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1.0ZET

Flukonazol direncli Candida albicans suslarinda atihm pompalarim1 kodlayan
CDR1, CDR2 ve MDR1 genlerinin ve 14 alfa lanosterol demetilazi1 kodlayan ERG11 gen
ekspresyon diizeylerinin semi-kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi

ile arastirilmasi

Flukonazoliin yaygin ve tekrarlayan kullanimi Candida albicans suslarinda direng
gelisimine yol agmistir. Bu ¢alismada, flukonazole duyarli (Du) /direncli (Di) /doza bagimli
duyarli (DBD) C. albicans izolatlarinda atilim pompalarini kodlayan CDR1, CDR2 ve MDRI
genleri ile lanosterol 14 o-demetilaz enzimini kodlayan ERGII geninin ekspresyonu
arastirilarak flukonazol direncinde bu iki mekanizmanin roliiniin belirlenmesi amaglanmustir.

Tiirkiye’de ii¢ tniversite hastanesinde cesitli klinik Orneklerden soyutlanan dort
flukonazol Di/ DBD, yedi Du ve ii¢ kismi inhibisyon etkisi gosteren C. albicans susu dahil
edildi. CDRI, CDR2, MDRI ve ERGII diizeylerinin goreceli ekspresyonu semi-kantitatif
revers transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi ile belirlendikten sonra flukonazole Du C.
albicans ATCC 14053 susu ile karsilagtirildi. Bu genlerin ekspresyonu ACTI ekspresyon
diizeyleri ile normalize edildi.

CDRI ve CDR?2 diizeyleri C. albicans ATCC susu ile karsilastirildiginda, flukonazol
Di/ DBD C. albicans izolatlarinda sirasiyla 3,12-7,16 ve 1,83-18,0 kat daha fazla olarak
belirlendi. Kismi inhibisyon etkisi gosteren izolatlar 0,64-2,06 ve 0,9-3,1 kat CDRI ve CDR2
ekspresyonu gosterirken, Du izolatlar bu genleri diisiik diizeylerde eksprese etmisler veya hig
ekspresyon gostermemislerdir. MDRI ve ERGII ekspresyonlari incelendiginde, Di/ DBD
suslarin iiclinlin ve tliimiiniin swrastyla MDRI ve ERGII; bunun yaninda flukonazol Du
suslarin ise alt1 ve dordiiniin bu iki geni farkli diizeylerde eksprese ettigi saptandi.

Sonug¢ olarak, C. albicans izolatlarimizda flukonazol direncinde atilim pompalarinin
ozellikle CDRI ve CDR2’nin fazla ekspresyonunun onemli bir mekanizma olabilecegi

sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

Investigation of the expression levels of efflux pumps encoding genes CDRI,
CDR2 and MDR1 and 14 alfa lanosterol demethylase enzyme encoding gene, ERG11 in
fluconazole resistant Candida albicans isolates by semi-quantitative reverse

transcription-polymerase chain reaction

Widespread and repeated use of fluconazole resulted in resistance problem in Candida
albicans strains. In this study, investigation of the expression of efflux pump encoding genes,
CDRI, CDR2, and MDRI and lanosterol 14 a- demethylase enzyme encoding gene, ERG/ 1 in
fluconazole susceptible (S)/resistant(R)/dose dependent susceptible (DDS) C. albicans
isolates was aimed in order to determine the role of these two mechanisms in fluconazole
resistance.

Four fluconazole R/DDS, seven fluconazole S and three tailing effect showing C.
albicans strains which were isolated from various clinical specimens in three University
hospitals in Turkey were included. Relative expression of CDRI, CDR2, MDRI and ERGI1
transcripts were determined by semi-quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction and compared with drug susceptible C. albicans ATCC 14053 strain. The expression
of these genes was normalized with their ACT] expression levels.

CDRI and CDR2 transcripts were 3,12-7,16 and 1,83-18,0 fold upregulated,
respectively in fluconazole R/DDS C. albicans isolates when compared to C. albicans ATCC
strain. Trailing isolates showed 0,64-2,06 and 0,9-3,1 fold CDRI and CDR2 expression while
the sensitive isolates expressed low levels of these genes or didn’t seem to express at all.
When MDRI and ERGII expressions were examined, it was observed that three and all
fluconazole R/DDS as well as six and four fluconazole S isolates expressed these two genes at
various levels, respectively.

