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OZET

Girig: Candida turleri konak savunma sisteminin zayiflamasi durumunda ‘firsatgi
patojen’ olarak davranarak ‘kandidazis’ olarak adlandirilan enfeksiyonlara neden
olurlar. Fenotipik ve genotipik agidan birbirine olduk¢a benzer olmasindan dolayi
Candida albicans (Calbicans) ve Candida dubliniensis (C.dubliniensis) turlerinin tani
ve ayirici tanilarinda zorluklar yasanir. Candida albicans ve Candida dubliniensis
turlerinin antifungallere karsi diren¢g — duyarlilik sekilleri farklihk gdsterebildigi icin,
ayirici tanilari 6zellikle immun yetmezlikli hastalarda 6nem kazanir. C.dubliniensis’ in
birgok izolatinin antifungallere karsi duyarli olmasina ragmen ‘multidrug transporter
genleri’ eksprese ederek direng gelistirebilmektedir. MIDI Sherlock Mikrobiyal
tanimlama sistemi, tire 6zgu olan mikrobiyal yag asidi metil esterlerini (FAME) gaz
kromatografisi (GC) cihazi ile analiz ederek mikroorganizmalarin identifikasyonunu
saglar.

Amac: Calbicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 standart suslarinin amfoterisin
B antifungaline karsi ‘Mininmum inhibisyon Konsatrasyonu’ (MiK) degerlerinin
belirlenmesi, antifungal etkisinde biyofilm olusumunun degerlendrilmesi ve ya§ asidi
profillerinin belirlenmesidir.

Yontem: Candida albicans ATCC10231 ve Candida dubliniensis CD36 standart
suslarindan analiz igin hazir ‘hicresel yag asitleri’ elde edildi. Amfoterisin B
antifungalinin Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK) degerlerini belirlemek igin
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) sivi mikro diliisyon yéntemi
kullanildi. Antifungal etkisindeki suslarin biyofilm degerlendirmesi kristal viyole

boyama yontemi ile yapildi.
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Bulgular: C.albicans ATCC 10231 susu icin amfoterisin B MIK yogunlugu 64 ug/ml
olarak belirlendi. C.dubliniensis CD36 susu igin amfoterisin B MIK yogunlugu

64 ug/ml olarak belirlendi. Antifungale maruz birakilmayan C.albicans ATCC 10231 ve
C.dubliniensis CD36 suslarinin biyofilm olusturdugu saptandi. Suslarin amfoterisin B
MIK konsantrasyonlarinda da biyofilm olusturdugu gorildi. C.dubliniensis CD36
susunun C.albicans ATCC 10231 susuna gore yuzeye daha guclu adere oldugu tespit
edildi. Amfoterisin B antifungalinin MiK ve sub-MIK konsantrasyonlari C.dubliniensis
CD36 susunun biyofilm olsumunda inhibisyona yol acarken, MK yogunlugu
C.albicans ATCC 10231 susunda anlamli bir inhibisyona neden olmadigi belirlendi ve
sub-MiK yogunluklarinda biyofiim olusumunun istatiksel olarak anlamh bir sekilde
arttig1 belirlendi. C.albicans ATCC 10231 susuna spesifik iki, C.dubliniensis CD36
susuna spesifik bir referans pik oldugu belirlendi. Bir tanesi dallanma 6zelligi farkli
olan toplam alti ortak yag asidi referans piki elde edildi.

Sonug: C.dubliniensis CD36 ve C.albicans ATCC 10231 suslarinin amfoterisin B
antifungali igin MIK yogunluklari ayni olmasina ragmen C.dubliniensis CD36 susunun
yuzeye daha guclu adere oldugu tespit edilmigtir. C.dubliniensisCD36 susu yuzeye
daha guclu adere olmasina karsin, amfoterisin B antifungalinin inhibisyon etkisinin
C.albicans ATCC 10231 susuna gore daha fazla oldugu saptanmistir. Elde edilen
sonugclar gosteriyor ki, morfolojik ve genotipik olarak birbirine benzer olan suslarla
yapilan analizlerde elde edilebilinecek tire 6zglu tani belirtegleri, enfeksiyonun
tanisinin konulmasinda ve seyrinin izlenmesinde son derece dnemlidir.

Anahtar Sézciikler: Candida albicans, Candida dubliniensis, Minimum inhibisyon

Konsantrasyonu (MiK), Yag Asidi Profilleri
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ABSTRACT

Introduction and Purpose: Candida species may act as an opportunistic pathogen
in case of weakening of the host defense system and cause infections called as
candidiasis. Because of the similar phenotypic and genotypic aspects, Candida
albicans (C.albicans) and Candida dubliniensis (C.dubliniensis) have difficulties in the
diagnosis and differential diagnosis. Since Candida albicans and Candida
dubliniensis species differ in their resistance to antifungals, their differential diagnosis
is particularly important in immunodeficient patients. Although many isolates of C.
dubliniensis are sensitive to antifungals, they can develop resistance by expressing
multidrug transporter genes. The MIDI Sherlock Microbial Identification System
provides the identification of microorganisms by analyzing species-specific microbial
fatty acid methyl esters (FAME) with gas chromatography(GC).

Objective: Determination of ‘Mininmum Inhibition Concentration’ (MIC) values of
fluconazole and amphotericin B antifungals of C.albicans ATCC 10231 and
C.dubliniensis CD36 standard strains, evaluation of biofilm formation under antifungal
effect and determination of fatty acid profiles.

Method: Candida albicans ATCC10231 and Candida dubliniensis CD36 standard
strains were prepared for analysis of cellular fatty acids. To determine the Minimum
Inhibition Concentration (MIC) values of amphotericin B antifungals, European
Antimicrobial Susceptibility Test Committee (EUCAST) liquid micro dilution method
was used. Biofilm evaluation of strains under antifungal effect was performed by

crystal violet staining method.
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Results: The amphotericin B MIC concentration for C.albicans ATCC 10231 strain was
64 ug / ml. Amphotericin B MIC concentration for C.dubliniensis CD36 strain

64 pg / ml. It was determined that C. albicans ATCC 10231 and C. dubliniensis CD36
strains which were not exposed to antifungal were biofilm. The strains were also found
to produce biofilm at amphotericin B MIC concentrations. C.dubliniensis CD36 was
found to be more potent to the surface than C.albicans ATCC 10231. MIC and sub-
MIC concentrations of amphotericin B antifungalin lead to inhibition of the biofilm
formation of C.dubliniensis CD36 strain, while MIC concentration was determined not
to cause a significant inhibition of C.albicans ATCC 10231 strain, and biofilm formation
was significantly increased at sub-MIC concentrations It was identified that there were
two reference peaks specific for C.albicans ATCC 10231 strain and a specific
reference peak for C.dubliniensis CD36 strain. A total of six common fatty acid
reference peaks were obtained, one of which had different branching properties.
Conclusion:. Although MIC concentrations of C.dubliniensis CD36 and C.albicans
ATCC 10231 were the same for amphotericin B antifungal, C.dubliniensis CD36 was
found to be more potent to the surface. Although C. dubliniensis CD36 was more
strongly adherent to the surface, it was found that the inhibition effect of
amphotericin B antifungalin was higher than that of C.albicans ATCC 10231. The
results show that species-specific diagnostic markers that can be obtained in the
analysis of strains that are morphologically and genotypically similar to each other
are extremely important in diagnosing and monitoring the course of the infection.

Key Words: Candida albicans, Candida dubliniensis, Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), Fatty Acid Profiles



1. GIRIS VE AMAC

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Yeni teknolojiler ve ileri laboratuvar tekniklerinin yardimi, daha fazla arastirma
yapmaya ve insan hayatini iyilestiren pratik uygulamalari bulmaya tesvik eder.
Translasyonel Tip’in, laboratuvardan hasta yatagina, hasta yatagindan laboratuvara
(‘from benchside to bedside— from bedside to benchside’) sloganiyla benimsedigi
felsefe ile temel amag, klinisyenin hasta basindaki sorunlarina katkida bulunmaktir
(Lama J ve ark, 2014).

Candida tirleri saglikli bireyler icin genellikle zararsizdir. Fakat konak
savunma sisteminin zayiflamasi durumunda ‘firsatgl patojen’ olarak davranarak
‘kandidazis’ olarak adlandirilan sistemik ve yuzeyel enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Moran GP ve ark, 2012).

Fenotipik ve genotipik agidan birbirine oldukga benzer olan iki Candida turi
Candida albicans ve Candida dubliniensis rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
morfolojik  farkliiklara dayanan analizler ile tanimlanir. Tibbi  mikoloji
laboratuvarlarinda C.albicans ve C.dubliniensis’ in tanisininda kullanilan iki ‘altin
standart’ test vardir. Bu testler germ tlpu Uretimi ve klamidospor Uretimine dayanir.
C.albicans ve C.dubliniensis turlerinin her ikisi de bu altin standart testlerine pozitif

sonugc verir (Sullivan DJ ve ark, 1995).

Coleman ve arkadaglar, Candida dubliniensis (C.dubliniensis) birgok
izolatinin flukonazol ve amfoterisin B antifungallerine karsi duyarli olmasina ragmen
‘multidrug transporter genlerini’ eksprese ederek direng gelistirebildiklerini ortaya

koymustur (Coleman DC ve ark, 2010).

MIDI Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sistemi, mikrobiyal yad asidi metil
esterlerin (FAME) gaz kromatografisi (GC) cihazi ile analizine dayanan tam otomatik
ve analitik bir sistemdir. Mikrobiyal yag asidi profillerinin tire 6zgl olmasi, analiz
edilecek 6rnegin yag asidi profillerinin kitliphanede tanimli olan yag asidi profilleri ile



kargilasgtirimasi ve benzerlik endeksinin (SlI) belirlenmesi ile mikroorganizmalarin
identifikasyonunu saglar (Sasser M, 2001). Gaz kromatografisi yaziliminda
mayalarin ‘yag asidi dizilimleri’ ile ilgili iki kutiphane (YSTCLN ve YST28)
bulunmaktadir (Sherlock Manual,2012).

Genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin diren¢ gelisimine neden olmasi
Candida enfeksiyonlarinin yayginlasmasina neden olmaktadir. Direng gelisiminin
evresini belilemek amaciyla antifungal etkisindeki C.albicans ve C.dubliniensis
suslarinin, konak savunma sisteminde olugturmasi beklenen immun yanitin ‘yag asidi
profili’ dizeyinde karsilastiriimasi ve sorgulanmasi; enfeksiyonun tani ve tedavisinin

hizli ve dogru uygulanmasi agisindan son derece onemlidir.

1.2 Aragtirmanin Amaci

Bu ylksek lisans tez arastirmasinda, saglik bilimlerinde ¢ok disiplinli bir
arastirma-gelistirme (Ar-Ge) alani olan “Translasyonel Tip” (laboratuvardan hasta
yatagina, hasta yatagindan laboratuvara- “from benchside to bedside-from bedside to
benchside”) kavramina uygun sekilde, “klinisyenin hasta basindaki sorunlarina
katkida bulunmak” temel amag olarak belirlenmigtir. Bu yUksek lisans tez ¢alismasi
Candida dubliniensis (C.dubliniensis)’ in tanisi ve ayirici tanisinda yag asidi

degerlendiriimesine dayanan yeni bir alan baglatiimasi amacglanmaktadir.

Aragtirmanin temel yontemi, “Food and Drug Administration” (FDA, FDA
onayi: 50(k) Number: kO52485) onayli hizli ve 6zgin bir yad asidi tanimlamasini
esas alan ve mikrobiyal identifikasyon sistemi olan “MIDI Sherlock Mikrobiyal
Tanimlama Sistemi” ve (Microbial ID, Newark, DE) “Gas Chromatography” (GC, Gaz
Kromatografisi) cihazi ile yag asitlerinin ayirimidir. Yiksek lisans tez g¢alismasinin
basamaklari asagidaki sekilde belirlenmistir.

1) C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 standart suslarinin amfoterisin B
antifungaline karsi ‘Mininmum inhibisyon Konsatrasyonu’ (MiK) degerlerinin
belirlenmesidir.

2) Antifungal etkisinde biyofilm olusumunun degerlendrilmesidir.

3) Yag asidi profillerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Translasyonel Tip Tanimi ve Amaci

Translasyonel Tip, arastirmacilarin hasta basinda karsilagilan sorunlari
¢bzme istegini tanimlayan ve gun gectikce daha fazla kullanilan yeni nesil bir
terimdir. Bu istek, bilimsel finansman kuruluglari ("National Institutes of Health”,NIH),
dizenleyici makamlar ("Food And Drug Administiration” FDA), aragtirmacilar ve
hekim, hemsire gibi hasta bakimini saglayan saglik personelleri tarafindan ilgi
gorerek, giderek daha fazla kullaniimaya baslanmistir. Translasyonel Tip’ in, bir
Arastirma-Geligtirme (Ar-Ge) calismasinda klinik dncesi (temel) ve Kklinik agsamalar
arasindaki is birliginin iyilestiriimesini saglayacak bir ¢6zim oldugu dusunulmektedir

(CenterWatch,http://www.centerwatch.com/patient/drugs/druglist.ntml). Deney tipi

analizleri, hayvan deneyleri, ve erken insan denemeleri, yeni kesfedilen bir bilesigin
veya cihazin etkinligini ve guvenilirligini tam olarak yansitamaz Bu hedef ancak
translasyonel arastirmalar ile standart, tekrarlanabilir ve guvenilir bilimsel yontemlerin
gelistiriimesi ve desteklenmesi sonucunda gergeklestirilebilir. Bu, temel olarak
biyolojik belirteclerin gelisimi ve degerlendiriimesi, biyoistatistik yontemleri, akill
(personel hatasini minimuma indiren) ve hizlandirilmis erken insan ¢alismalarinin
tasarimi ve diger Ozellikler arasindaki karar algoritmalar ile ilgilidir (Marincola
FM,2007). Bu nedenle “Tipta Translasyonel Bilim” adini alir (Wehling,2008).

Translasyonel tip, temel ve klinik sahada calisan bilim insanlari arasinda cift
yonlu bilgi akisini destekleyerek, yeni biyoteknolojik suregleri optimize ederek ve
terapotik kavramlarin  klinik uygulamalarda iyilesmesini hedefleyerek; hastalarin
yasam kalitesini arttirma konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Wang XD, 2011).
Translasyonel Tip, insan hastaliklarinin mekanizmalarini ve tedavi surecini anlama,
klinik arastirma ve uygulama potansiyeli olarak tanimlanabilir (Aoki KR,2006).
Translasyonel Tip, klinik oncesi arastirmalardan klinik uygulamalara gegisi, bilim
insanlari arasindaki iletisimi hizlandirmayi, saghk hizmetlerinin kesfedilmesini ve
gelistiriimesini hedefler. Ayrica molekller mekanizmalar, klinik sorular ve deneyim ile
ilgili sureclerle de ilgilenerek yeni goéruslere odaklanir. Hastaya spesifik
biyobelirtecleri, hastaligin patogenezi ve tedavisi arasindaki mekanizmalarini

anlamak icin klinik ve translasyonel tip verilerini kullanir. Klinik semptomlari
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hafifletebilmek ve yasam Kkalitesini arttirabilmek i¢in en uygun yodntemlerin
belirlenmesini saglar. Bu surece bagl olarak, klinik 6ncesi c¢alismalarla secilen
ilaglarin etkinligi ve guvenilirligi, klinikk deneme asamasinda translasyonel tip
yaklagimiyla uygulanabilir ve terapétik yaklasimlara donusturulebilir (Aoki KR,2006).
Bu vyaklasimin benimsenmesi ile hastaliga 0zgu molekuler mekanizmalarin
anlasiilmasi ve oOnleyici, kisisellestiriimis ilaglarin geligtiriimesini kolaylastiran bilgiler
elde edinilebilir (Abraham E ve ark, 2012).

Ulusal Saglik Enstituleri’ ne ("National Institutes of Health”,NIH) gore
translasyonel arastirmalar, hastaligin tedavisi ve onlenmesi igin bilimsel arastirma
yontemlerine dayanarak olusturulan fikir, éngori ve kesifleri uygulama surecidir
(Fontana J ve ark, 2012). NIH’ e gore translasyonel arastirmalarin iki alani vardir.
Bunlardan ilki, laboratuvarda ve klinik dncesi ¢alismalarda arastirma sirasinda ortaya
cikan kesiflerin, insan Uzerinde denenmesi ve c¢alismalarin gelistiriimesi strecidir.
ikinci alan ise, en iyi uygulamalarin toplum tarafindan daha fazla benimsenmesini
saglamaya yonelik arastirmalardir. Hastaliklari tedavi etmeye ve onlemeye yonelik
stratejilerin maliyetleri de translasyonel tibbin Uzerinde durdugu bir diger 6nemli
konudur (Anderle P ve ark, 2017).

