ERGI11 ve SAP2 pozitifligi gosteren 26 susun ekpresyon seviyeleri incelendiginde de, bu
calismayla uyumlu sekilde, ERG11 ve SAP2 degerleri arasinda orta diizeyde pozitif yonlii
korelasyon goriilmiistiir (p<0,001).

Antifungal ilag direnci tizerine yapilan ¢alismalar, antifungal ilag tedavilerine etkisi olan
ila¢ duyarliligindaki azalmalar1 anlamamiza katkida bulunmustur; ancak antifungal ilag
direncinin yani sira, antifungal ilaglara tolerans da yeterince arastirllmamistir. Antifungal
tolerans, mantar hiicrelerinin, hiicre biiylimesini inhibe etmeye yeterli ila¢ konsantrasyonlarinin
(yani MIK iistii ila¢ konsantrasyonlarmm) varlifinda hayatta kalma kapasitesi olarak
anlagilabilir. Azol sinifi ajanlara kars1 toleransin, ilag tedavilerinin etkinligini sinirladigi i¢in
onemlidir. Bu nedenle, antifungal ila¢ direncine ek olarak, gelecekte antifungal ilag toleransi

mekanizmalarinin da ele alinmasi gerekli olacaktir (122)

Mashaly ve ark. (162), 2022 yilinda Misir’da 88 C. albicans izolati ile yaptiklari ¢caligmada
flukonazol tolerans oranini %33 bulmuslardir. Ayrica bu ¢alismada flukonazol toleransi ile

proteinaz iiretimi arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir

Calismamizda, 127 adet C.albicans susunda, 48 saate uzatilmig inkiibasyonda duyarli profilden
direncliye profile donilisen sus olmamistir. Sadece U¢ adet sus duyarli durumdan ‘doz bagiml
duyarl’ duruma gecmistir. izolatlarin %25,98’inde bir diliisyon %3,14’iinde iki dillisyon ve
%0,78’inde (¢ diliisyon MiK yiikselmesi olmustur.
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PCR yaptigimiz 44 sustan, ERG11 gen ekpresyonu olan 39 sus incelendiginde MiK yiikselmesi
varligi ve ERG11 ekpresyon seviyeleri arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,037). SAP2
ekpresyonu ile MIK yiikselmesi arasinda ise istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamustir
(p=0,116).

Bu sonuglar, C. albicans'in azol direngli mekanizmalarina iligkin anlayisimizi gelistirmemize
yardimec1 olabilir ve C. albicans'in neden oldugu hastaliklarin klinik tedavisi i¢in yeni bir yon

gosterebilir.
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6. SONUCLAR

Son yillarda diinya genelinde Candida enfeksiyonlarinda bir artis vardir. Buna bagli olarak
antifungal ila¢ kullaniminin artmasi1 sonucunda gozlenen antifungal diren¢ sorunu, bu ilaglara

diren¢ mekanizmalarinin arastirildigi ¢alismalara hiz kazandirmistir.

Calismamizda C. albicans suslarindaki flukonazol direncinin, suslarin proteinaz aktiviteleriyle

ve ERGI11/ SAP2 genleri ile iliskisi incelenmistir.

Calismamizda saptanan C. albicans’ta flukonazole direng orani, diinyada yakin tarihte yapilan

caligmalar ile benzer bulunmustur (%3,14).

Calismamizda, 44 adet Candida albicans susundan, ATCC susuna gore fazla SAP2 ve ERG11
ekprese ettigi bulunan suslarin ekpresyonlarinin sayisal degerleri ile flukonazole duyarlilik
iliskisi incelendiginde, istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmamustir (p:0,358) Bu konuda
yapilan ¢alismalarda, degisken sonuclar olsa da, genel olarak ERG11 ve SAP2 ekpresyon
seviyeleri flukonazol direncgli suslarda daha yiiksek bulunmustur. Bu c¢alismalarin pek ¢ogu
duyarli ve direncli suslar esit sayida alinarak yapilmistir. Calismamizda ise direncli sus sayisi
azdir. Cok sayida duyarl ve direngli sus sayilarini esit alarak bir inceleme yapmak, ERG11 ve

SAP2 ekpresyon seviyeleri ve duyarlilikla iligkilerini anlamamizda daha faydali olabilirdi.

Calismamizda ekpresyon analizi yaptigimiz ERG11 VE SAP2 genleri arasinda pozitif bir lineer
korelasyon bulunmustur (p<0,001). Bu sonug literatiirdeki diger caligmalarla uyumludur ve
ERG11 ve SAP2'nin C. albicans'ta belirli bir iliskiye sahip olabilecegini, azol ilaglarina karsi

direncin ortaya ¢ikmasinda birlikte etki edebileceklerini gosterebilir.

Literatirde proteinaz aktivitesi ve ERG11 ekpresyonu arasindaki iligkiyi inceleyen ¢alisma az
sayidadir. Bu calismalarda bu iki 6zelligin baglantili olabilecegine dair sonuglar elde
etmislerdir. Ayrica proteinaz aktivitesinin SAP2 ekspresyonu ile iligkisini inceleyen
caligmalarda da pozitif korelasyon lehine sonuglar bildirilmistir. Calismamizda proteinaz
aktivitesi ve ERG11 ekpresyonu iliskisi ile ilgili istatiksel olarak anlamli bir deger elde
edilmemistir. Bunun nedeni olarak gen ekpresyonu bakabildigimiz sus sayisinin yeterli

olmamasi diisiiniilebilir.

C. albicans’ta goriilen flukonazol toleransinin, suslarin ERG11 gen ekspresyon seviyeleri ile

iliskili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Calismamizda suslarin 48. saat MIK
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yiikselmesinin ERG11 ekpresyonu ile iliskisini inceledigimizde, istatiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmistir (p=0,037). SAP2 ekpresyonu ile flukonazol direnci arasinda ise istatiksel

olarak anlamli bir deger bulunmamustir.

Calismamiz ERG11 ve SAP2 gen ekpresyon seviyesi bakabildigimiz sus sayisi arttirilarak ve
direngli duyarli sus esitligi saglanarak tekrarlanabilir. Gelecekte, Candida enfeksiyonlarinin
onlenmesi ve kontrolt, SAP ailesi gibi virlilans faktorlerini inhibe etmek icin 6zel olarak

modiile edilmis farmakolojik veya immiinolojik araclarla saglanabilir.
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