As a result, it can be concluded that overexpression of efflux pumps especially CDR1
and CDR?2 can be considered as important mechanisms of fluconazole resistance in our C.

albicans isolates.



3. GIiRiS VE AMAC

Son yillarda modern tiptaki gelismelerle birlikte organ nakli, kanser kemoterapisi,
parenteral beslenme, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi artmis ve bu da sistemik fungal
infeksiyonlarin sikliginda artisa neden olmustur (1). Bunun yaninda solit organ ve
hematopoetik kok hiicre alicis1 olan, AIDS’li, hematolojik maligniteli, yanikli hastalar da
sistemik fungal infeksiyonlarin sik goriildiigii hasta gruplaridir (2).

Sistemik Candida infeksiyonlar1 6zellikle hastanede yatan hastalar agisindan 6nemli bir
mortalite ve morbidite nedeni olarak goriilmektedir. Uygun sagaltimi yapilmayan sistemik
kandidoz olgularinda mortalite hizinin %40 dolayinda oldugu saptanmistir (3). Ote yandan bu
infeksiyonlarin tani ve sagaltimlarinin gii¢ ve uzun olmasi nedeni ile iilkeye ve hastaya ciddi
bir ekonomik yiik s6z konusu olmaktadir. Yapilan bir arastirmada hastane kokenli kandidemi
tablosunun hastanin yatis siiresini 30 giin daha uzattig1 ve bu infeksiyona bagli mortalitenin de
%35 oldugu bildirilmistir (4).

Kanser hastalar1 ve yogun bakim iinitesinde yatan hastalarda en sik rastlanan ve en
onemli fungal patojenlerin mayalar oldugu; bunlar arasinda da en sik Candida tiirlerine
rastlandig bildirilmektedir (5). Yapilan ¢alismalarda son on yilda hastane kdkenli dolasim
sistemi infeksiyonlar1 arasinda kandidemi insidansinin bes kat arttig1 ve Candida’larin en sik
saptanan dordiincii etken oldugu belirtilmektedir (6,7).

Sistemik Candida infeksiyonlarinin sagaltimi 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Antifungal ilaglarin pahali olmasi, bu ilaglarin kisithh olmasi, bunlarin
kullanimlarini sinirlayan faktorler yaninda antifungal direng, bu sorunu daha da ciddi bir hale
getirmistir. Yapilan c¢alismalarda kandidemilerin en sik ve en 0nemli nedenin C. albicans
oldugu bulunmus, C. albicans infeksiyonlarinin sagaltiminda azol tiirevlerinin &zellikle
flukonazoliin uzun siire ve asir1 kullanimi direncli C. albicans suslar ile sonu¢lanmistir. Azol
direncli C. albicans izolatlar1 myelofibrozis, 16semi, kronik mukokutan6z kandidoz ve AIDS
olgularindaki infeksiyonlarda etken olarak bildirilmistir (8,9).

C. albicans suslarinda azol direncinden sorumlu birgcok mekanizma bildirilmis,
flukonazol direncli suslarda tek bir mekanizmadan ¢ok, bir¢ok mekanizmanin birlikte rol
aldigy ileri siiriilmiistiir (9). Bu mekanizmalar 1) ilacin hiicre icinde birikiminde azalma a)

[lacin hiicre i¢ine aliminda bozukluk b) Aktif pompalarla ilacin hiicre disina atilmasi



2) flacin hedefi olan lanesterol demetilazda degisiklik a) ERGI/I geninin ekspresyonunda
artma b) ERGII genindeki mutasyonlar 3) Ergosterol biyosentezinde degisiklik seklinde
Ozetlenebilir (10-13).