Translasyonel arastirmalari tanimlayan alanlar ve hedefler asagidaki sekilde
siralanabilir:
1 Klinik olarak ilgili biyobelirteglerin tanimlanmasi ve validasyonu igin ilag
gelistirme kilavuzlarinin olusturulmasi,
1 Yeni bulgular veya yeni strateji prensipleri gelistirmek amaciyla yapilan
deneysel, insan disi ve klinik olmayan ¢alismalar,
1 Tedavilerin geligtiriimesine biyolojik olarak temel saglayan klinik arastirmalar,
1 Terapotiklerin insan biyolojisi Uzerindeki etkilerini tanimlayan temel bilim
¢alismalari (Mankoff S ve ark, 2004).
Translasyonel arastirma kapsaminda yapilacak herhangi bir ¢alisma belirtilen
amagclara uygun olarak baglatiimalidir. Translasyonel arastirmalar, klinikte yeni
teknolojiler icat etmeye veya hastalik hakkinda kritik bir kesif yapmaya odaklanmaz;
laboratuvardan ve hayvan deneylerinden elde edilen verilerle ortaya atilan hipotezleri



test eder ve bu testlerden elde edilen verileri klinik arastirmalarda kullanilabilecek

forma getirir (Littman BH ve ark, 2007).

Translasyonel tip arastirmalari, yeni kesifleri, hastaligi tanimlanma surecinin

etkinligini arttiran gelismeleri, alternatif hipotezlerin tanimlanmasini, halk sagligini

iyilestirmek igin yeni gorus ve bilgilerin klinik uygulamalara aktariimasini saglayan cok

disiplini bir agi temsil eder.

Translayonel arastirmalarin 6ntindeki engeller su sekilde siralanabilir;

[

N e s et A A O

Bu

Finansman eksikligi,

Yuksek maliyetler,

Yetersiz ornek,

Yavas alinan sonuglar,

Cikar catismasi,

Yasal diizenleme yukleri,
Mahremiyet hakki,

Yetersiz alt yapl,

Nitelikli ve istekli arastirmaci eksikligi,
Uyumsuz veri tabanlari,

Yetersiz tesvik,

Kongre ve halk destegi eksikligi (Cohen J ve ark,2005).

engellerin ortadan kaldirilmasi icin asagidaki stratejiler g6z ©6ninde

bulundurulabilir;

[

Akademinin translasyonel arastirmalar konusunda yetenekli ve egitimli
arastirmacilar yetistirebilecegi, sektorun translasyonel arastirmalara destek
olabilecegi akademi-sanayi ortakligini optimize etmek,

Gereksiz yukleri azaltarak ve etkinligi arttirarak klinik aragtirma maliyetlerini
azaltmak,

Biyomedikal arastirmalara kamu destegi saglamak,

Alternatif kaynaklari degerlendirmek (Littman BH ve ark,2007).

Bu slre¢ laboratuvardan hasta yatagina-hasta yatagindan laboratuvara

(“from benchside to bedside- from bedside to bench side”) olarak 6zetlenebilir (Lama
J ve ark, 2014; Littman BH ve ark, 2007).



Translasyonel arastirmalar, mikrobiyal topluluklarin varligini belirlemek ve
karakterize etmek, insan viucudunda kolonize oldugu bdlgeleri belirlemek ve insan
saghgr acisindan o6nemini degerlendirebilmek amaciyla ‘omik’ yaklagimlarini
kullanmaktadir. Genomik, proteomik, metabolomik gibi alanlari kapsayan bu
yaklagsim, enfeksiyona neden olan patojenin ve enfekte ettigi konakta gergeklesen
molekller ve hicresel sureglerin tanimlanmasina olanak saglar. Bu durum
translasyonel arastirmalar kapsaminda, patojen/konak arasindaki etkilesimlerden
elde edilen verilerin bir araya getirilerek, klinikte tedavi edici/Onleyici olarak

kullanilmasina olanak tanir (Fontana J ve ark, 2012).

Transplantasyon, kemoterapi, insan immin Yetmezlik Virust(HIV, “Human
Immunodeficiency Virus”) enfeksiyonu, kortikosteroid veya immunosupresif ajanlarin
kullanimi gibi risk faktorlerine sahip hasta sayisinin artmasi invaziv enfeksiyon
insidansinda artisa neden olmaktadir (Cornely OA,2011). Hasta ve hastalik
yonetiminin iyi bir sekilde uygulanabilmesi basit, hizli, ucuz ve saglam tanimlama
yontemlerini gerektirir (Cuenca-Estrella M,2011). Bir enfeksiyona tani koyulmasi;
klinik bulgular, hastadan alinan 6rneklerden organizma elde edilmesi ya da elde
edilen organizmanin histopatolojik tespiti ile sinirhdir. Fungal enfeksiyonlarin
konvansiyonel mikolojik ve histopatolojik teknikler kullanilarak dogru bir sekilde tespit
edilebilmesi, uygulanan bu yontemlerin suboptimal duyarlihdi nedeniyle zaman alici
ve zordur. Fakat translasyonel arastirmalar ile antikor, hucre duvari bilesenleri ve
mantar-spesifik nikleik asit testleri ile non-invaziv tani deneylerinin gelistiriimesi
mumkun hale gelmigtir (Hoenigi M ve ark,2012). Bu nedenle translasyonel tip temel
olarak, yeni biyobelirtegleri tanimlamak i¢in omik bilimleri ve biyoinformatik araclari
kullanir (Shahzad A ve ark 2012).

Translasyonel tipta iyilesme saglamak icin farkli dizeylerde degisikliklerin
yapilmasi gerekmektedir. Akademi, sanayi ve politika arasindaki iletisim gelistirilmeli
ve entegrasyonu saglanmalidir. Temel bilimlerle ilgilenen bilim insanlarinin, pratik
uygulamalarda gercekte neyin gerekli oldugu ve hangi risklerle karsilasabilecegi
konusundaki farkindaliklar arttirlmalidir (Bornstein SR ve ark, 2011). Translasyonel
arastirmalarin, farkli yetkinlikler gerektiren karmasik ve multidisipliner faaliyet agi g6z

onune alindiginda ekip ¢alismasi ¢ok dnemli bir konu haline gelmektedir. Bu nedenle
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benzer zorluk seviyelerinde igbirligi yapan ortaklarin basarilarinin mevcut sistemle
degerlendiriimesi zorlu bir hal alir. Translasyonel arastirmalarla ilgilenen bilim
insanlarinin  kalitesini de@erlendirmek icin farkli degerlendirme  modelleri
uygulanmalidir. Translasyonel tibbin basarisi, kiguk bir galisma grubunun bilimsel ve
klinik basarilariyla degil, yeni tedaviler gelistirmek icin egitimsel, finansal, etik, sosyal,
duzenleyici, yasal, bilimsel faaliyetlerin etkin entegrasyonu ile ilgilidir (Keramaris
NCve ark,2008). Tibbi bir Grinln bilimsel gelisim sureci hakkinda stratejik ve
girisimci bir anlayigla bu alanda ¢aligmak isteyen insanlarin 3 genel 6grenme hedefi
Uizerinde durmasi gerekir. ilk hedef, gerekli teknik ve bilimsel bilgiyi saglamaya
odaklanir. ikinci hedef, kesif ve gelistirme slrecinin her agsamasinda bilimsel bulgulari
elestirel olarak degerlendirebilmektir. Uglincli hedef ise, stratejik planlamada gerekli
adimlari ve kararlari almak igin gerekli becerileri gelistirmektir (Anderle P ve ark,
2017).

2.2 Candida Turleri ve Neden Oldugu Enfeksiyonlarin Tanimi

Mantarlar, insanlarda enfeksiyona neden olan 6nemli etkenlerden biridir.
Ozellikle Candida tiriine ait mayalar en énemli patojen mantarlar arasinda yer alir.
Cogu Candida turd bulundugumuz g¢evrede mevcuttur. Cevremizde bulunan Candida
tirine ait mayalardan yalnizca bir dizine kadari insan viicudunda kolonize olmayi
basarabilir. Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei ve Candida guilliermondii tirleri insan
viicudunda kolonize olmayi basararak enfeksiyona neden olabilir (Moran GP ve
ark,2012).

Candida turleri, saglikli bireyler igin genellikle zararsizdir. Bu ture ait mayalar,
dogumdan hemen sonra bebegin oral bosluguna, barsak yoluna ve vajinasina
yerlesir. Saglikli ve yetigkin bireylerin derilerinde ve mukozal florasinda kolonize olur.
insan ile komensal bir birliktelik sergileyen Candida tiirleri uygun kosullari
buldugunda viicutta asin c¢ogalarak enfeksiyona neden olur. Konak savunma
sisteminin herhangi bir sekilde tehlikeye girmesi sonucu, sartlara bagli olarak asiri
ureyebilmeleri ve sgiddetli enfeksiyonlara neden olabilme potansiyeline sahip

olmalarindan dolayi Candida turleri “oportiinist (firsatgi)” patojen olarak tanimlanir.

11



Candida turleri, ciltteki yuzeyel enfeksiyonlar araciligiyla, oral bosluk ve mukozal
membranin epitel hiicrelerine tutunarak, konak hticresine girer ve kan yolu ile bobrek,
karaciger ve beyin gibi hayati organlari enfekte etmek lGzere vicuda dagilir. Candida
turlerinin neden oldugu bu sistemik enfeksiyon c¢esidi “kandidazis” olarak adlandirilir.
C.albicans en patojenik maya turlerinden biri olarak kabul edilir ve epidemiyolojik
calismalarin gogunda yuzeysel ve sistemik enfeksiyonlarin en yaygin nedeni olarak
gosterilir. Diger Candida tirleri de kandidazis formlari ile iligkilidir ve her tlrin
dagilimi, cografi bdlge, hasta toplulugu ve antifungal ilaca maruziyete bagl olarak
degisebilir (Moran GP ve ark,2012).

1995 yilinda irlanda, Dublin'de orofarengeal kandidazisli HIV ile enfekte
bireylerde yeni bir Candida turu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda
Candida dubliniensis (C.dubliniensis) olarak adlandirilan bu tiran C.albicans ile
yakindan iligkili oldugu ortaya koyulmustur. C.albicans ve C.dubliniensis tanisi rutin
laboratuvarlarda, morfoloji ve biyokimyasal 0©zelliklere dayanan testler ile
yapilmaktadir. Birbirleri ile yakindan iliskili olan bu iki Candida turune genetik
karakterizasyonu yapilmadan tani koyulmasi, yanls tani ve tedavi uygulamalarina
neden olabilir (Sullivan DJ ve ark, 1995).

C.dubliniensis, C.albicans’a spesifik olan hif ve klamidospor Uretme yetenegi
de dahil olmak Uzere birgok fenotipik 6zelligi paylasmaktadir. Filogenetik ¢alismalar
C.dubliniensis ve C.albicans’in yakindan iligkili olduguna ve klinik érneklerde iki tirtn

ayriminin yapilmasinin genellikle zor olduguna isaret eder (Moran GP ve ark, 2012).

2.2.1 Candida Turlerinin Oportinist Patojene Dénugmesinin Nedenleri

Kandidazis’e neden olabilecek birgcok oncll faktér vardir. Bunlar asagida
belirtilen sekilde siralanabilir;
] immin  Baskillanma: HIV  enfeksiyonu, antikanser terapisi ve
immuanosupresyon (immuin sistemi baskilayici) ilaglarla tedavi, immin
sistemin baskilanmasina neden olur (Schorling SR veark,2000).

12



2.2.2.

0 o o o o o

Kateterizasyon: Kateter, maya hucrelerinin adezyonu (tutunmasi) igin stabil
bir ortam saglar ve maya hucrelerinin dokuya ve kan damarlarina dogrudan
inokllasyonuna neden olur (Nicastri E ve ark,2001).

Premature Dogum: Erken dogum olgunlasmamis immun sisteme neden olur
(Challacombe SJ,1994).

Asirnt Yasghhk: 65 yas ve Uzeri bireylerde genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, normal bakteriyel floranin ve immuin sistemin bozulmasina neden
olur (ChallacombeSJ,1994).

Kortikosteroid Kullanimi: Yerel bagisiklik tepkisinin bozulmasina neden olur
(inal AS ve ark,2013).

Gastrointestinal Cerrahi: Maya hucrelerinin  dogrudan kan dolasimina
inokllasyonuna neden olur (Vincent JL veark,1998).

Candida tarlerinin  6ncelikli kolonizasyonu: Cogu kandidazis vakasinda,
hastanin normal florasindan endojen olarak izole edilebilirler (Sullivan ve ark,
2005; Jordan RP ve ark,2014).

Candida albicans ve Candida dubliniensis Taksonomisi ve iliskisi

C.albicans ve Cdubliniensis’ e ait taksonomik bilgi asagidaki gibidir;
Phylum: Deuteromycota
Sinif: Blastomycetes
Takim: Cryptococcales
Aile: Cryptococcaceae
Genus: Candida

Species: Candida albicans ve Candida dubliniensis (Yucel A ve ark,1999).

Fungal taksonomi, fenotipik ve morfolojik 6zelliklere dayanmasindan dolayi

siniflandirma yaparken bazi sorunlara neden olur. Cok sayida ortak fenotipik ve

morfolojik 6zellige sahip olan mantarlarin turlere ayrilabilmesi genetik karakterizasyon

ile mumkun olabilir (Check,1994). Candida cinsine ait turler, sekstel eksikliklerinden

dolay! klasik olarak biyokimyasal reaksiyonlar ve morfolojik 6zellikler temelinde

tanimlanmaktadir. Fakat substrat asimilasyonu, hiicre duvari bilesimi ve
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hicre disi proteolitik enzimlerin Uretimi gibi fenotipik parametreler, C.albicans gibi
bazi tirlerde belirsiz Olcllerde farklilik gosterebilir. Bu nedenle tir kavrami belli bir
dereceye kadar belirsizdir. Bu durum Candida turlerinin siniflandiriimasinda ¢ok fazla
karigikliga neden olmaktadir (Williamson ve ark,1986: Ghannoumetal,1990).

Hastanin oykusu ve klinik bulgulari, klinik taniya yonelik 6nemli ipucglari vermektedir.
Lezyon bolgesinden numune alinmasi (balgam, kan, omurilik sivisi vb.) mantar
enfeksiyonuna sahip hastalarin belirlenmesi adina ¢ok onemli bir adimdir. Etiyolojik
teshis, ylksek kalitede oOrnek eldesi, kultir enkibasyonu (24°C, 26°C, 37°C),
kontaminasyondan kag¢inma, mikoloji alaninda mesleki egitim ve biyolojik olarak
guvenli laboratuvar kosullarinin olusturulmasi da dahil olmak Gzere birgok bilgi ve el

becerisi gerektiren islem igerir (Lama J ve ark, 2014).

Tibbi mikoloji laboratuvarlarinda, C.albicans’in tanimlanmasi igin yillardir
kullanilan iki ‘altin standart test’ vardir. Bunlar, C.albicans serumda inklbe edildigi
zaman germ tupu (hifal gelisimin ilk agamasi) Uretmesi ve belirli besin maddelerinden
yoksun ortamda kulttre edildigi zaman gozlenen klamidospor (fonksiyonu bilinmeyen
kalin duvarl refreakter sporlar) olusumudur. Yakin zamana kadar, C.albicans germ
tipu ve klamidospor Urettigi bilinen tek tirdld. Fakat 1995 yilinda Sullivan ve
arkadaslari, HIV ile enfekte bireylerin agiz boslugunda, ayni morfolojik 6zelliklere
sahip, yeni ve C.albicans ile yakindan iligkili yeni bir tir kesfetmistir ‘Candida
dubliniensis’. (Sullivan DJ ve ark, 1995).

Candida turleri arasinda ayirim yapabilmek ve epidemiyolojik arastirmalarda
bir tir icerisindeki suslari ayirt etmek kesinlikle cok énemli ve yararlidir (Ruhnke M,
2006). Ayrim yapmak o6zellikle,
(1) Enfeksiyon kaynadinin izlenmesi,
(2) Tekrarlayan enfeksiyonlarda, enfeksiyonun orijinal sustan mi yoksa yeni bir sus ile
mi tekrar enfekte oldugunun belirlenmesi,
(3) Klinik bir drnekte, birden fazla susun olup olmadiginin belirlenmesi gibi tedavi

seyrini etkileyebilecek 6nemli bir etkiye sahiptir (Sullivan D ve ark, 2011).
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2.2.3 Candida dubliniensis spp.’ in Kesfi ve Candida albicans ile iligkisi

Atipik Candida izolatlari ilk olarak 1995 vyilinda Dublin, irlanda’ da
tanimlanmigtir. Atipik Candida izolatlari Mart 1991-Eylul 1992 tarihleri arasinda
Dublin Dis Hastanesi’ne bagvuran tekrarlayan oral adezyon vakasi tanisi konulmus
60 HIV ile enfekte, ¢ HIV negatif bireyin oral bolgesinden izole edilmistir. Elde edilen
tim izolatlar germ tlpuU testinde pozitif sonug vermis ve Ugll veya bitisik ciftler halinde
dizenlenmis bol miktarda klamidospor olugturmuslardir. Elde edilen sonuglara gore
izolatlarin ilk olarak Candida albicans serotip A oldugu duslUnulse de, izolatlarin
alisiimamis ‘karbonhidrat asimilasyon profiline’ sahip oldugu ortaya koyulmustur
(Sullivan DJ veark,1995).