Arastirmamizda hastanemizde ve iilkemizdeki bazi merkezlerde klinik 6rneklerden
soyutlanan flukonazol direngli C. albicans suslarinda flukonazol direncinden sorumlu bir
mekanizma olan atilim (efluks) pompalariin incelenmesi ve bu pompalar1 kodlayan CDRI,
CDR2 ve MDRI ile 14 alfa lanosterol demetilazi kodlayan ERGII gen diizeylerinin

arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Tarihce

Mantarlar1 ve mantar hastaliklarini inceleyen bilim olan mikoloji terimi eski
Yunan dilinde mantar anlaminda kullanilan “mykes” sézctiglinden tiiretilmistir. Hippocrates
ve Galen’in yasadigit M.O. doérdiincii yiizyilldan beri agizdaki pamukguk lezyonlart
bilinmektedir (14).

1771°de Rosen von Rosenstein bu etkenin akcigerlerde invaziv olarak yerlesebildigini
bildirmistir (15).

1842°de Gruby, Langenbeck’in tifolu bir hastanin agzindaki afttan soyutladigi
organizmanin Sporotrichum tiirii oldugunu bildirmistir. 1842°de deneysel olarak Berg oral aft
modeli, 1862°de ise Mayer genital aft modeli olusturmustur (15).

Robin 1847°de mantar1 Oidium albicans olarak siniflandirmis, Roth Berkhout 1923’te
pamukcuk etkeni olan mikroorganizmanin bir Monilia tiirii olmadigini bildirerek jenerik isim
olarak Candida’y1 6nermistir (15).

1895 yilinda Candida tiirlerinin neden oldugu beyin absesi ilk kez bildirilmis fakat 1943
yilina kadar Candida, serebral bir lezyondan soyutlanamamastir.

17. Yizyilin sonlarinda Sabouraud, mantarlarin morfolojilerini belirlemeye olanak
saglayan besiyerini gelistirmis ve bunlarin tireme 6zellikleri {izerine ¢alismalar yapmustir.

Antibiyotiklerin kullaniminin biiyiik oranda yayginlastigi 1940’1 yillardan itibaren ise
Candida infeksiyonlarmin siklig1 ve konuyla ilgili ¢alismalar artmistir (14,15).

4.2. Genel Ozellikler

Mayalar; 0karyot, tomurcuklanan, tek hiicreli organizmalar olup, genellikle yuvarlaktan
ovale kadar degisebilen ve daha ender olarak da uzunca ve diizensiz sekil gosterirler. Ug ile
alti um biiyiikliigiinde olup, genellikle bakteri hiicresinden biiytiiktiirler (16).

Mayalar kati besiyerinde acrop kosullarda 25-30°C’de iyi tireme gosterirler ve 2-3
giinde opak, beyaz ya da ¢ogu krem renginde, yumusak, bakteri kolonisine benzer goriiniimde
0-5 mm capl koloniler olustururlar. Koloniler baglangicta krema goriiniimiinde olup zamanla

zarims1 veya girintili ¢ikintili hal alir. Bazen Candida albicans kolonileri Sabouraud dekstroz



agar (SDA)’da ilk izolasyonda burusuk veya piiriizlii olabilirse de daha sonraki pasajlarda
diizgilin kolonilere doniisiirler (16).

Candida tiirleri yaygin goriilen mayalar olup, memelilerin sindirim kanali normal
florasinda ve de insan mukoza ve derisinde bulunurlar. insan gastrointestinal kanalindan en
sik soyutlanan tiir C. albicans olup, bunu C. tropicalis ve C. glabrata izler (16).

Normal florada bulunan Candida tiirleri, bir hastalik veya sagaltim girisimleri nedeniyle
bagisiklik savunmasi bozulmus hastalarda, dokulara yayilarak yasami tehdit eden patolojilere
yol agabilirler (16).

Candida tirleri tomurcuklanma ile c¢ogalir. Tomurcuklanma ile ¢ogalmada hiicre
duvarmin bir noktasi lizise ugrar, bu noktadan duvar disariya dogru balonlagsma yapar. Bu
kisim siserek genisler, ana hiicrede mitoz yolu ile ¢ogalan kromozomlar ve diger hiicre
elemanlar1 yeni hiicreye tasinir, sonra iki hiicre arasinda bdlme (septa) geliserek hiicre
cogalmasi gerceklesir. Candida tiirlerinin blastokonidyum yapilar1 yuvarlak, oval veya uzamis
sekildedir. Ender olarak bazi kokenler, 6zellikle antimikrobiyal ila¢ kullanan hastalardan
soyutlananlar, ilk izolasyonlarinda ileri derecede pleomortfik olabilirler (16-17).

Dogrusal bir sekilde birbirinden ardi ardina olusan ve ayrilmayan blastokonidyumlar
yalanci hif ad1 verilen yapiy1 olustururlar. Gergek hiften farkli olarak, birbirine komsu yalanci
hifler arasinda belirgin bir daralma goriiliir. Yalanct hiflerin duvari birbirine paralel olmayip,
hiicreler arasinda daralmalar nedeniyle bogumsal goriiniimii mevcuttur. Uzama gdsteren
uctaki bir oncekinden daha kisadir. Candida cinsi mantarlarda hem ger¢ek hem yalanci hif
bulunabilmektedir. Candida albicans gergek hif olusturmakta olup, ana hiicreden bogum
olusturmadan borucuk uzar ve ¢imlenme borusu adi verilen yapiyr olusturur (18). Yalanct
hiflerin goriinimii ve bunlara blastokonidyumlarin baglanma sekli, Candida tiirlerinin
identifikasyonunda gbzlenecek dnemli 6zelliklerdir.

Biitiin tiirler glukozu fermente eder, higbiri nitrat1 asimile edemez. Kiiltiirlerinde etanol,
asetoin, ve asetik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, piriivik asit, suksinik asit gibi
organik asitlerden zengin metabolik son {iiriinler olusur. Cogalma hizlar1 ortama goére

degismekle birlikte C. albicans ve C. tropicalis igin bir saatten daha kisa bir stiredir (19).

4.3. Hiicre Yapisi

Fungus hiicresi okaryot yapida olup; nukleolus, nukleus, nukleus membrani,

endoplazmik retikulum, vakuoller, mitokondriya, sitoplazma ve bazilarinda amorf



polisakkaritlerden yapilmig olan ya “slime” (glikokaliks) ya da tam bir kapsiil bulundurur
(17).

Hiicre duvari sert bir yapida olup hiicreye sekil verir. Ozmotik basinca bagli hiicre
patlamasina karsi koyar. Ayrica ¢esitli molekiillerin i¢ ve dis ortama gecisinde rolii vardir.
Hiicre duvar1t maya hiicresinin degisik ylizeylere tutunmasinda (adezyon) dogrudan gorev alir
(19).

Mantar hiicre duvarmin kitin igermesi, hiicre zarinda kolesterol yerine ergosterol
bulunmasi1 mantar1 diger canli hiicrelerinden ayiran 6nemli o6zelliklerindendir. Duvar
komponentlerinin %80-90’1 karbonhidratlar, %5-15’1 protein ve %2-5’i lipitlerden olusur.
Karbonhidratlarin ise %20-30’u mannoprotein, %50-60’1 B glukanlar ve %0,6-9’u Kkitin
yapisindadir. Candida albicans’in maya ve hif formlarinda glukan ve mannan igerigi
benzerdir fakat hif hiicrelerinde kitin miktar1 maya hiicresine gore ii¢ kat fazladir. Bu
maddeler mantarin patogenezinde rol oynadigi gibi ayrica antijenik Ozellikleri nedeniyle
hastalik tanisinda da yardimer olmaktadir. Ancak insan dokusunun duvar polisakkaritlerini
parcalayacak enzimleri yoktur (19).

Elektron mikroskobik caligmalara goére Candidalarin hiicre duvari en az 5 katmanhdir.
Maya-hif dontigiim siirecinde bu say1 ve kalinlik degisir. Ayrica ortamda yiiksek yogunlukta
seker varliginda en distaki mannoprotein katman kalinlasir ve fibriler olusumlar artar (19).

Hiicre zar iki tabakali olup fosfolipid, sfingolipid, glikoprotein ve sterol igerir.
Candidalarin hiicre membraninda; fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve
fosfatidil inozitol gibi fosfolipitler bulunur. Tiim mantarlarda oldugu gibi Candida tiirlerinin
hiicre membraninda bulunan sterol, membran lipitlerinin %20’sini olusturur. Steroliin %95°1
ergosterol formundadir. Ergosterol antifungal ilaglar i¢in en 6nemli hedeftir (19).