Dokuz atipik Candida izolatinin blytk ribozomal alt Gnite genlerine ait V3
degisken bolgesinden alinan 500 bp’lik bir kisim sekanslanarak, karsilastirilmistir
(Sekil1). Dokuz atipik Candida izolatinin diger Candida turlerinden 6nemli derecede
farkli ve homojen kimelenme olusturmasindan dolayr C.albicans ve Candida
stellotoidea (C.stellotoidea) turleri ile daha yakindan iligkili oldugu dusundimustar.
C.albicans’ a spesifik olan 27A probu ile dokuz atipik Candida izolatana ait bes farkh
oligonikleotid ve okaryot mikrosatellit tekrar sekanslari elde edilerek genomik DNA
Parmak izi Yontemi ("DNA Fingerprint”) ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda atipik
Candida izolatlarinin C.albicans ve C.stellotoidea turlerinden farkh bir genomik
organizasyona sahip oldugu ortaya c¢ikariimistir. Sonu¢ olarak C.albcians’ a ¢ok
benzer fakat farkli karbonhidrat asimilasyon profili ve genomik organizasyona sahip
yeni bir fungal patojen tird olan “CANDIDA DUBLINIENSIS” tanimlamistir (Sullivan
DJ ve ark,1995).

15



C. dubliniensis

98 7
C. albicans (WO-1)

C. albicans (132A)

99 7
C. stellatoidea
e (., tropicalis
. °r e
C. parapsilosis
C. glabrata
* 4

C. kefyr

C. krusei

A, fumigatus

Sekil 1: C.dubliniensis CD36 Kdklendiriimemis Filogenetik Komsu-Birlestirme Agaci:
Blyuk ribozomal genlerinin V3 bolgesindeki 500 bp’lik bolimundn hizalanmasi ile
elde edilmistir. Olgek gizgisi, nikleotid sekansindaki %5’lik farki temsil eder.
Dugumlerde yer alan sayilar, ényukleme(bootstrap) analizi ile elde edilmis olup
rastgele olusturulan dizenlemenin 1000 agacta meydana gelme yuzdesini gosterir
(Sullivan DJ ve ark,1995).

2.2.4. Candida dubliniensis sp. nov. Ozellikleri

Candida dubliniensis (dubliniensis: Dublin, irlanda’ nin baskenti)

1 Oval veya kuresel blastosporlardan olusan bir mayadir (3—7um x 3—14um).

1 Sabouraud dekstroz agarda krem-renkli koloniler, patates dekstroz agarda ise
krem-beyaz koloniler halinde, yuvarlak, konveks bicimde tremektedirler.

1 RAT agar veya misir unu Tween 80 agar Uzerinde, 25-27°C’de, 48-72 saat
arasinda, septada unilateral, multilateral ve bilateral dallari olan ve bol
miktarda refraktil pseudohif (ve birkag gergek hif) ve kalin duvarli klamidospor
uretirler (Seki2).
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1 Genellikle klamidosporlar tek stispensor hicre tarafindan, tek dalli pseudohif
olarak, dallanmis terminal olarak eklenen Ugli veya bitisik ciftler halinde
dizenlenmis olarak uretilir.

1 Bir su banyosunda, 37°C’de, taze toplanmis insan serumu icinde iki saat
enkidbasyon sonucu germ tupa dretirler. 37°C ve 30°C’de iyi bir Ureme
sergilerken, 42°C’de Ureyemezler.

1 Biyokimyasal olarak; galaktoz, glukoz, maltoz, stikroz, mannitol, sorbitol, 2-
keto glukonat ve glukozamini asimile edebilirler.

1 Biyokimyasal olarak; arabinoz, ksiloz, riboz, sorboze, rhamnose, alfa-metil-D
glukosid, sellobioz, laktoz, melibioz, melezitoz, rafinoz, gliserol, eritrol,
inositol, glukuronat, DL—Ilaktat, levulinate, glukonat ve potasyum nitrati
asimile edemezler.

1 Suslar palatinoz ve trehaloza karsi degisken asimilasyon profilleri sergiler,
sikloheksimid varliginda urerler ve aeskulini hidrolize edemezler (Sullivan DJ
ve ark,1995).

C.albicans ve C.dubliniensis ayriminda asagida verilen bilgilere basvurulabilir;
1 C.dubliniensis’ in 45°C’ de Ureyememe 6zelligi
1 C.dubliniensis’in daha fazla miktarda klamidospor Uretmesi,
1 Karbonhidrat asimilasyon profillerinin farkli olmasi,
1 Germ tlpu testi sonucu pozitifken fakat Candida albicans icin yapilan PNA
FISH testinin negatif olmasi,
1 DNA dizisi veya MALDI-TOF paterni (Procop GW,2017).

17



Sekil 2: Klamidospor Uretimini Gésteren Isik Mikrografi: RAT agarda, 25-27°C’de, 72
saat enkiubasyon sonucunda klamidospor uUretimini gdsteren 1sik mikrograflari.
(a)Candida albicans 132A susu tarafindan dretilen klamidospor ve pseudohifler
(b)Candida dubliniensis CD33 izolatina ait bol miktardaki klamidospor Gretimi (c)
Candida dubliniensis CD33 izolatina ait klamidosporlarin Ggli dizeni. Bitigik olarak
dizenlenen klamidosporlar ok baslari, terminal ciftler ise oklarla gosterilmistir.
Barlar:(a,b) 10um, (c) 5um (Sullivan DJ ve ark, 1995).
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2.3. Biyofilm Olugumu

Mikroorganizmalar dogada serbest (planktonik) halde bulunurken, biyotik
veya abiyotik ylzeylere adezyonu sonucunda ‘polimikrobiyal biyofilm’ formunda
goralurler (Peters BM ve ark,2012). Mikroorganizmalardan bazilari birlikte yasamayi
kolaylagtirmak icin sinerjitik iliskiler kurar. Bazi mikroorganizmalar ise rekabetgi
(antagonistik) bir yaklasim sergiler (Bayrakal V ve ark,2018;Peters BM ve
ark,2012).

Biyofilm, bakteri ve mantarlarin polisakkarit agisindan zengin hicre disi
matris icine gomulld halde bulunarak olusturduklari mikrobiyal nis olarak tanimlanir
(Chandra J ve ark,2015). Biyofilmler, su kanallari ile birbirine baglanan ve hicredigi
matris icine gomull kapsullenmis aderent hicre agindan olusan U¢ boyutlu mimariye
sahip bir yapidir (Bachmann ve ark, 2002;Baillie GS ve ark,2000). Biyofilmler
mikroorganizmanin urettigi protein, polisakkarit ve DNA’ dan olusurlar (Bayrakal V ve
ark,2018).

Biyofilm mikroorganizmaya konak bagisiklik sistemi, cevresel stres, besin
eksikligi ve besin dengesizliklerine karsi dayaniklilik saglayarak insan saglina zarar
vermesine neden olur. Mikroorganizmalarin antibiyotik veya antifungallerden
korunmasini ve direng gelistirmesini saglayarak mikroorganizmalarin guvende
olmasini ve duyarliigin azalmasini saglar (Costerton JW ve ark, 1987). Biyofilm
olusumu Ug¢ evrede gergeklesir. Bu evreler erken evre (0-11 saat), ara evre (12-24
saat), olgunlasma evresinden (24-48 saat) olarak tanimlanir (Chandra J. ve ark,
2001). Bu nedenle biyofilmler, enfeksiyonlarin tani ve tedavi stratejilerini belirlemede
blyuk 6nem tasir. Mevcut terapétik uygulamalarda kalici olarak vicuda yerlestirilen
cihazlarin (kateter, protez dis, ses protezleri, kontakt lensler vb.) kullanimi, hastane
kaynakli derin doku enfeksiyonlari, transplantasyon prosedurleri, immudn sistemin
baskilanmasi (anti-kanser tedavisi vb.) ve diger uzun sureli, yogun tedavi siregleri
biyofilm olugsumuna katkida bulunur. (Donlan RM,2012). In vivo ve in vitro
modellemelerin gelisimi Candida biyofilmlerinin, mikroskobik degerlendiriimesi ve

gen/protein profilinin belirlenmesine olanak saglar. In vivo modeller, vicut dokulari
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Uzerinde gelisen biyofilmler i¢in, konak-patojen etkilesimlerini anlamaya yonelik

calismalarin yuratilmesine olanak saglar (Chandra J ve ark, 2015).

2.3.1. Biyofilm Morfolojisi ve Mimarisi

In vitro olarak olusturulan Candida biyofilmleri, hicre disi matris igine
gomulmasg, polisakkarit agisindan zengin maya hucrelerini igerir. In vivo veya
hastalardan elde edilen o&rneklerdeki (intravaskuler kateter, idrar sondasi vb.)
biyofilmler ise fibrinojen, 6lu hucreler gibi konaktan gelen biyomolekdilleri de igerir
(Chandra J ve ark, 2015).

Protez seritler Uzerinde Candida biyofilmlerinin U¢ boyutlu mimarisini ve
topografisinin karakterize edilmesinin sonucunda, protez seritlerinde olusturulan
C.albicans biyofilmlerinin, yogun blastospor tabakasi ve hlicre disi grantler, polimerik
matrise gomulmus birkac hifal element floresan mikroskobu ile goésterilmistir.
Floresan mikroskonu ile elde edilen verilere gore, protez seritlerinde C.albicans
biyofilminin olusumunun U¢ gelisim evresinde ilerledigi gosterilmistir. Bu evreler;
erken evre (0-11 saat), ara evre (12-24 saat) ve olgunlasma evresi (24-48 saat)
olmak Uzere Uge ayrilir (Sekil 4). Erken donemde C.albicans hucreleri, ayri koloniler
olarak blastospor (maya) hicresi olarak Urer. Fungal hicreler ara evrede, yilizeyde
dlzensiz buyume gostererek kalin izlere donudsurler ve kolonileri kaplayan ve
toplayan hucresiz, polisakkarit agisindan zengin ‘bulanik (puslu)’ bir film Uretirler.
Olgunlasma evresinde ise ekstraselliler madde miktari artmaya devam ederek,
C.albicans kolonilerinin matris igine tamamen gomulmesini saglar (Chandra J ve ark,
2011).
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Sekil 3: C.albicans Biyofilminin Floresan Mikroskobu Goriintusi: Polimetilmetakrilat
seritlerinde C.albicans biyofilmine ait gelisim evreleri; 72 saatlik sire igerisinde
(a)erken evre, (b)ara evre, (c)olgunlasma evresi. Buyutme X10 (Chandra ve ark,
2001).
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() SE (Top view) muuwmji

Sekil 4: Biyofilm Gelisim Evreleri: C. albicans'ta biyofilm gelisiminin sematik
gOsterimi. (a ve b) Polimetiimetakrilat (PMA) seritleri Uzerinde Uretilen biyofilm.
(c ve d) Silikon elastomer (SE) disklerinde Uretilen biyofilm. a ve c ustten gorulen alt
tabakay! temsil ederken, c ve d sirasiyla PMA seridinin ve SE diskinin yanlarindan

gorinuimu gosterir. ECM, hlicre disi malzeme (Chandra ve ark,2001).
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2.3.2. Biyofilm Olugumunu ve Mimarisini Etkileyen Faktorler

Biyofilm olusumu; sivi akigl, substrat, besin, tur cesitliligi, konak reseptorleri
ve mikrobiyal birliktelikler gibi g¢esitli konak-Candida turevli degiskenlerden etkilenir
(Chandra J ve ark, 2015).
2.3.2.1. Sivi Akisi

Sivi akigi gibi fizyolojik kosullar, enfeksiyon boélgesinde olusan biyofilmlerin
onemli modulatorlerindendir. CUnkl sivi akisi, besinlerin degisimi ve yapisal
butinliguna etkileyebilir. Tukurak, kan ve idrar gibi sivilarin akigini taklit edebilmek,
fungal biyofilmleri degerlendirebilmek acisindan buyuk onem tasir (Busscher HJ
veark, 1997).

2.3.2.2.Substrat

Hawser ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptidi calismada, farkli substratlarin
Candida biyofilmlerinin mimarisi, morfolojisi, kalinhdi ve olusum yetenegi Uzerindeki
roli gosterilmistir. Cesitli kateter materyallerinin degerlendiriimesi sonucunda,
C.albicans polivinil klorid ile karsilastirildiginda, lateks ve elastomer Uzerinde biyofilm
olusumunu arttirdidini, poliiretan veya %100 silikon Gzerinde biyofilm olugumunu

azalttigi ortaya koyulmustur (Hawser SP ve ark, 1994).

2.3.2.3. Besinler

Sekerler ve lipidler gibi Greme ortaminda bulunan besin maddeleri Candida
biyofilm olusturma yeteneginin 6nemli belirleyicilerindedir. 500 milimolar (mM)
galaktoz ve 50 mM glukoz iceren ortamda C.albicans biyofilmlerinin Uretimi, 48 saat

sonra maksimuma ulagir ve azalir (Hawser SP ve ark, 1994).

2.3.2.4. Tur Cesitliligi

Biyofilm olusturma yetenegdi Candida tirleri arasinda blyuk 6l¢ude farkhlik
gosterebilir (Holmes AR ve ark,1995). Hawser ve Dougles, 15 farklh C.albicans
izolatinda biyofilm olusumunu karsilastirarak, patojenite ile ilgili bazi baglantilar
bildirmiglerdir. Daha az patojenik olan C.parapsilosis, C.pseudotropicalis ve
C.glabrata izolatlarinin daha patojenik olan C.albicans’ a gore daha az biyofilm
olusturdugunu ortaya koymuslardir (Hawser SP ve ark, 1994). Ayrica C.albicans

biyofilmleri ekzopolisakkarit ve hif agisindan yogun blastospor tabakasindan
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olusurken, C.parapsilosis biyofilmleri yalnizca kiimelenmis blastosporlardan olusan
ve C.albicans biyofilminden daha az hacme sahip olan biyofilm olusturmustur (Kuhn
DM ve ark, 2002). Yapilan bir arastirmada, biyofilm olusturma yeteneginin, yapi ve
matris kompozisyonlarinin tire bagl oldugunu gostermektedir. Genel olarak
C.albicans, diger turlere gore niceliksel olarak daha buyuk, niteliksel olarak daha
karmasik biyofilmler Gretmektedir. Candida biyofilmlerini morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiler dizeyde analiz edebilmek igin, yeni ara¢ ve teknikler
gelistirilmigtir. Bu yeni gelismeler, fungal biyofilmler ile ilgili hastaliklarin daha iyi
yonetilmesine olanak sadlayacaktir. Bu durum mantar-mantar ve mantar-bakteri
birlikteliklerinin  (karisik  kdltdr)biyofilm ortamini  etkiledigi ve bu etkilesimlerin
mikrobiyal topluluklardaki (mikrobiyom, bakteriyom vb.)rolinl anlama ihtiyacinin

olduguna isaret etmektedir(Chandra J ve ark, 2015).

2.3.2.5. Mikrobiyal Birliktelikler

Candidalarin  biyofilm olusturma yetenegi, baska Candida tirlerinin
varligindan veya farkli bakteriyel birlikteliklerden etkilenir. Lif (fiber) ve Uroepitelyal
hicreler Uzerinde, Candida biyofilm olusturma yetenegi Lactobacillus varhdindan
etkilenir (Reid G ve ark,1995).

2.3.3. Candida dubliniensis’ in Biyofilm Yapisi

C. dubliniensis, insan immun yetmezIik virisu ile enfekte olmus orofaringeal
kandidazisli hastalarda enfeksiyona neden olan, C.albicans ile yakindan iligkili firsatgi
patojen bir mayadir (Moran GP ve ark,2012). Biyofilmlerdeki mayalar, normal
laboratuvar kosullarinda uUretilen planktonik mayalara gore 6nemli derecede farkli
Ozelliklere sahiptir. C.dubliniensis biyofilm olusumu adezyonla baslar, 24-48 saatlik
bir zaman diliminde Ureme, proliferasyon ve olgunlagma evreleri ile devam eder.
Olgun C.dubliniensis biyofilmleri, ekzopolimerik materyal igcine gémuli maya ve hifal
elementlerden olusan yogun bir agdan meydana gelir. C.dubliniensis biyofilmleri
heterojen ve dallanan su kanallari ile mikrokolonilerden olusan bir mimariye sahiptir.
Sekiz farkli klinik izolata ait planktonik hlcrelerinin, amfoterisin B antifungal duyarhhigi
sesil C.dubliniensis ile karsilagtirildiginda, sesil mayalarin artan bir direng gosterdigi

ortaya koyulmustur. Antimikrobiyal ajana kargi belirgin sekilde
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artan direng ve konak savunma sisteminden korunma, biyofilm olusumunun neden

oldugui iki klinik sonugtur (Ramage G ve ark, 2001).

Biyofilm olusturma kosullarina serum eklendigi zaman C.dubliniensis’ in
adezyon seviyesi 6nemli olglide artar. En iyi tanimlanan ilk etki 30’ uncu dakikada
g6zlemlenmistir. 4-24 saat sonra, serum pelletinin varligi ve yoklugu durumunda
biyofilm olusumunda ¢ok kuguk bir fark gozlemlenir fakat farkliliklar istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (Ramage G ve ark, 2001).

48h

Sekil 5: C.dubliniensis NCPF 3949 Biyofilminin SEM Gorunttleri: PMMA disklerinde
cesitli zaman araliklarinda (2,4,6,8,24 ve 48 saat) C.dubliniensis NCPF 3949 biyofilm
olusumunun SEM goéruntileri (Ramage G ve ark, 2001).
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2.4. Candida Antifungal Tedavisi ve ilag Direncinin Ortaya Gikisi

Candida enfeksiyonlarin insidansi; HIV ile enfekte kisiler, AIDS hastalari, kati
organ/kemik iligi transplant alicilari, kanser hastalari gibi immun sistemi baskilanmis
bireylerin sayisindaki artisa bagli olarak son otuz yilda 6nemli 6lgude artmistir.
1980’lerin son yarisi ve 1990 yillarinda, HIV ile enfekte hastalarda orofaringeal
kandidazisin tedavisi icin 6zellikle flukonazol olmak tzere profilaktik azol tedavisinin
yaygin kullanimi, 6zellikle C.albicans gibi antifungal ilaca direngli Candida suslarinin
daha sik ortaya cikmasi ile sonuglanmistir (Pfaller MA ve ark,2004; Hazen KC,
1995). O gunden bu yana, antifungal ilaglarla uzun sire tedavi alan diger hastalarda
da antifungal direnci bildiriimektedir. Ayrica bu durum Candida glabrata (C. glabrata),
Candida krusei (C.krusei) ve Candida lusitaniae (C.lusitaniae) gibi dogal olarak
azaltilmis duyarliha sahip veya antifungal ilaglara direncli Candida turlerinin ortaya
cilkmasina da neden olmaktadir. Antifungal ila¢ direnci, 6zellikle antifungal tedavi
veya profilaktik tedavi almayan hastalar basta olmak Uzere, ¢odu klinik Candida
izolati icin dnemli bir sorun degildir (Sanglard D ve ark, 1999). Tibben énemli olan
Candida turlerinde; azol, polien, ekinokandin ve daha az dlgude 5-flucytosine karsi
gelisen direng, Candida turlerinin belirli antifungal ila¢ siniflarina karsi kullandiklari en
onemli ve en yaygin molekiler diren¢ mekanizmalaridir (6rnegin: coklu ilag akis
proteinlerinin asiri ekspresyonu ve ila¢g hedef proteinlerini kodlayan genlerdeki nokta
mutasyonlari ve diger mutasyonlar) (Florent M ve ark, 2009). Buglune kadar yapilan
calismalar, hem bu tirler arasinda hem de yakin akrabasi C.albicans ile arasindaki
diren¢g mekanizmalarinda bazi énemli farkliliklar bildiriimesine ragmen, bu 6zelligin

C.dubliniensis igin de gecerli oldugunu gostermektedir (Coleman DC ve ark, 2010).

C.albicans ve C.dubliniensis turlerini tanimlarken antifungal direnci
konusunun uzerinde durulmasi oldukga uygundur (Coleman DC ve ark,2010).Bunun
yaninda C.dubliniensis’in prevelansini bdlgesel veya ulusal Ilaboratuvarlarda,
epidemiyolojik dalgalanmalari incelemek igin calismalara dahil edilmesi de mantikhdir
(Sullivan DJ ve ark, 2005). Candida biyofilmlerinin, azol ve poliyenler de dahil olmak
Uzere yaygin olarak kullanilan antifungallere direncli oldugu belgelenmigstir (Baillie
GS ve ark, 1998; Kalya AV ve ark,1995).
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Chandra ve arkadaslari, protez akrilik Uzerinde olusturulan Candida
biyofilmlerinin antifungal duyarlihdini in vitro olarak degerlendirmis ve C.albicans
biyofilmlerinin amfoterisin B, flukonazol, nistatin ve klorheksidine kargi direng
gosterdiklerini belirlemistir (Chandra J ve ark, 2001). Bunun aksine planktonik olarak
Ureyen C.albicans’ 1n bu antifungal ajanlara karsi duyarli oldugu, mikrotitre
plaklarinda olusturulan C.albicans ve C.dubliniensis biyofilmlerinin benzer direng

profillerine sahip oldugu bildirilmistir (Ramage G ve ark,2001).

Biyofilm icindeki mayalar, planktonik mayalara gére antifungal tedaviye karsi
daha direnclidir. Caspofungin, mantar hucre duvarinin ana yapisal bileseni olan 1,3-
beta-D-glukan sentezini inhibe eden, lipopeptid yapida, fungisidal ve suda
¢ozlinebilen yar sentetik bir ekinokandindir. 1,3-beta-glukan C.albicans hicre
duvarinin temel bilesenidir ve agirhginin %60’ n1 olusturur. Bu molekdiller, hicre
duvarindaki diger makromolekullerin (kitin, mannoprotein vb.) eklenmesi igin bir yapi
iskelesi gorevi gorur ve hucreye gugclu fiziksel 6zellikler saglar. Caspofungin klinik
olarak 6nemli olan Candida ve Aspergillus tirlerine ve flukonazole kargi direng
gosteren Candida izolatlarina karsi aktiftir. Fungal hucre duvar biyofilm olusumu ve
gelisiminde kritik kabul edilen yapisal olaylar ve adezyonda rol aldigi i¢in, mantar
hicre duvari biyosentezinde rol oynayan énemli bir yapiy1 hedefleyen bu maddenin
C.albicans biyofilmlerine kargi etkili olabilecegi dustunulmektedir (Bachmann SP ve
ark, 2002).

2.4.1 Candida albicans ve Candida dubliniensis Antifungal Diren¢ Mekanizmalari

Antifungal ilaglar fungal enfeksiyon tedavisinde kullanilan anahtar faktordur. Yaygin
olarak, allylaminler (terbinafin, naftifin, butenafin vb.), imidazoller (flukonazol,
katokonazol, bifonazol vb.) veya ikisinin bir karisimi (ketofonazol, naftifin) ve hatta
bazi steroidler (triamsinolon asetonid, ekonazol, mikonazol nitrat) kullanilir. Antifungal
etki spektrumu ve aktivitesi, ilacin dogrudan patojenik fungusa uygulanmasi ile
koloninin bulundugu bdlgedeki inhibisyon bdlgesinin boyutunu gdézlemleyerek ve
karsilastinlarak belirlenir. Mantar kaynakli enfeksiyonlara karsi antifungalin aktivite
ve etki spektrumunu degerlendirmek suretiyle in vitro galismalar yapmak son derece
faydalhdir (Lama J ve ark,2014).
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Cesiti  modellerin  gelistiriimesi  ile  C.albicans’in  biyofilm  direng
mekanizmalarinin ayrintih  degerlendiriimesi ve anlasiilmasi saglanmigtir. Bu
yontemler arasinda membran sterollerindeki  degisiklikler, fonksiyonel ve
transkripsiyonel seviyedeki membran lokalize ila¢ akisli pompa deneyleri ve biyofilm
yoluyla azalmig veya sinirlandiriimis ilag penetrasyonu igeren ilag hedef

degisikliklerinin incelenmesi yer alir (Chandra J ve ark,2015).

Candida dubliniensis klinik izolatlarinin  buyuk ¢ogunlugu flukonazol,
ketokonazol, itrakonazol ve vorikonazol de dahil olmak Uzere, yaygin olarak
kullanilan azol ilaglarina kargi duyarlidir (Salgado-Parrefio FJ ve ark, 2006). Fakat
in vitro ortamda flukonazole karsi ilag direnci indukleyebilirler. Bu nedenle, flukonazol
proflaksisinin sik kullanimi, C.dubliniensis’in patojen rolinde ortaya c¢ikmasina
katkida bulunmaktadir (Ramage G ve ark, 2001).

Antifungal direnci saglayan mekanizmalar;

1 “ATP Binding Casette”(ABC),

(1 “Major Facilitator Superfamilies” (MFS)’ nin ila¢ akis pompalarini kodlayan
genlerin transkripsiyonel aktivasyonu, hedef enzimlerin asiri ekspresyonu veya
mutasyonudur.

Azoller en yaygin kullanilan antifungal ilaglardir. Flukonazol, ketokonazol,
klotrimazol, mikonazol, itrakonazol en yaygin kullanilanlardan bazilaridir. Flukonazol,
Candida tedavisinde kullanilan en yaygin antifungaldir. Bu ilacglara karsi geligen
diren¢ antifungal ile tedavinin énundeki en énemli zorluklardan biridir. Bu ilaglarin
kronik ve irrasyonel kullanimi, azollere karsi direng gelisiminin nedenlerindendir.
Azollerin etki mekanizmasi, genellikle lanosterol 14-alfa-sterol demetilaz (DM) adli
enzimi inhibe ederek, mantar hicre duvarinin pargalanmasina dayanir. Bu enzim,
heme kofaktdr azol baglanma bdlgesine sahip olan sitokrom P450 enzimidir ve
lanosterolln ergosterole donusumune aracilik ederek ergosterolun biyosentezinde rol
oynar. Bu enzimin azol ile inhibe edilmesi, toksik Grin olan 14-alfa-metil-3,6-diol
birikimine yol agar. Bu toksik drtnin birikimi, fungal plazma zarindaki ergosterol

iceriginin azalmasina neden olur ve mantar hicre zarinin batinlagunin bozulmasina
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yol acar. Hedef enzimdeki herhangi bir degisiklik ila¢ direncinin gelisimine neden
olabilir. Azollerin, lanosterol 14-alfa-sterol demetilaz enzimine kargi afinite degisimi;
azollerin enzime baglanmasinda azalmaya neden olabilir. ERG11 geninin asir
ekspresyonu, ergosterol sentezinin artmasina neden olarak, 14-alfa-sterol demetilaz’
In hucresel igeriginin artmasina neden olabilir. Hucre duvari veya zarindaki herhangi
bir degigiklik de azollerin aliminda degisime neden olabilir. Plazma zarinin fosfolipid
veya sterol icerigindeki herhangi bir degisiklik ilacin zara penetrasyonunu azaltabilir.
Azollerin agiri ifade edilen akis sistemlerinden disari pompalamak, azollerin hicre igi

konsantrasyonunu azaltabilir (Krishnasamy L ve ark, 2018).

Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde en yaygin olarak kullanilan polienler
amfoterisin B ve nistatindir. Polienlerin etki mekanizmasi, ergosterol ile etkilesime
girerek fungusun sitoplazmik zarini tahrip etmeye dayanir. Ergosterol, mantar htcre
zarinin batunlGgunu saglayan ve zara bagli enzimlerin isleyisi igin esas olan bir
yapidir. Polienler hicre zarinda gozenekler olusturur. Bu gobzenekler hicrenin
potasyum ve magnezyum iyon dengesinin bozulmasina neden olarak proton
gradyaninin tahribatina neden olur. Bu bozulma mantar hicresinin 6limayle
sonugclanir. Polienler ergosterole karsi yuksek afiniteye sahiptir. Polienlere karsi direng
gelisiminin ana nedenlerinden biri, ergosterol seviyesinde diuguse yol agcan ergosterol
sentezinin inhibisyonu ve ergosterolin diger biyosentetik dnclillerle yer degistirmesi ve
buna bagh olarak sterol fosfolipit oranindaki dedismedir. Hlicrenin buylime evresinin
de polienlere karsi direng gelisiminde etkili oldugu bulunmustur. Hlcre ¢eperinin daha
yuksek oranda sentezlendigi ve parcalandigi log fazinda, amfoterisin B’nin hucre

zarina daha fazla oranda etkilesir (Krishnasamy L ve ark, 2018).

Sterol kompoziasyonundaki degisiklikler antifungal direncine bagldir.
Biyofilmin membran sterollerinin izolasyonunu iceren bir ¢alismada, total membran
sterolleri biyofilm ve planktonik htcrelerden izole edilerek, gaz kromatografisi ile
analiz edilmesi sonucunda, ara ve olgun evredeki ergosterol seviyesinin, erken
evredeki C.albicans biyofimlerine goére %41-50 oraninda azaldigi gosterilir. Bu
sonuglar C.albicans biyofilm olusumu sirasinda sterol seviyesinin module edildigini ve

modulasyonun faza 6zgu bir sekilde ila¢ direncine katkida bulunabilecegini gosterir
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(Chandra J ve ark, 2001). Flukonazole karsi direngli izolatlar, bu ilag ile yogun olarak
tedavi edilmis, ozellikle HIV ile enfekte olmus hastalarin bulundugu merkezlerden
bildirilmistir. Ayrica, flukonazole karsi duyarli C.dubliniensis izolatlarinin in vitro
kosullarda ve artan konsantrasyonlarda flukonazole maruz kalmasi sonucunda,
flukonazole direngli, kararli fenotiplere sahip tiirevlerin olusmasina yol acar (MiK:
16—64 pg/ml). C.dubliniensis’in in vitro ortamda hizla flukonazol direnci gelistirebilme
kabiliyeti, bu turin 1990’ yillarda HIV ile enfekte olmus hastalarda secilimine ve
ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilecegini dusunduirmektedir. Bununla beraber,
epidemiyolojik veriler bunu desteklememektedir, verilere gore her iki tir de benzer

flukonazol direng insidansina sahiptir (Moran GP ve ark, 1997).
2.5. Candida albicans ve Candida dubliniensis’in Kargilagtirmal Virtlens Analizi

Mukozal epitel, patojen olma potansiyeline sahip ¢evresel mikroorganizmalari
karsilayan birincil hicre katmani oldugu icin konak savunma sisteminde merkezi bir
oneme sahiptir. Diger komensal mikroorganizmalar ise, epitel dokunun korunmasi ve
immun dizenlenme icin mukozal ylizeyde duzenli olarak bulunarak, zararsiz koloniler
olustururlar. Her iki mikroorganizma turunde de epitel hucrelerle etkilesim olur.
Bazilari bir arada bulunabilirken (komensal), bazilari dokuda hasara yol acar
(patojen). Bariyer fonksiyonu, komensal mikroorganizmalardan korunmak icin yeterli
olsa da, patojenlere karsi korumada yetersizdir. Oral epitelyum hucreleri, cesitli
savunma molekilleri salgilayabilir ve submukozal membrandaki patojenleri
temizleyebilmek igin miyeloid hucrelerini aktive ederek, inflamatuar yaniti
duzenleyebilir (Backhed F ve ark, 2003).

Epitelyal doku etkilesimleri ve penetrasyon, enfeksiyona neden olan ajanlarin
patojenitelerini anlamak icin merkezi faktorlerdir. Test protokollerinde genel olarak
hayvan veya hayvan hicre kilttrd, enfeksiyon in vivo modellemesini olusturmak igin
kullanilir. Bu yaklasim, insana 6zgu ozelliklerin sinirh olmasindan dolayi, insanda
g6zlemlenebilecek patolojik slreclerin gdéz ardi edilmesine neden olur. ilgili
fonksiyonlarin ve mikrobik tepkilerin in vivo olarak ¢alisilmasina olanak saglayacak
insan hucre hatlarinin kullaniimasi, bu neden dolayi istenilmektedir. Komensal olarak

kolonize olabilen veya direkt immiinopatolojiye neden olabilen Candida turleri igin,
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patojenin virulens ozellikleri ve konak savunma mekanizmasi arasindaki etkilesimler
son derece onemlidir. Candida’larin insanda enfeksiyona neden olan en yaygin
fungus oldugu dusunudlurse, in vivo olarak paralellik saglayan ve fizyolojik
fonksiyonlari incelemeye olanak taniyan mukozal kandidazis modelleri oldukca
faydalidir (Schaller M ve ark, 2007).

Sistemik ve mukozal enfeksiyon modellerinde vyapilan Kkarsilastirmali
calismalarda iki tarin enfeksiyona neden olma kabiliyetleri arasinda belirgin bir
farklilik oldugunu ve C.albicans’in, C.dubliniensis’e gore daha patojen oldugunu

ortaya koyulmustur (Koga-Ilto CY ve ark, 2010).

Candida turlerinin komensal flora ile uyum iginde bulunmasi ve buna ragmen
konak eksiklikleri sonucunda enfeksiyona neden olan firsat¢i patojenler olmalari,
virilans faktorlerin tanimlanmasini zorlastirmaktadir. En patojenik Candida turu
olmasindan dolayi C.albicans patogenez agisindan en ¢ok c¢aligilan tardur. En sik
rastlanan C.albicans virulens faktorleri arasinda; adezin Hwp1(Staab F ve ark,
1999), Als ailesi (Hoyer L,2001), hicre disi enzimler salgilanan aspartil proteinaz
(Sap) ailesi(Naglik JR ve ark, 2003), fosfolipazlar (Niewerth M ve ark, 2001) ve en
onemli faktor olan maya ve filamentli hifal biyime formu (Sudbery P ve ark, 2004)
arasinda gecis yapabilmesi yer alir. Her iki form da virllans igin gereklidir. Hif formu
adezyon, invazyon ve biyofilm olsumunda énemli role sahipken, maya formu yayilma

ve konak yuzeyine ilk kolonizasyon agisindan énemlidir (Finkel jS ve ark,2010).

C.dubliniensis, C.albicans disinda hif Uretebilen tek Candida tartdur
(Sullivan DJ ve ark, 1995). ki tiriin yakindan iligkili olmasi ve fenotipik olarak
birbirlerine ¢ok benzemeleri, C.albicans ve C.dubliniensis kolonizasyonu ve insanda

neden hastalik etkini olduklarini ilk bakista anlamayi oldukg¢a guglestirir.