Hiicre membran1 tasidigi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢c ve dis ortama
gecisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi duvar komponentlerinin sentezinde rolil olan enzimler de
membranda bulunur. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif donlisimii ve hifin
ucundan uzama) i¢in gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz,
proteaz gibi enzimler de membranda yer alirlar (19).

Nukleus membrani ile ¢evrili ¢ok sayida nukleuslar1 vardir. Nukleolus RNA’dan
zengindir. Nukleus DNA’s1 lineer yapidadir. Sitoplazmada bulunan mitokondri sayilari
solunumsal etkinlik ile iliskilidir. Hiicrenin tomurcuklanmasi i¢in enerji gereksinimi artigina
paralel olarak mitokondri sayisinda artma olur. Hiicrelerde endoplazmik retikulum, golgi
aygiti, 80 S ribozom, mikrotiibiil ve mikrovezikiiller, lipit glikojen graniilleri, ¢cok sayida

vakuoller bulunur (17).



Fungal iskelet, turgor basincina karsi koruyacak dinamik bir sistemdir. Iskelet, hiicre
duvar1 ve hiicre membrani ile baglantilidir. iskelet komponentlerinden olan mikrotiibiiller,
membranin hareketliliginde rol alir. Iskeletin bir diger bileseni olan aktin sitoplazmik
akigkanliktan sorumludur. Miyozin ise aktinle birlikte organellerin hareketliligini saglar (19).

Iskelet komponentlerinin birbiriyle iliskileri agisindan Ca™ , Mg™ ve H' iyonlarmin
yogunluklar1 6nemlidir. Bu iyonlarin hiicre i¢ine giris, ¢ikislar ile organellerin hareketliligi ve
hifin uzamas: diizenlenir. Iyonlar ek olarak mitoz, mayoz, tomurcuklanma, septum olusumu

yani morfogenez ve de protein kinaz gibi baz1 enzimlerin diizenlenmesinde rol alirlar (19).

4.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Konak ile Candida arasindaki etkilesimin sonuglari, mantarin infeksiyon olusturma
yetenegine, konagin infeksiyona karsit yanitina ve konakta predispozan faktorlerin varligina
bagli olarak degiskenlik gdsterir (19).

Konaga ait predispozan faktorler diabetes mellitus, alkolizm, malign hastaliklar,
malnutrisyon, yaniklar, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, kortikosteroid kullanima, total
parenteral beslenme, yogun cerrahi girisimler, liriner katater seklinde siralanabilir (20-21).

Konagin Candida tiirlerine kars1 direng faktorleri arasinda saglam deri dokusu, silier
hareketler, sekresyonlar, normal mikrobiyolojik florayr iceren mukokutandz engeller,
kompleman sistemi, sitokinler, B-lenfositleri iceren hiimoral mekanizmalar, noétrofiller,
mononiikleer fagositler, dogal dldiiriicii hiicreler, T-lenfositleri igeren hiicresel mekanizmalar
sayilabilir (19-20).

Polimorf niiveli 16kositler (PNL) C. albicans’in olusturdugu infeksiyonlara karsi ¢ok
onemli bir savunma faktdriidiir. In vitro deneylerde insan kaninin Candida’yr 6ldiiren bir
aktivitesinin oldugu ve bunun dogrudan dogruya l6kositlerden kaynaklandigi bulunmustur.
PNL’lerin fungisidal mekanizmalar1 oksidatif ve non-oksidatif olmak iizere iki tiptedir.
Oksidatif mekanizma nétrofilin bazi potent oksidanlar1 sentez etmesiyle karekterizedir. Bu
oksidanlar arasinda hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, hipoklorik asitler ve kloraminler
sayilabilir. PNL’lerin hipoklorik asit ve kloramin sentezi yine PNL’lerin azurofilik
graniillerinde bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciligi ile olur. Ozellikle MPO ve
hidrojen peroksit gibi fungisidal molekiiller PNL’lerin C. albicans’1 eradike edebilmesi i¢in

gereklidir. Buna karsin diger Candida tirleri non-oksidatif mekanizmalarla yok



edilebilmektedir. Ayrica PNL’lerin azurofilik graniillerinde bulunan defensin ve katepsin
G’nin antifungal aktivitesi mevcuttur (19).