C.dubliniensis’e ait 29, C.albicans’a ait 168 spesifik gen tanimlanmistir.
C.dubliniensis genomunda Hyr1 ve Als3 hucre yuzey proteinleri ve salgilanan aspartil
proteinaz familyasinin iki Gyesi(Sap5, Sap6) gibi hif spesifik virtlens faktorleri yoktur
ve iyi bir sekilde karakterize edilmis epitelyal adezin olan Hwp1 oldukga farkhidir
(Moran GP ve ark, 2004; Jackson AP ve ark, 2009). Hwpl sadece hifal formda

eksprese edilir, konagin transgliteminaz enzimleri i¢in bir substrat gorevi yapar ve
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bdylece konak ile mantar hicresi arasinda ¢ok gugli bir kovalent bagin olusmasina
neden olur (Dwivedi P ve ark, 2011). Hyr1’in nétrofil dldurtcu aktivitesine karsi
direng kazandirir (Luo G ve ark, 2010). Als3 ise konak hiicresine adezyon ve demir-
baglama aktivitesine sahiptir (Phan QT ve ark, 2007). Sap’lar C.albicans’in farkli
hdcre ve koloni morfolojileri sergilemesini saglayan, tersine cevrilebilir fenotipik
dénlsiime neden olur (Naglik JR ve ark, 2003). ki tir arasindaki gen ailesi
bayukligundeki en buyuk fark, TelOmere(TLO) iligkili ailededir. C.albicans’ ta TLO
gen ailesine ait 14 gen bulunurken C.dubliniensis’de yalnizca 2 gen bulunur
(Jackson AP ve ark,2009).

C.albicans ve C.dubliniensis arasindaki en énemli farklardan biri de ¢evresel
stresi tolere edebilme kapasitelerinin farkhihgidir (termal, ozmotik ve oksidatif stres).
45°C’deki karsilagtirmali Greme testi, iki tur arasinda ayrim yapmak icin kullanilan
yaygin bir tani testidir (Pinjon E ve ark, 1998). C.dubliniensis, termal strese daha
gucll bir yanit verirken, oksidatif ve ozmotik sterese karsi ¢ok zayif bir transkripsiyon
ile cevap verir. C.dubliniensis’ in cevresel strese toleransini arttiran genleri
tanimlamak icin C.albicans kitiphanesinin kullanildi§i ¢calismalar yapilsa da oksidatif
ve termal duyarlihidi tanimlayabilecek bir gen bulunamamistir (Enjalbert B ve ark,
2009). Candida albicans’ in en dnemli ve en iyi galismalarin yapildigi virtlens faktora,
maya ve filamentdz Ureme formlari arasindaki donugumdur (dimorfizm), bu 6zelligi
C.dubliniensis ile paylasir. C.dubliniensis germ tipi ve gercek hifleri tretebilir buna
ragmen in vivo ve in vitro kosullarda C.albicans’a gbre daha az etkilidir. C.albicans’in
virilansinda dimorfizmin 6nemi dugunuldugunde, C.dubliniensis’in maya-hif donigim
kabiliyetinin daha zayif oldugu 6ne surulmustir (O’Connor L ve ark, 2010). Bunu
destekleyen kanitlar murin sistemik enfeksiyon modeli (Vilela MMS ve ark, 2002) ve
neonatal orogastrik enfeksiyon modeli ile elde edilmistir. Neonatal orogastrik
enfeksiyon modelinde, enfekte hayvanlarin mide ve bdbekleri yalnizca C.dublliniensis
maya hucrelerini bulunurken, C.albicans’in hem maya hem de hifal formuna
rastlanmigtir.  “Reconstituted Epithelial Infection” (RHE) yuzeysel enfeksiyon
modelinde ise C.albicans hem maya hem de hif formunda Ureyerek, dokuda buyuk
hasara neden olmustur. Bunun aksine RHE modelinde, C.dubliniensis sadece maya
formunda Ureyerek ve dokuda sinirli invazyon ve hasara neden olmustur (Stokes C
ve ark, 2007).
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C.dubliniensis’in en c¢arpici Ozelligi, insan normal flora bileseni ve sistemik
enfeksiyon etkeni olarak disuk insidansa sahip olmasidir. Bunun nedenleri kesinlikle
arastirmaya degerdir. C.albicans ile kargilastirildiginda C.dubliniensis’ in zayif
patojenitesine neyin neden oludugunu belirlemek, kandidal patogeneze olan
anlayisimizi  gelistirecektir. Bu nedenle devam eden C.dubliniensis genom
sekanslama projesi ve devam eden trasnkriptomik ve proteomik calismalar, ki
turin nasil enfeksiyona neden oldugunu ve bu kardes turlerde virulansin nasil
evrimlestigini anlamamizi buylk Olgide kolaylastiracaktir. Fakat hala bu testlerin
yapilmasi icin gereken zaman ve maliyetin, mikoloji laboratuvarlari igin gerekli olup

olmadigi tartisiimaktadir (Sullivan DJ ve ark,2005).
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2.6. Candida albicans ve Candida dubliniensis Enfeksiyonlarinin Klinik Onemi

Filogenetik calismalar, C.dubliniensis ve C.albicans’in yakindan iligkili oldugu
ve klinik orneklerde iki turun ayriminin yapilmasinin genellikle zor oldugu gosterir
(McManus BA ve ark, 2008). iki tiire ait epidemiyolojik veriler, tiirlerin yakindan iligkili
oldugunu gosterse de C.albicans’in C.dubliniensis’e gore daha yaygin oldugunu da
gostermektedir. Ozellikle sistemik enfeksiyonlarin analizlerinde Calbicans >%50
oraninda bulunurken C.dubliniensis %2-3 oraninda tespit edilmistir (Kibbler CC ve
ark, 2003).

Klinik érneklerden C.dubliniensis’ i tanimlamaya yonelik harcanan c¢abalara

ragmen, bu turin prevelans degerlendirmesi eksiktir. Cok cesitli yontemler ile gesitli
epidemiyolojik ¢alismalar gergeklestiriimektedir. Fakat bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglar standart degildir, degisiklik gdsterir. C.dubliniensis ilk olarak irlanda’da, HIV
ile enfekte olmus bireylerin ve AIDS hastalarinin oral bosluklarindan izole edilmistir
(Sullivan DJ ve ark, 1995).
HIV ile enfekte olmus populasyonlardaki bireylerin adiz boslugundan alinan
C.dubliniensis izolatlarina ait prevelans, epidemiyolojik calismalar sonucunda %21.5-
32 arasinda oldugu belirlenmistir. HIV ile enfekte olmamis saglikli bireylerin oral
bosluklarindan elde edilen C.dubliniensis prevelansi ile ilgili de bir anlasmazlik s6z
konusudur. Bu gine kadar yapilan ¢alismalarda, bu gruptaki bireylerde ya hi¢ ya da
cok dusuk seviyede C.dubliniensis saptanmistir (Faggi E ve ark, 2005).

Saglikli  bireylerde de C.dubliniensis’in neden oldugu enfeksiyonlar
gozlemlenerek, diyabet hastasi olan bireylerde C.dubliniensis prevelansinin daha
yuksek oranda oldugu bulunmustur (Willis AMve ark, 2000). Guney Afrikada yapilan
bir calismada, saglikli bireylerin oral boslugundaki C. dubliniensis prevelansi HIV ile
enfekte olmus bireylere gore daha yuksek bulunmustur (sirasiyla %14, %9). Ayni
calismada, siyah bireylerin adiz boslugunda C.dubliniensis bulunmazken, HIV ile
enfekte siyah bireylerde %1.5 oraninda bulunmustur (Blignaut E ve ark,2003).

Oral enfeksiyonlar ile iligskilendiriimesine ragmen C.dubliniensis vicuttaki
diger anatomik bolgelerde de tanimlanabilir. Bu tlr vakalarda prevelans, agiz
boslugundakine kiyasla daha dusuktir. C.albicans vulvovajinal kandidoza neden olan
en 6nemli etiyolojik ajan iken, C.dubliniensis bu tarz vakalarin ¢ok kiguk bir kisminda

tanimlanabilmigtir.
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C.dubliniensis’in neden oldugu artan kandidemi vakalarina ragmen,
epidemiyolojik gcalismalarda nadiren tanimlanir ve dinya genelinde incelenen maya
pozitif kan kultarlerinin gok kuguk bir kismini olusturmaktadir. Suudi arabistanda
yapilan bir calismada, kandidemi vakalarinin 2/12 (%16.7) sinin C.dubliniensis

kaynakli oldugu ortaya koyulmustur (Fotedar R ve ark,2003).

C.dubliniensis’in kan kulturlerindeki prevelansi ¢ok duguk olmasina ragmen,
enfeksiyon basladiktan sonra hastanin 6limuine dahi neden olabilir. C.albicans ve
C.dubliniensis arasindaki ayrimi tanimlamak icin veriler, gelistiriimis karbonhidrat
asimilasyon testlerinin veri tabanlari ve bitki ekstraktlari ile takviye edilen ortamlarda
morfolojik farkhliklara dayanan analizler sonucunda elde edilmistir (Pincus DH, 1999)
Ornegin, C.dubliniensis staib agar (Staib P ve ark, 1999) , pals agar (Al- Mosaid A
ve ark, 2003) veya tobacco agarda (Khan ZU ve ark, 2004) Uretilirse, olusturdugu
pseudohif ve klamidospor yapisindan kaynaklanan kaba koloni dokusuyla kolayca
ayirt edilebilir. Ayni ortamda C.albicans kolonileri purtzsuzdir ve sadece
blatosporlardan olusur. Bu ayirici taniya ragmen, enkubasyon suresinin 96 saati
bulmasindan dolayi iki tiriin ayrimi rutin laboratuvarlarda kolaylikla yapilamaz. Bu
nedenle Cdubliniensis’i tanimlamaya yonelik testler genellikle molekiler temelli
yontemlere dayanan testlerle yapiimahdir. C.albicans ve C.dubliniensis’i ayirabilmek
icin, son zamanlarda immunokromotografik testlerin de kullanildigi bildirilmistir
(Sullivan DJ ve ark, 2005; Sullivan DJ ve ark,2004).

2.7. Mikrobiyal Tanimlama Sistemi

Candida dubliniensis, genellikle Candida albicans ile karisik kultir halinde
bulunur. Fakat, Candida primer kultirleri, CHROMagar'’da koloni rengini degistirdigi
igin tanimlama yapmak zordur. C. dubliniensis, CHROMagarda koyu yesil koloniler
halinde go6zlenirken, C.albicans agik yesil koloniler halinde gozlemlenir (Schoofs A
ve ark, 1997). 53 C.dubliniensis izolatinin sadece 30’ unun primer kulturande tipik
koyu yesil renk olusturdugu, C.albicans kolonilerinin ise CHROMagarda yesilin her
tonunu olusturabilecegi bildiriimistir. Bu bulgular, Candida kolonilerinin CHROMagar
Uzerinde olusturdugu rengin C.dubliniensis tanimlamasinda guvenilir olmadigini

gostermektedir (Tintelnot K ve ark, 2000).
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Belirlenen yag asidi profilleri, sistemde tanimh olan ve tire 6zgl yag asidi
profilleri ile olusturulan katiphane ile karsilastirilarak benzerlik ylzdesi ile
mikroorganizmanin identifikasyonu yapilr. Sistem, 9-20 karbon atomu igeren uzun
zincirli yag asitlerini analiz ederek mikroorganizmalarin ture 6zgu olan yag asidi metil
esterlerini (FAME) tanimlar ve olger. Pikler, sistem tarafindan otomatik olarak
adlandinlir ve sayisal degeri belirlenir. Veri tabani kutuphanesi yag asidi
kompozisyonlarini ve izolatlarin FAME profillerini iyi karakterize edilmis suglar ile
karsilastirmak icin kullanilir. Kitiphane, izolatin olasi tirinu ve izolat profilinin veri
tabanindaki diger turlerle arasindaki korelasyon derecesini agiklayabilir. C.albicans
ve C.dubliniensis kutuphanesi FAME profillerinin ¢galigsma dosyasi, mayalarin genel
FAME profili tanimina uygun bulunmustur. Profiller birbirine ¢ok benzedigi igin, MIS
yazilimi ile degerlendirilen FAME miktari ve frekansindaki farklihklar, bu iki tar
arasinda ayrim yapilmasini saglar. Mayalardaki lipit iceriginin degiskenligi, buyuk
Olcide buyume sekline baghdir. Kullanilan kultir ortaminin farkli kaynaklardan
alinmasi, MIS’in dogrulugunu bozabilecegi gosterilmistir. Karsilastirilabilir sonuclar
saglayabilmek icin, MIS talimatlari birbirlerine gok yakindan baghdir.

KlGtiphane arastirma raporunda, test edilen her bir izolat icin tespit edilen
hicresel yad asidi igerik orani igin, Sherlock MIS yazilimi ve bilesen analizi ile
benzerlik indeksi (SI) degeri hesaplanir. Sl, test edilen érnedin yag asidi bilesiminin,
kutiphane olusturmak igin kullanilan suslarin ortalama yag asidi bilesimine ne kadar
yakin oldugunu ifade eden sayidir. Orneklerin yag asidi kompozisyonu ile kiitiphane
kayitlarinin tam eslesmesi sonucu olugsan ortalama Sl de@eri 1.0 olarak belirlenir.
Secim araligi azalan benzerlik olarak rapor edilir ve eslesmemis izolatlar
tanimlanamadigini gosterir. MIS kilavuzuna gore, 0.5 veya daha yuksek bir SI
degerine sahip suslar veya birinci ve ikinci segim arasinda 0.1’lik bir ayriima,
kitiphane karsilastirmasinin iyi oldugunu gdsterir (Peltroche-Llacsahuanga H ve
ark, 2000).

Mikrobiyal tanimlama sistemi (MIS: Microbiyal ID, Inc., Newark, DE. USA),
bakterilere, mikobakterlere ve cevresel ve klinik kaynaklardan elde elde edilen
funguslara ait, 6zdes yag asidi profillerine dayanan, iyi bilinen tam otomatik gaz
kromotografi sistemidir (Crist AE ve ark, 1996). Bu sistem, bir alev iyonlastirma
dedektorli gaz kromotografi Unitesi, otomatik 6rnekleyici, entegratér ve bilgisayar
icerir. Bu sistem, yag asidi metil esterleri (FAME), dimetil asetiller (DMA) ve aldehitler
de (ALDE) dahil olmak Uzere 140’dan fazla, farkli, tire 6zgu bilinmeyen bilesigi ayirt
edebilir (Teng LJ ve ark, 2004).
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Onceki calismalar, mayalarin sadece %68-75'inin MIS tarafindan, tiir seviyesinde
dogru olarak tanimlandigi gostermektedir. Crist ve arkadaslarinin 1996 yilinda
yaptigi bir caligmadan elde edilen veriler, Mikrobiyal Tanimlama Sistemi’nin (MIS),
C.krusei, C.kefyr ve C.guilliermondii turlerini %100 oranda dogru tanimladigini
gOstermigtir. Diger taraftan, C.albicans izolatlarinin %79.2'si, C.glabrata’nin %64.1’i,
C.tropicalis’in %19.0'u ve C.parapsilosis izolatlarinin %75.7’si kromotografi yontemi
ile dogru tanimlanmigtir (Crist AE ve ark, 1996). En sik yanlis tanimlanan maya,
Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanan C.glabrata'dir (Crist ve ark, 1996;

Peltroche—Llacsahuanga ve ark,2000; Neppelenbroek KH ve ark2013).

C.albicans ve C.dubliniensis turlerine ait FAME kromotogrofi profilleri ¢ok
benzer olmasina ragmen, FAME frekansi ve miktari farkhlik gosterir. C.dubliniensis
turd, Klinik 6rneklerde yeterince bildirilmemistir. Cunku su anda kullanilan izolasyon
ve tanimlama teknikleri C.dubliniensis’i tanimlayamamaktadir. Bazi yeni ticaret
sistemleri tarafindan, C.dubliniensis veri tabanlarina dahil edilerek, etkinliklerini
degerlendirmek amaciyla daha fazla c¢alisma yapilmistir. Herhangi bir tek basina
uygulanan fenotipik test yodnteminin, C. albicans ve C.dubliniensis tlrlerinin
ayrimindaki etkinligi kanittanmamis olsa da, birlikte kullanilan iki veya daha fazla
fenotipik yontem, ayirici tanimlamada onemli olabilir. C.albicans ve C.dubliniensis
ayriminda dogru ve guvenilir ayrimi yapabilecek hizli, tek ve uygun bir teknik henlz

gelistiriimemigtir (Campanha NH ve ark, 2005).

Gaz kromatografisi yaziliminda mayalarin “yagd asidi dizilimleri” ilgili
kGtuphaneler; 20 tlrden olusan YSTCLN ve 136’si Candida turleri olmak Uzere 196
tirden olusan YST28 kutuphaneleridir (Sherlock Manual, 2012). MIS’in YST28
kitiphanesi, 0Ozellikle c¢evresel tlrlerin tanimlanmasi igin olusturulmustur ve bu
nedenle biyoteknolojik slreclerde kullaniimaktadir. MIS sistemi, YSTCLN
kutiphanesi kullanarak da izolatlar hizl bir sekilde tanimlanabilir. Fakat yakin tarihli
bir raporda YSTCLIN kutuphanesinin iyilestiriimesi gerektigi sonucuna varilmigtir.
Klinik agidan dnemli Candida albicans ile yakin iligkili tir olan Candida dubliniensis

son versiyona dahil edilmemigtir (Peltroche—Llacsahuanga veark,2000).
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Yiksek lisans tez calismasinin amaci ise C.albicans ATCC 10231 ve
C. dubliniensis CD36 suglarinin amfoterisin B antifungaline karsi ‘Mininmum
Inhibisyon Konsatrasyonu’ (MIK) degerlerinin belirlenmesi, antifungal etkisinde

biyofilm olusumunun degerlendrilmesi ve yag asidi profillerinin belirlenmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Bu yuksek lisans bitirme tezi, deneysel tipte bir aragtirma olarak yapiimigtir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani )
Tez arastirmasi ile ilgili ana galigmalar Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 4044 No’lu Laboratuvar da yapilmigtir. Tez
arastirmasi ile ilgili literatlr ¢alismalari ve etik kurul formu hazirhigr 9 Mayis 2016-
Subat 2019 tarihleri arasinda, tezin deneysel ¢alismalari Nisan 2019- Agustos 2019

tarihleri arasinda, tez yazimi Temmuz 2019-Eylul 2019 tarihleri arasinda yapilmigtir.

3.3. Aragtirmanin Evreni ve Orneklemi
Bu arastirmanin 6rneklemi Calbicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD 36 maya

suglaridir.

3.4. Caligma Materyali
3.4.1. Calismada Kullanilan Suslar

Tez calismasinda, Dokuz Eylil Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
4044 NO'lu laboratuvarda koleksiyon sus olarak bulunan Candida albicans ATCC
10231 ve Candida dubliniensis CD36 maya suslari kullaniimigtir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimli Degisken: Candida albicans ATCC 10231 ve Candida dubliniensis

CD36 standart suslarinin biyofilm olusumundaki farklilik olarak belirlendi.
Bagimsiz Degisken: Amfoterisin B antifungalinin  Minimum inhibisyon

Konsantrasyonu etkileri olarak belirlendi.
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3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Sarf Malzemeleri

Tablo 1: Calismada Kullanilan Sarf Malzemeleri

Tezde Kullanilan Sarf Kullanim Amaci Marka-LOT

Malzemeleri Numarasi

Petri Kabi Maya Kiltlirii icin Besiyeri Corning-5081042
Hazirlama

Steril Oze Maya Toplama ve Pasajlama | 3k-20180101

Mavi Uglu Pipet

Antifungal Duyarlilik Testi

Sari Uglu Pipet

Antifungal Duyarlilik Testi

96 Kuyucuklu Mikrodilisyon | Antifungal Duyarlilik Testi 4A2016-1

Plagi

Ependorf Antifungal Duyarlilik Testi

pH Strip Antifungal Duyarlilik Testi Macherey-Nagel-
10C366

Falkon Tupu Antifungal Duyarlilik Testi 02440194

Spang Tum Uygulamalarda Yiuce-651920181204

Eldiven Tum Uygulamalarda Dolphin-228046963
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Tablo 2: Calismada Kullanilan Kimyasallar

Tezde Kullanilan

Kimyasallar

Kullanim Amaci

Marka-LOT

Numarasi

Nutrient Broth

Maya Kultara

AppliChem-C403061

Sabouraud Dekstroz Agar

Maya Kultara

AppliChem-C503241

Sodyum Hidroksit

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Sigma-30K0229

Amfoterisin B

Antifungal Duyarlilik Testi

Bristol-Myers Squibb-

310942700
DMSO Antifungal Duyarlilik Testi 7F009834
Kristal Viyole Biyofilm Degerlendirmesi Riedel-de Haen-
83550
Etanol Biyofilm Degerlendirmesi
PBS Biyofilm Degerlendirmesi Sigma-119K8219
Distile Su Gaz Kromatografisi ile Yag Nuve Distile Su Cihazi

Asidi Analizi

ile Elde Edildi.

Hidroklorik Asit

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Matanol (HPLC grade)

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Riedel-de Haen-
93260

Methyl tert-butyl ether
(HPLC grade)

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Hexan

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi
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PBS Biyofilm Degerlendirmesi Sigma-119K8219
Distile Su Gaz Kromatografisi ile Yag Nuve Distile Su Cihazi

Asidi Analizi ile Elde Edildi.
Hidroklorik Asit Gaz Kromatografisi ile Yag

Asidi Analizi

Matanol (HPLC grade)

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Riedel-de Haen-
93260

Methyl tert-butyl ether
(HPLC grade)

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Hexan

Gaz Kromatografisi ile Yag
Asidi Analizi

Tablo 3: Calismada Kullanilan Cihazlar

Tezde Kullanilan Cihazlar

Kullanim Amaci

Marka- Sicil No

Airstream Max Class || BSC
(ULPA Filter)

Biyolojik Orneklerin

Hazirlanmasi ve

Esco-
253.3.5/11/264387

islemlenmesi
-80 Sogutucu Biyolojik Orneklerin Uzun New Brunswick
Sure Stoklanmasi Scientific U410
+ 4 Buzdolabi Biyolojik Orneklerin Kisa Siire Ariston
Stoklanmasi
Etav Biyolojik Orneklerin Enkiibe Nuve-Z14.K25 142

Edilmesi
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Su Banyosu Biyolojik Orneklerin Nuve-Z14.K25 085

Hazirlanmasi ve

islemlenmesi
Turbidimietre Antifungal Duyarlilik Testi Biosan- DEN-1B
Vorteks Antifungal Duyarlilik Testi BOECO-AA031528

Calismada Kullanilan )
Otoklav _ - Nive- Z14 K25 077
Malzemelerin Sterilizasyonu
ve Besiyerlerinin

Hazirlanmasi

. Calismada Kullanilan
Hassas Terazi Radwag — as 220.R2
Tozlarin Tartiimasi

Spektrofotometre Sonuclarin Degerlendiriimesi | Thermo Scientific-
MULTISKAN FC

o . Caligmada Kullanilan Suyun "
Distile Su Cihazi . Nive-Z14.K25 090
Saglanmasi

3.6.2. Calismada Kullanilan Yéntemler

Bu tez galismasinda yapilan deneyler, in vitro deneyler olarak gerceklestirildi.
In vitro deneyler, antifungal duyarlilik testi, kristal viyole boyama yontemi ile biyofilm
olusumunun degerlendiriimesi ve gaz kromotografisi ile yad asidi analizini
kapsamaktadir.
3.6.2.1 Mayalarin Uretilmesi

-80°C’de stok halinde bulunan Candida albicans ATCC 10231 ve Candida
dubliniensis CD36 maya suslari ¢ozdurulerek, Nutrient Broth’da (AppliChem-
C403061) 18 saat 37°C’de kiiltiire edildi. Uremenin gbzlenmesinden sonra C.albicans
ve C.dubliniensis suslari Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (AppliChem-C503241)
besiyerine pasajlanarak 37°C’de, 18-24saat enkiibe (Nive- Z14.K 25 142) edildi
(SherlockManual,2012).
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3.6.2.2. Mikro Diliisyon Yontemi ile Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)
ve Sub-MIK Degerlerinin Belirlenmesi
SDA’da 18 saat kulture edilen C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36
suslari icin flukonazol ve amfoterisin B antifungallerinin MiK ve Sub-MiK degerlerini
belirlemek amaciyla “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
("Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi”-EUCAST) sivi mikro dilisyon
yontemi kullanildi. Mikro dilisyon duyarlilik testi yapiimadan 6nce medyum, antifungal
stok solUsyonlari ve maya inokulumlari hazirlandi (Arendrup MC ve ark,2012;
Alastruey-lzquierdo A ve ark,2015). EUCAST yontemi, medyum olarak nutrient broth
kullanimi icin modifiye edildi.
Medyum: Ortam olarak Nutrient Broth kullanildi.
Antifungal Ajan: Antifungal ajan olarak amfoterisin B kullanildi. Amfoterisin B stok
solisyonu dimetil sulfoksit (DMSO) ile galisma konsantrasyonunun iki kati olacak
sekilde hazirlandi. Stok solusyonlari -20°C’de dondurulup, saklandi (Arendrup MC
et.al 2012).

inokulumun Hazirlanmasi: inokulum siispnasiyonu, 18 saat SDA’da kiiltiire edilen
petri kabindan mayalarin steril 6ze ile toplanmasiyla hazirlandi. Toplanan mayalar 3
ml steril Nutrient Broth’da suspense edildi. inokulum McFarland 0.5 degerinde
gore tubidimetre (Biosan;DEB-1B) ile ayarlandi. Son inokulum 0.5x10° ile2.5x10°
cfu/ml olacak 1/10 sulandirilarak hazirland 1(Arendrup MC et.al2012).

Mikro Dilisyon Platelerinin Hazirlanmasi ve Sonuglarinin Degerlendirilmesi

96 kuyucuklu, duz tabanli mikro dilusyon plateleri kullanildi. Kuyucuklara
esit hacimde Nutrient Broth besiyeri dagitildi. Amfoterisin B antifungalinin
¢alisma solUsyonlarindan seri dilisyon yapilarak kuyucuklara eklendi. Turbidimetre ile
0.5x10° ile 2.5x10° cfu/ml olacak sekilde hazirlan maya slspansiyonu esit
hacimlerde eklendi. Plateler 37°C’de,18 saat enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda
platler 540 nm’de spektrofotometrik (Thermo Scientific;253.3.6/13/150888) olarak
degerlendirilerek MiKdegerleribelirlendi. Kor (zemin) okuma degeri, geri kalan

kuyucuklarin okuma degerinden ¢ikarildi.
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MIK degeri, antifungal igermeyen kontrol kuyucuklarina gére =90
inhibisyona yol agan en dusuk konsantrasyon olarak  belirlendi
(ArendrupMCet.al2012).

3.6.2.3 Antifungal Etkisinde Biyofilm Olusumunun Degerlendirmesi

C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 maya suslarinin biyofilm
degerlendirmesi, antifungallerin MiK degerlerinin belirlendigi platelerde kristal viyole
boyama yontemi uygulanarak yapildi. Platelerdeki icerik bosaltilarak, tutunamayan
mayalari uzaklastirmak icin plate ¢ kez “Phosphate Buffered Saline” ("PBS”) ile
yikandi. Yikama sonrasinda amfoterisin B ile galigilan pletin her bir kuyucuga esit
miktarda %0.4’luk (Jin 'Y ve ark,2003), flukonazol ile c¢aligilan pletin her bir
kuyucuguna %1’lik kristal viyole boyasi dagitildi (Feoktistova M. ve ark, 2016).
Amfoterisin B pleyti 45, f lukonazol pleyti 15 dakika oda sicakliginda kurutuldu.
Baglanmayan kristal viyole boyasini uzaklastirmak icin U¢ kez PBS ile yikandi.
Mayalarin olusturdugu olasi biyofilm yapisina baglanan kristal viyole boyasinin
serbest kalmasi igin %95’lik etanolden esit miktarda kuyucuklara dagitilarak
amfoterisin B pleyti 45 dakika, flukonazol pleyti 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Plateler 540 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi (O’Toole GA ve ark,1998;
Henriques M ve ark,2006). Elde edilen absorbans degerlerinin i¢in ortalamatStandart
Sapma(SS) degerleri hesaplandi. Absorbans dederi besiyeri kontroliin absorbans
degerinin iki kati olan pleyt kuyucuklari “biyofilm pozitif’ kabul edildi (Bayrakal V
veark,2009).

Crushi S ve arkadaslarinin “biyofilm formasyon aktivitelerini degerlendirme
Olcegine” gobre, biyofilm olusumunun skorlamasi yapildi (Crushi S ve ark, 2012;
Cali A ve ark,2018)(Tablo 4).

Tablo 4: Crushi S ve arkadaslarinin “biyofiim formasyon aktivitelerini
degerlendirme 6lgedi(Crushi S ve ark, 2012; Gall A veark,2018).

OD Degeri Adezyon Biyofilm Derecesi
0D Kontrol> OD MB Nonadere 0
OD Kontrol< OD MB< 2 OD Kontrol Zayif Adere 1
2 OD Kontrol< OD MB< 4 OD Kontrol Orta Derece Adere 2
4 OD Kontrol< OD MB Guclu Adere 3
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3.6.2.4 Gaz Kromatografisi lle Yag Asidi Profillerinin Analizi

Gaz kromatografisi ile yag asidi profillerinin analizine gore, reagent
hazirlama islemleri ¢ceker ocakda yapilirken, Candida albicans ATCC 10231 ve
Candida dubliniensis CD36 suslarini tanimlama yonteminin tim iglemleri 4044 No’lu
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ULPA filtreli, Guvenlik Dizeyi Class Il (Airstream-
253.3.5/11/264387) olan guvenlik kabininde calisildi (Sekil6).

Yag asiti profillerinin belirlenmesinde kullanilan ayiraglar hazirlanarak (Tablo
5) maya suslari toplama, sabunlagma, metilasyon, ekstraksiyon, yikama ve analiz

olmak Uzere 6 igslem basamagi uygulandi (Sherlock, 2012)

TOPLAMA @ /» /
Uciincii kadrandan

Grnek toplamr Tiipiin tabanmna abmir

1.0 mL S dakil
Avirag 1 5-10 saniye ::(;% 5- 10 saniye 25 dakika

0,
Kkleni vortekslenir o) vortekslenir 100°C
R bekletilir bekdetilir

METILASYON H b é@ i H

2.0mL Ayirac 2 5- 10 saniye 80+1°,10=1 min
eklenir vortekslenir Cool Rapidly

(/

T
— A

1.25 mL Anrag 10dk alt iist ederek Ust tabaka yeni tiipe alimir

eklenir kanstinhr
YIKAMA H l
> - ' — o — B
3-0::11; I:‘rmc 4 “5 dk Ust tabakanin 2/3’ii viale
alt iist ederek  4)narak kapag: kapatihr
kansarihr

Sekil 6: Gaz Kromatografisi ile Yag Asidi Profillerinin Belirlenmesi (Sherlock,
2012;Bayrakal V,2014)
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Tablo 5: Gaz Kromatografisi ile Yag Asidi Profillerinin Analizinde Kullanilan Ayiraclar
(Sherlock, 2012).

Sodyum Hidroksit (45 g)
Ayira¢ 1 (Sabunlastirma) Metanol (150 ml)- HPLC grade
Deiyonize Distile Su (150 ml)

Ayirag 2 (Metilasyon) 6.00 N Hidroklorik Asit (325 ml)
Metanol (275 ml)- HPLC grade

Ayirac 3 (Ekstraksiyon) Hexane (200 ml)
Methyl tert-butyl ether (200 ml)- HPLC
grade

Ayirag 4 (Yikama) Sodyum Hidroksit (10.8 g)
Deiyonize Distile Su (900 ml)

Toplama: Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sistemi’nde Onerildigi gibi, GUremenin
goruldugu kaltar plaklarinin Gglncl ekim gizgisindeki mayalardan steril bir 6ze
yardimi ile yaklasik 40 mg canli maya 6rnegi alinarak vidali kapakl deney tupune
aktarildi.

Sabunlagsma: Deney tlptne ayirag 1’ den 1.00 ml eklendi ve 5-10 saniye kadar
vortekslenerek, 100°C’ deki su banyosunda (Nlve- Z14.K 25 085) 5 dakika bekletildi.
Yuksek sicakliga maruz kalan mayalar canhlik-enfektif 6zelligini vyitirerek
“Biyoguvenlik Duzeyi 1” 6rnege donusmus oldu. Cunku metanolik baz yag asitlerini
hicre lipitlerinden ayirarak sodyum tuzlarina dénudstirir. Su banyosundan alinan
deney tupleri 5-10 saniye vortekslendi ve 25 dakika 100°C’ deki su banyosunda
bekletilerek sabunlasma saglandi.

Metilasyon: Metilasyon, sodyum tuzlari olarak bulunan yag asitlerini GC analizi igin
uygun form olan yag asidi metil esterlere donustirmeyi saglar. Oda isisinda
sogutulan deney tuplerine 2.00 mL ayira¢ 2'den eklendi. 5-10 saniye vorteksledikten
sonra 80°C’ de 10 dakika bekletilerek hucresel yag asitlerinin metilasyonu saglandi.
Ekstraksiyon: Bu asamada yag asidi metil esterlerinin, sivi-sivi ekstraksiyon

prosedurl ile asidik sulu fazdan organik faza aktariimasi saglandi. Oda isisinda
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sogutulan deney tuplerine 1.25 mL ayira¢ 3 eklendi ve 10 dakika rotorda karistiririidi.
Bu islem sonunda deney tlupunde faz ayrimi saglandi ve Ust fazda bulunan yag
asitleri ayristirildi.

Yikama: Serbest yag asitlerini organik ekstraktan ayirmak igin tipe seyreltik bir
sollsyon olan ayira¢g 4'den 3.00 mL eklenerek yikama islemi yapildi ve analiz igin
hazir “hicresel yag asitleri” elde edildi.

Analiz: Metillenmis yag asitlerinin analizi gaz kromatografi cihazi kullanilarak yapildi.
Tlre 6zgu yag asitlerinin piklerine ait yuksekliklerinden elde edilen ham kromatografik
data, “ChemStation Software” kullanilarak islemlendi. Bu sistem kalibrasyon
orneklerinin  baslangigta ve araliklarla otomatik olarak c¢alistiriimasini saglar.
“Sherlock Software” kullanilarak sonuglar “Benzerlik Cetveli” (BC, “Similarity Index”)
esasina gore FDA tarafindan onaylanan bir érnek hazirlama-degerlendirme-
tanimlama yontemi gerceklegtirilerek degerlendirildi (Sherlock, 2012).

Yag asitlerinin elde edildigi maya ornekleri ayristirmanin ilk basamagindan
itibaren steril durumdadir ve biyoguvenlik riski tasimazlar. Yag asiti profillerini
tanimlayan kromatografik pikler, tanimli kitiphane ile karsilastirildi ve BC dokumleri
ile birlikte identifikasyonu yapildi.

Sistemin Kontroli: Cihazin analize baglamaya hazir olup olmadigini ve her on
ornekte bir cihazin duzgun c¢alisip c¢alismadigini kontrol etmek amaciyla Uretici
firmanin 6nerdigdi kalibrasyon materyali olarak “MID—1300—AA Rapid Calibration
Mix for Rapid and Sensi Libraries” kullanildi (Sherlock, 2012).

Pozitif ve Negatif Kontrol: Her tanimlama igleminde uretici firmanin onerdigi gibi
pozitif kontrol olarak DSM 1117 Pseudomonas aeruginosa susu ve negatif kontrol

olarak ayiraclar (“reagent blank”) kullanildi (Sherlock, 2012).
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3.7. Arastirmanin Plani ve Takvimi

TARIH

PLANLANAN ARASTIRMA

Mayis 2016— Ocak2019

Literatur aragtimasi ve 6n hazirhginin

yaplmasi

Ocak 2019 -Subat 2019

Etik kurul basvurulmasi

Nisan 2019 — Agustos 2019

Deneylerin gerceklestiriimesi

Mayis 2019- Agustos 2019

Deney sonuglarinin istatiksel analizive

yorumlanmasi

Temmuz 2019 — Eylul 2019

Yuksek lisans tezinin yazilmasi

yiksek lisans tez sunumu

ve

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Amfoterisin B MIK ve Sub-MIK (Bagimsiz Degiskenler) etkisinde Candida
albicans ATCC 10231 ve Candida dubliniensis CD36 standart suslarinin in vitro

deneysel modellemesi ile biyofilm degerlendirmesi (Bagiml Degdisken) “One-Way

ANOVA” yontemi ile analiz edildi. Biyofilm degerlendirmesinde elde edilen absorabns

degerleri ile antifungal uygulamasi yapilmayan kontrol degerleri “Tukey’s Multiple

Comparison Test” ilekarsilastirildi.

3.9. Arastirmanin Sinirhihiklari

Arastirmamizda flukonazol ile galismalar, ayrica apoptoz/nekroz ve nitrik oksit

deneyleri, yuksek lisans suresi iginde tamamlanamamasindan dolayl tezden

cikariimigtir.

3.10. Etik Kurul Onayi

Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’ ndan 13.02.2019 tarih
ve 4486-GOA protokol numaral 2019/03-50 karari ile etik onay alinmigtir. Etik kurul

onay formu ekte sunulmustur.

49



4. BULGULAR
4.1. EUCAST Mikro Dilusyon Analizi Bulgulari

Amfoterisin B antifungalinin 128-4 pg/ml konsantrasyonlarinin etkisinde, C.albicans
ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin duyarliliklart EUCAST yontemi ile
belirlendi.

Amfoterisin B antifungali icin C.albicans ATCC 10231 susunun antifungal uygulanmayan
kontrol kuyularinin OD degeri ortamalamasi 0.643+0.040 olarak belirlendi. C.dubliniensis
CD36 igin antifungal uygulanmayan kontrol kuyucuklarinin OD degeri ise 0.654+0.124
olarak belirlendi. MiK degeri, antifungal uygulanmayan kontrol kuyucuklarina goére =90
inhibisyona yol agan en dusuk konsantrasyon olarak belirlendi.

C.albicans ATCC 10231 susunun amfoterisin B antifungali igcin MiK degeri, 64 pg/ml
olarak belirlendi. C.dubliniensis CD36 susunun amfoterisin B antifungali igin MiK degeri
64 pg/ml olarak belirlendi. Her iki sus da amfoterisin B antifungaline karsi direngli

bulundu.
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4.2. Biyofilm Degerlendirme Analizi Bulgulari

Amfoterisin B antifungalinin MiK konsantrasyonlarinin etkisinde, C.albicans ATCC
10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin biyofilm degderlendirmesi kristal viyole boyama
yontemi ile vyapildi. Kontrol olarak antifungal uygulamasi yapilmayan maya
stspansiyonu kullanildi. Biyofilm olusumu “one way ANOVA” ydntemi ile analiz edildi.
Kontrol ile “Tukey’s Multiple Comparison Test” kullanilarak karsilastirildi.

Biyofilm degerlendirmesi, ODsmek= 2 ODuesiyeri kosulunda “biyofilm olugumu pozitif”
olarak degerlendirilerek yapildi. 540 nm dalgaboyunda spektrofotometre ile yapilan
degerlendirme sonucunda amfoterisin B ile calisilan pleytte ODbesiyeri = 0,141+0,022
olarak bulundu. Sonuglar, OD ortalamaxSS degerleri temel alinarak belirlendi.

C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin amfoterisin B MiK
konsantrasyonlarinin etkisinde biyofilm olusturdugu saptandi(Tablo 6).

Amfoterisin B antifungal uygulanmayan C.albicans ATCC 10231 kontrol susunun
ODs40 absorbans degeri 0,395+0,057 olarak belirlendi ve orta derece biyofilm
olusturdugu saptandi. AmpB MIK yogunlugu (ODss degeri 0,366+0,077) etkisinde
biyofilm olugsumundaki azalmanin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptandi (p=0.937). AmpB MIK yogunlugunda biyofiim olusumunun orta derece oldugu
belirlendi. AmpB %50-MiK yogunlugu etkisinde (0,742+0,028) giiclii biyofilm olusumu
saptandi ve biyofilm olusumunun kontrole gore arttigi belirlendi (p=0.000). C.albicans
ATCC 10231 susu igin AmpB %25-MiK yogunlugu etkisinde (0,596+0,066) biyofilm
olusumun kontrole goére arttigi belirlendi (p=0.015) ve guglu biyofilm olusturdugu
saptandi (Grafik 1).
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Grafik 1: C.albicans ATCC 10231 susunun amfoterisin B antifungali etkisinde biyofilm

olusumu.

Amfoterisin B antifungali uygulanmayan C.dubliniensis CD36 kontrol susunun
ODs40 absorbans degeri 0,562+0,038 olarak belirlendi ve gugli biyofilm olusturdugu
saptandi (Tablo 6). AmpB MIK yogunlugu etkisinde orta derece biyofilm olusurken,
(ODs4a0 degeri 0,382+0,024) biyofilm olusumunun kontrole gdre azaldigi belirlendi
(p=0.000). AmpB %50-MiK yogdunlugu etkisinde orta derece biyofilm olustururken,
(0,485+0,032) biyofilm olusumunun kontrole gore azaldi§i belirlendi (p=0.043) , %25-
MiK yogunlugu etkisinde orta derece biyofilm olustururken, (0,372+0,012) C.dubliniensis
CD36 sugunun biyofilm olusumunun kontrole gore azaldidi belirlendi (p=0.000) olarak
belirlendi. MiK ve %50-MIK AmpB yogdunluklari arasinda anlaml bir farklik varken
(p<0.01), MIK ve %25-MiK yogdunluklar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi belirlendi (p=0.972) (Grafik 2).

52
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Grafik 2: C.dubliniensis CD36 susunun amfoterisin B antifungali etkisinde biyofilm
olusumu.

Tablo 6: C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin amfoterisin B
biyofilm dereceleri

Amfoterisin MiK %50- %25- KONTROL
B MIiK MIK
C.albicans 2 3 3 2
ATCC 10231
C.dubliniensis 2 2 2 3
CD36
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4.3. Gaz Kromatografisi ile Yag Asidi Profillerinin Analizi

Gaz kromatografisi ile analiz sisteminin kalibrasyonu “MIDI calibration mix for
YST28 database” ile yapilarak, sistemin galismaya hazir oldugu gosterildi. Benzerlik
orani (Sl) = 0.973 olarak belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7: Gaz Kromotografisi Yonteminin “MIDI calibration mix for YST28 database”

Sonucu
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Mayalarin tanimlanmasi igin kullanilan YST28 kutiphanesinin SYEAST6 yontemi

ile kalibrasyonu sonucu sistemin g¢aligmaya hazir oldugu gosterildi Benzerlik orani (Sl) =

0.985 olarak belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8: Gaz Kromotografisi Yonteminin “YST28 kutiphanesinin kalibrasyonu”

Sonucu
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C.dubliniensis CD36 susunun gaz kromatografisi ile analizi sonucunda yedi referans pik
elde edilmistir (Sekil 9).

FIDI1 A,FIDIA, FrontSignal (E1

B

4B03.889w0035023.D)
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Sekil 9: Gaz Kromotografisi Analizi ile C.dubliniensis CD36 susuna ait kromotografi

C.dubliniensis CD36 susunun gaz kromatografisi ile analizi sonucunda

elde edilen yedi referans pikten bir tanesi C.dubliniensis CD36 susuna 6zgudur.

C.dubliniensis CD36 susuna spesifik referans yag asidinin 15 karbondan olusan ve

cift bag tasimayan (Pik Adi:15:0) kimyasal yapiya sahip oldugu tespit edilmistir.

YUzde olarak toplam yag asitlerinin 1.58’ini olusturmaktadir (Tablo8).

Referans| Pik Adi Yiizdesi| ECL RFact [ Ar/Ht | Yamt | Tutunma
Pik Siiresi
1 10:0 0.58 10.001 | 1.232 |0.039 | 353 2.337
2 14:0 0.71 13.998 (0.973 [0.039 | 1326 |7.610
3 15:0 1.58 14.99510.947 [0.049 | 1260 |9.175
4 16:0ANTEISO | 2.37 15.727 [ 0.934 |0.039 | 1912 10.411
5 16:0 13.88 [ 15.998 | 0.930 |0.042 | 11264 | 10.867
6 17:0ANTEISO | 4.19 16.72310.922 |0.048 | 3435 12.134
7 18:0 3.21 17.998 [ 0.913 | 0.044 | 2651 14.388

Tablo 7: C.dubliniensis CD36 susunun yag asidi analizi sonucu
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C.albicans ATCC 10231 susunun gaz kromatografisi ile analizi sonucunda sekiz

referans pik elde edilmistir (Sekil 10).

FID1 A, FIDIA, FrontSignal (E14B03.389A0075027.D)
oA 1
PA ] i

Sekil 10: Gaz Kromotografisi Analizi lle C.albicans ATCC 10231 susuna ait

kromotografi

C.albicans ATCC 10231 susunun gaz kromatografisi ile analizi sonucunda
elde edilen sekiz referans pikten iki tanesi C.albicans ATCC 10231 susguna
O0zgudur. C.albicans ATCC 10231 susuna spesifik referans yag asitlerinin ilki 12
karbondan olusan ve ¢ift bag tagsimayan kimyasal yapidadir (Pik Adi:12:0). Ylzde
olarak toplam yag asitlerinin 1.14’GnU olusturmaktadir. C.albicans ATCC 10231
susuna ait ikinci referans yag asidi pikinin ise ¢ift bag igcermeyen on u¢ karbonlu
(Pik Ad1:13:0) yapiya sahip oldugu tespit edildi. Yizde olarak toplam yag asitlerinin
1.09’unu olusturdugu belirlendi (Tablo9).
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Referans | Pik Adh Yiizdesi| ECL RFact | Ar/Ht Yanit Tutunma
Pik Siiresi
1 10:0ISO 0.86 9.605 1.276 [ 0.023 259 3.123
2 12:0 1.14 11.997 | 1.066 |0.033 410 5.016
3 13:0 1.09 13.007 | 1.012 |0.036 412 6.222
4 14:0 2.63 13.994 | 0.973 0.035 1035 7.610
5 16:0ANTEISO | 7.69 15.724 | 0.934 | 0.041 3157 10.411
6 16:0 10.69 15.995 [ 0.930 |0.041 4410 10.870
7 17:0ANTEISO | 10.56 16.722 | 0.922 0.044 4395 12.138
8 18:0 3.79 18.000 | 0.913 0.053 1591 14.394

Tablo 9: C.albicans ATCC 10231 susunun yag asidi analizi sonucu

C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarina spesifik olarak
elde edilen yag asidi referans piklerinin diginda kalan pikler her iki tirde de
mevcuttur. Cift bag icermeyen on karbonlu referans piki C.albicans ATCC 10231
susunda dallanmis zincir halinde (10:0 ISO) bulunurken, C.dubliniensis CD36°da
da dallanmamis halde (10:0) bulunmaktadir. 16:0 ANTEISO isimli dallanmis yag
asidi her iki turde bulunsa da C.albicans ATCC 10231 susunda(%7.69),
C.dublinienisis CD36 susuna (%2.37) gore 3,24 kat daha fazla bulunmaktadir.
14:0 isimli yag asidi C.albicans ATCC 10231 susunda(%Z2.63), C.dublinienisis
CD36 susuna (%0.71) gore 3,70 kat daha fazla bulunmaktadir. 17:0 ANTEISO
dallanmis yag asidi C.albicans ATCC 10231 susunda(%10.56), C.dublinienisis
CD36 susuna (%4.19) gore 2.52 kat daha fazla bulunmaktadir.
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5. TARTISMA

Insan 6émriini dogrudan/dolayli olarak uzatmak ve refah igerisinde yasama
fikri, insanlk tarihinde kulttrel ve bilimsel gelismelerin 6ncusu olmustur. Artan tibbi
tuketim sonucunda, c¢esitli hastaliklari tedavi edebilecek veya ortadan kaldirabilecek
ilaglarin tasarimi ve gelistiriimesi Uzerine yapilan galismalar buyuk oOlgude artmistir.
Translasyonel Tip, klinik oncesi arastirmalardan klinik uygulamalara gegisi, bilim
insanlari arasindaki iletisimi hizlandirmayi, saglk hizmetlerinin kesfedilmesini ve
gelistiriimesini hedefler. Hastaliga spesifik biyobelirtegleri, hastaligin patogenezi ve
tedavisi arasindaki mekanizmalarini anlamak igin klinik ve translasyonel tip
verilerini kullanir. Klinik semptomlari hafifletebilmek ve yasam kalitesini arttirabilmek
icin en uygun yontemlerin belirlenmesini saglamayi hedefler. Bu slrece bagl olarak,
klinik oncesi calismalarla segcilen ilaclarin etkinligi ve guvenilirligi, klinik deneme
asamasindatranslasyonel tip yaklagimiyla uygulanabilir ve terapdétik yaklasimlara
donustartlebilir (AokiKR,2006).

Candida tirune ait mayalardan bazilari orofarengeal ve gastrointestinal floranin
olagan uyeleri arasinda yer alir. Bununla beraber konak savunma sistemi
zayifladiginda firsat¢i patojenler haline gelerek enfeksiyona neden olabilirler. Bu
enfeksiyonlar cilt ve mukoza zarinin ylzeysel enfeksiyonlarindan, kan ve organlara
kadar uzanan invazif enfeksiyonlara kadar cesitlilik gdsterir. Candida turleri ABD’de
hastane kaynakli kan enfeksiyonlarinin en yaygin doérdincu nedenidir. Son 20 yilda
Candida turlerinin neden oldugu enfeksiyonlardaki artig, bagisiklik sistemi baskilanmis
hasta sayisindaki artig, invaziv medikal prosedurlerin uygulanmasi ve genis spektrumiu
antifungallerin kullanimindaki artisla iliskilendiriimektedir (Moran GP ve ark,2002).

Mayalar da dahil olmak dzere mikroorganizmalarin saptanmasi ve
tanimlanmasi, uygulamasi kolay tarama yoOntemlerinin varligina baghdir.
C.dubliniensis’in epidemiyolojik rolinun acikliga kavusturuimasindaki en buyuk engel,
karigik kulturlerde segici olarak tanimlanmasini saglayan bir tarama yonteminin
bulunmamasidir (Tintelnot KG ve ark, 2000).
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Antifungal duyarlihk testleri standardize edilerek, mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ‘antibakteriyel’ duyarlilik testleri ile ayni amagla kullaniimaktadir.
Amerikan ve Avrupa standartlarinin geligtirilmesinin yani sira klinik laboratuvarlarda
kullanima uygun olan ticari sistemler de gelistiriimistir. Bu sistem ile saptanabilen
direngli suslar, fungal tlrlerin antifungal ajanlara karsi diren¢ mekanizmalari ve
molekiller temelin arastirimasina ve anlasilmasina olanak saglamaktadir (Alastruey-
lzquierdo A ve ark,2015). Clnku, benzer morfolojik 6zellikler sergilemelerinden dolayi
zorluk cekilen (Sullivan D ve ark, 1995), C.albicans ve C.dubliniensis tirlerinin
tani ve ayrici tanilarinin  identifikasyonu; enfeksiyon kaynadinin izlenmesi,
tekrarlayan enfeksiyonlarda enfeksiyonun orijinal sustan mi yoksa yeni bir sus ile
mi tekrar enfekte oldugunun belirlenmesi ve klinik bir 6rnekte birden fazla susun olup
olmadiginin belirlenmesi gibi tedavi seyrini etkileyebilecek ©6nemli bir etkiye
sahiptir(Sullivan D ve ark,2011).

Yuksek lisans tez galismasinda, C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis

CD36 suslarinin, amfoterisin B antifungalinin MiK degerleri ¢ tekrar yapilarak,
EUCAST SIvI mikro dilisyon testi ile degerlendirilmigtir. EUCAST
kilavuzunda, C.albicans i¢in flukonazol konsantrasyonu <2ug/ml olan suslar duyarli,
>4 pg/ml olan suslar direngli olarak degerlendirilir. C.dubliniensis flukonazol agisindan
“tedavi icin yetersiz kanit (IE)’ olarak yorumlanir. C.albicans amfoterisin B
konsatrasyonu >1upg/ml olan suslar direngli, <1ug/ml olan suslar ise duyarli olarak
yorumlanmaktadir. C.dubliniensis IE olarak yorumlanir (EUCAST:Clinical

breakpoints for antifungals;www.eucast.orqg).

EUCAST kilavuzunda belirlenen sinir degerlerine gore, laboratuvarimizda
koleksiyon sus olarak bulunan C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36
suslarinin amfoterisin B antifungaline karsi direncli oldugu belirlenmistir. ATCC
standartlarina goére C.albicans ATCC 10231 susu flukonazol antifungaline karsi
direclidir(https://www.lgcstandards-atcc.orq).

C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin flukonazol MiK
degerleri CLSI yontemi ile, C.albicans ATCC 10231 susu i¢in 1ug/ml, C.dubliniensis
CD36 susu igin MIK degeri 1 ug/ml olarak bulunmustur (Garcia-Gomez O ve ark,
2018).
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C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin, XTT indirgeme
analizi ile adezyon degerlendiriimesi sonucunda, C.albicans ATCC 10231 susu
tarafindan olusturulan biyofilmin ilk 8 saat ylksek metabolik aktiviyete sahip oldugu ve
24-48. saatlerde biyofilm olgunlagtikca yuksek metabolik aktivitesini korudugu
gOrulmustur. Ayni enkibasyon suresi boyunca C.dubliniensis CD36 susu maya ve
filament formlarinin karisimindan olusan bir biyofilm yapisi sergilemistir. Bu sonug
C.albicans ATCC 10231 susunun C.dubliniensis CD36 susuna gore daha buyuk ve
karmagsik biyofilmler olusturdugunu gostermektedir. Bu suglarla HelLa hacrelerinin
enfekte edilmesi sonucunda biyofilm yapisina bakildiginda, her iki Candida tlrinin de
daha ylUksek derecede adere oldugu goérulmustir. Hifal gelisim C.albicans ATCC
10231 susunda, C.dubliniensis CD36 susuna gore daha fazla olmustur. Candida
turlerinin diger hucrelere ve abiyotik yuzeylere adere olabilmesi tibbi agidan bir

problem teskil etmektedir (Romeo O ve ark,2009).

Kolecka ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma, C.dubliniensis susunun C.albicans
susuna goére yuzeye daha gucli adere oldugunu gosterilmektedir (Kolecka A
veark,2011). Tez arastirmasinda yapilan biyofilm degerlendirmesinde, amfoterisin B
antifungali uygulanmayan C.dubliniensis CD36 susunun, antifungal uygulanmayan
C.albicans ATCC 10231 susuna gore yuzeye daha gugli adere oldugu belirlenerek,
Kolecka ve arkadaslarinin elde ettigi sonuclar desteklenmistir. C.albicans ATCC 10231
ve C.dubliniensis CD 36 suslarinin amfoterisin B antifungali MiK ve sub-MiK
yogunluklari etkisinde de biyofilm olusturduklari belirlenmigtir. C.albicans ATCC 10231
susu icin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda biyofilm olusumunun baskilanmadigi
g6rulmustir. C.dublininensis CD36 susunda MIK ve sub-MiK yogunluklarinin biyofilm
olusumununda azalmaya neden oldugu fakat tamamen inhibe etmedigi tespit
edilmistir. Ramage ve arkadaslarinin C.albicans suslari ile yaptidi calismada,
amfoterisin B antifungalinin ylUksek konsantrasyonlari da dahil biyofilm yapisini
tamamen inhibe etmedigi tespit edilmistir(Ramage ve ark, 2001). Tez ¢alismasinda,
Ramage ve arkadaslarinin elde ettigi sonuglari destekler nitelikte sonuglara
ulagiimistir. Amfoterisin B antifungalinin yuksek konsantrasyonlarin da dahil biyofilm
olusumunun tamamen inhibe edilmedigi kristal viyole boyama yontemi ile tespit

edilmigtir.
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Candida biyofilmlerinin organizasyonu bulundugu c¢evre kosullarina baghdir.
Enkubasyon kosullari, hicre yogunlugu, mayalarin adere oldugu yuzeyin yapisi ve
baska mikroorganizmalarin varligi biyofilm icerisindeki hucrelerin  morfolojisini
etkileyebilir (Henriques M ve ark, 2006). Biyofilm gelisimi, mayalarin planktonik bir
mikroorganizmayken, biyotik veya abiyotik yuzeye siki sikiya tutunarak bagh oldugu
bir yasam tarzina gegisle baslar. Biyofiim yapisinin en dnemli 6zelliklerinden biri
antifungal direncine neden olmasidir (O’Toole GA ve ark,1998).Biyofilm olusumunu
inhibe edecek antifungalin secimi ve antifungalin uygulanma konsantrasyonu
enfeksiyon tedavisinde kritik bir 8neme sahiptir (Turan H veark,2018).

Uzun sureli flukonazol tedavisi, klinik C.dubliniensis izolatlarinda flukonazole karsi
MIK degerlerinin kademeli olarak artmasina neden olmaktadir. ilaca sistematik olarak
maruz kalmasi sonucunda flukonazole karsi direng gelistirdigi gdsterilmistir.
C.dubliniensis’in in vitro flukonazol direncinin indiklenmesi C.albicans’da gbtzlenen ile
benzerlik gostermesine ragmen, klinik olarak da bu sekilde gerceklestirdigi
goOsterilememistir(Rhunke M ve ark,2000). C.dubliniensis klinik izolatlarinin ¢ogu
azollere kargi duyarli olsa da, azalmis duyarliik ve diren¢g gosteren izolatlar da
tanimlanmistir(Kirkpatrick WR ve ark,1998;Al mosaid ve ark, 2005). Bu izolatlar
cogunlukla flukonazol tedavisi almis ve HIV ile enfekte bireylerden izole edilmistir.
Moran ve arkadaslari, C.dubliniensis’ in flukonazole ardisik olarak maruz kalmasi
sonucunda in vitro olarak da ilaca hizli bir sekilde direng¢ gelistirme yetenegine sahip

oldugunu gostermistir (Moran GP veark,1997).
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Flukonazol tedavisi sirasinda farkh Candida turleri de izole edilebilmektedir.
Sonuglar, farkli yorumlari beraberinde getirmektedir; 1) enfeksiyon tanisinda karigik Candida
kulturleri dogru tanimlanmiyor olabilir, 2) direng tanisi konulan tirden farkli, bagka bir tirden
kaynaklaniyor olabilir, 3) tedavi suresince bagka bir Candida tirtyle enfekte olunuyor olabilir
(Rhunke M ve ark,2000).

Candida dubliniensis, genellikle Candida albicans ile karigik kultir halinde
bulunur. C. dubliniensis, CHROMagarda koyu yesil koloniler halinde gozlenirken, C.
albicans acgik yesil koloniler halinde goézlemlenir (Schoofs A ve ark, 1997).
C.albicans kolonilerinin ise CHROMagarda vyesilin her tonunu olusturabilecegi
bildirilmistir. Bu bulgular, Candida kolonilerinin CHROMagar Uzerinde olusturdugu
rengin C. dubliniensis tanimlamasinda guvenilir olmadigini gosteriyor olabilir
(Tintelnot K ve ark, 2000).

Gaz Kromatografi sistemi standardize edilmig, tam otomatik bir sistemdir.
Sartlandinimis kolonlar gaz kromatografi cihazini 6zel kilar. Sistem calismaya
baslayinca ilk olarak kendini kalibre eder ve her on 6rnekte bir kalibrasyon iglemini
tekrarlar. Eger sistemde bir hata olursa ve uygun pikler ¢ikmazsa sistem calismayi
durdurur. Bu ozellik personel kaynakli hatalarin ortadan kalkmasini saglar. Gaz
kromatografi analizinde kullanilan biyolojik materyal uygulanan prosedirden dolayi
‘Biyo-Glivenlik Diizeyi 1” olan oérnek haline déniisiir. incelenen biyojik érnek tir
dizeyinde analiz edilir. Sistem “Food and Drug Administration (FDA), “Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan onayhdir (Sherlock, 2012). Gaz
kromatografisi yaziliminda mayalarin yag asiti dizilimleri ile ilgili 2 kutiphane
bulunmaktadir. Bunlar; 20 maya turunu kapsayan YSTCLN kitiphanesi ve 196 turden
136’ sinin Candida tlrinin oldugu YST28 kitiphanesidir. (Sherlock, 2012).
C.dubliniensis bu kutuphanelerde yer almamaktadir (Peltroche- Llacsahuanga
veark,2000).

Flukonazol etki mekanizmasi lanosterol 14-alfa-sterol demetilaz (DM) adli
enzimi inhibe ederek, mantar hicre duvarinin pargalanmasina dayanir. Amfoterisin B
etki mekanizmasi ise ergosterol ile etkilesime girerek fungusun sitoplazmik zarini
tahrip etmeye dayanir (Krishnasamy L ve ark, 2018). Gaz Kromatografi sistemi,
mayanin hucre duvari bulunan ve 9-20 karbon atomu igeren uzun zincirli yag
asitlerini analiz ederek mikroorganizmalarin tire 6zgu olan yag asidi metil esterlerini
(FAME) tanimlar ve dlger. Pikler, sistem tarafindan otomatik olarak adlandirilir ve

sayisal degeri belirlenir (Sherlock, 2012).
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Etki mekanizmasi maya hulcre duvari tahribatina dayanan flukonazol ve
amfoterisin B antifungallerinin etkinligi, maya hiicre duvarinda bulunan yag asitlerine
gore identifikasonsaglayan gaz kromatografisi ile degerlendirilebilir.

Gaz kromatografi cihazi ile analizleri sonucunda C.albicans ATCC 10231
susuna spesifik iki referans yag asidi (Pik Adi: 12:0 ; 13:0) piki tanimlanmistir.
C.dubliniensis CD36 susuna spesifik bir referans yag asidi (Pik Adi: 15:0) piki
tanimlanmistir. Amfoterisin B antifungalinin 0Ozellikle C.dubliniensis CD36 susu
uzerinde anlamh bir farkliiga neden oldugu tez c¢alismasi ile gdsterilmektedir.
Amfoterisin B MiK ve sub-MiK konsantrasyonlarinin, C.dubliniensis CD36 biyofilmini
kontrole gore istatiksel olarak anlamli derece inhibe ettigi tespit edilmistir. Gaz
kromatografisi ile C.dubliniensis CD36 susuna spesifik oldugu belirlenen referans pik
“15:0”, amfoterisin B antifungali ile spesifik olarak etkilesiyor olabilir. C.dubliniensis
biyofilm olusumu, biyofilm olusumuna bagl olarak direng gelisimini engelleyebilmek
amaciyla C.dubliniensis CD36 susunun hticre duvarinda, ture spesifik olarak bulunan
referans yag asidi Uzerinde ‘molekll-ila¢ spesifik’ ¢galismalarin yapilacagl yeni alan
caligmalari tasarlanabilir.

C.albicans ATCC 10231 susu, amfoterisin B MiK etkisinde biyofilm olusumunu
azaltmistir. Sub-MiK etkisinde ise kontrole gére anlamli derecede daha giicli biyofilm
olusturdugu belirlenmigtir. Amfoterisin B antifungalinin ylksek konsantrasyonlari
C.albicans ATCC 10231°e spesifik oldugu belirlenen referans pikler “12:0 ;13:0 ” ile
etkilesiyor olabilir, molekul spesifik bir alan calismasi baglatilabilir.

Tur spesifik referans piklerin disinda kalan referans pikler her iki tiirde de ortak
Ozelliklerdir. C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 suslarinin sahip oldugu
ortak referans pik adlari: 14:0, 16:0 ANTEISO, 16:0, 17: ANTEISO, 18:0’drr.
C.albicans ATCC 10231 ve C.dubliniensis CD36 turlerinde ortak oldugu belirlenen
bes yag asidi ile ‘hicre duvari tahribatina® dayanan yeni alan c¢aligmalari

tasarlanabilir.
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Gaz kromotografisi ile elde edilen pikler mikroorganizmaya 6zgudur.
Arastirmanin temel amaci, klinik mikoloji laboratuvarlarinda maya orneklerinin daha
ekonomik bir maliyetle ve daha hizli tanimlanabilmesini saglamak ve ilag-patojen
etkilesimlerinin molekul spesifik olarak arastiriimasina olanak saglayarak, tur spesifik,
etkili tedavi yontemlerinin gelistiriimesine 1g1k tutumaktir.

Gaz kromotografisi yaziliminda bulunan iki kitiphane YSTCLN ve YST28' in,
klinik ve standart C.dubliniensis turlerine aityag asidi profillerini icermemesinden
dolay! bu alanda yeni ¢alisma konulari olusturulabilir ve klinik/standart C.dubliniensis
suslarina ait bir katiphane c¢alismasi baslatilabilir. Tez g¢alismasinda, C. albicans
ATCC 10231 ile kiyaslandiginda C.dubliniensis CD 36 suguna spesifik oludugu tespit
edilen 15:0 adli yag asidinin varhigi, albicans digi candida turlerinde de arastirilabilir.
Ayni arastirma kosullari tez calismasi ileC.albicans ATCC 10231 susuna spesifik
oldugu belirlenen 12:0 ve 13:0 adli yag asitleri i¢in de olusturulabilir.

C.albicans ve C.dubliniensis turlerine ait klinik izolatlarin gaz kromotografisi ile
analiz edildigi bir calismada elde edilen sonuglarla, tez c¢alismasinda kullanilan
standart C.albicans ATCC 10231ve C.dubliniensis CD36 suslar icin elde edilen14:0,
16:0 ve 18:0 pik sonugclari birbirini destekler niteliktedir (Peltroche- Llacsahuanga
veark,2000).
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6. SONUC VE ONERILER

Translasyonel Tip'ta esas hedef, temel bilimlerde kullanilan yontemler ile ileri
teknoloji yontemlerini  bir araya getirerek hastaliklarin patogenezine, tanive
tedavisine karsi etkili yontemler ortaya koymaktir. Tez c¢alismamizda temel
bilimlerden mikrobiyoloji bilim dah “altin standart” (EUCAST) ydntemi ile gelismis bir
sistem olan gaz kromatografi yontemi ile yag asidi analizi bir araya getiriimesi
hedeflenmigtir.

Flukonazol ve amfoterisin B antifungallerinin hiicre duvari Gzerinde degisiklere
neden olmasi ve gaz kromatografi sisteminin bu farkliliklari analiz edebilmesi
onemlidir. Bu sayede flukonazol ve amfoterisin B antifungallerinin C.albicans ve
C.dubliniensis turlerinin tani ve tedavilerinde nasil ve hangi dozda kullanilabilecegi
konusundaki bilginin standardizasyonu saglanabilir.

flag direnci alaninda yapilan calismalarin, klinik izolatlar ile belirlenmesi;
enfeksiyonun tani, tedavi ve takibi i¢cin son derece 6nemlidir. Standart suslar ile
yapilan analizler yetersiz kalmaktadir. Clnkld enfeksiyonun tam anlamiyla
anlasilabilmesi icin konak ile patojen arasindaki etkilesimi morfolojik, fizyolojik ve
molekuler anlamda ele almak gerekir. Biyofilm yapisinin ila¢ direncine neden olmasi,
biyofilm olusturabilen turler Gzerinde daha fazla arastirma yapilmasini gerektirir.

Antifungallere karsi direng gelistirebilen maya turlerinin etkili ve dogru dozda
antifungalle tedavi edilmesi gelecekte daha direncli suslarin ortaya gikmasini engeller.
Bu durum mevcut antifungallerin etkinliginin devamhhgini saglar. Direngli turlerin
gelismesi gelecekte enfeksiyon hastaliklarinin artmasina ve mevcut tedavi
yontemlerinin yetersiz kalmasina neden olabilece@i dusunulmektedir. Aragtirmamizda
da tespit edildigi gibi farkli antifungal ilaglarin c¢esitli konsatrasyonlari, patojenler
Uzerinde farkli etkiler yaratabilir. Bu nedenle hem standart suslarda hem de klinik
orneklerde calismalar genigletilerek, etkili tedavi ve ila¢g kullanimi adina her
mikroorganizma icin detaylandiriimahdir.

Candida enfeksiyonlar kaynagi hastaneler (kateterizasyon, cerrahi islemler)
olmak Uzere de gelisebilir. Bu nedenle hastane enfeksiyonuna neden olan maya
turlerinin ila¢ direnci ve biyofilm aktivitelerinin tespit edilmesi son derece 6nemlidir.
Translasyonel Tip bakis agisiyla yola ¢ikilmal “laboratuvardan hasta yatagina- hasta
yatagindan laboratuvara (“from benchside to bedside- from bedside to bench side”)” ve

Kisiler ile kurumlar arasinda is birlikleri arttiimahdir.
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