Candida’larin  PNL’lerce yok edilmesinde IgG sinifindan opsonizasyon yapan
antikorlarin da rolii vardir. C3b, opsonin olarak C.albicans blastosporlarina baglanabilir (19).

PNL’lerin, fungisidal aktiviteleri i¢in interferon y (IFN-y) ve tiimor nekroz faktor o
(TNF-a) gibi sitokinlere ihtiyact vardir. Candida infeksiyonlarinda T lenfositler ve IL—1, IL—
4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 gibi sitokinler gorev alir, Thl ile Th2 arasindaki denge
onemlidir. Candida’larin pulmoner dokudan eliminasyonunda ise PNL’ler kadar alveolar
makrofajlarin da 6nemli gorevler tistlendigi goriilmistiir (22-23)

Candida tiirlerinin virulans faktorleri ise adezyon, biyofilm yapimi, toksinler, enzimler,
morfolojik ve fenotip degisimi, hidrofobisite, molekiiler benzeme, hiicre duvari yapisi1 ve

cesitli sideroforlart kullanma yetenegi seklinde siralanabilir (19-20).

4.4.1. Yapisma (Aderans)

Mayanin konak ile iliskisinde ilk basamagi olusturup kolonizasyon ile infeksiyon
olusumunda 6nemli role sahiptir. C. albicans, diger Candida tiirlerine gére kan damarlari,
epidermal korneositler, endotel hiicreleri, epidermal keratinositler gibi konak hiicrelerine daha
fazla aderans yetenegine sahiptir (24).

C. albicans’1n, konagin epitel ve endotel hiicrelerine aderansinda iC;b, Csd, fibronektin
ve Ostrojen reseptorleri, mannoprotein, salgisal aspartik proteinaz, faktor 6 (antijen 6), laminin
reseptorii ve fibrinojen baglayan proteinler gibi molekiillerin rolii bulunmaktadir (19).

C. albicans’ta bircok patojenite ile ilgili faktdr “*Agglutinin-Like Sequence’’ (ALS) gen
ailesini de igeren bir dizi gen ailesi tarafindan kodlanir. Adezinler, glikoprotein yapida olup
ALS, Ala 1 (“agglutinin-like adhesin”), INT 1 ve Hwp 1’1 icermekte ve 8 gen ile
kodlanmaktadir. Hwp 1, yanak epitel hiicrelerine baglanmay1 saglar. Bu genin inaktivasyonu
biiyiik dl¢lide virulansi azaltir. INT 1 ise adezyonun yaninda filamentdz seklin ¢ogalmasini da
saglayan gen bolgesidir ve dnemli dl¢lide virulanstan sorumludur (25-26).

Candida hiicrelerinin hiicre veya dokuya aderansi i¢in konak epitel ve endotel hiicreleri,

serum proteinleri ve hiicredisi proteinler reseptor gorevi goriir (27).



4.4.2. Biyofilm (**Slime”) Uretimi

Biofilm, birbirlerine ve ylizeye geri doniislimsiiz olarak tutunmus mikroorganizma
toplulugudur. Kalp kapak protezi, eklem protezi, iiriner ve vaskiiler katater gibi tibbi
cihazlarin yiizeylerine yapisarak kolonizasyon ve infeksiyon olusturan Candida tiirleri
antifungal diren¢ ve kandidemi artisina yol agarlar. Biofilm olusturabilme yetenegi ile

viriilans derecesi arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu belirlenmistir (28-29).

Biyofilmlerdeki hiicreler ana (planktonik) hiicrelerden tamamen farkli fenotipik
ozellikler gosterir ve antifungal ilaglara planktonik hiicrelere gore daha direnglidir (29).

Candida hiicresinin biomateryale tutunup biofilm olusturabilmesi i¢in mantara ait hiicre
ylizey hidrofobisitesi, elektrostatik kuvvet gibi faktorler yaninda konaga ait fibrinojen ve

fibronektin gibi serum proteinlerine ihtiya¢ vardir (29).

4.4.3. Enzimler

Proteinaz, fosfolipaz, lipaz gibi hidrolitik enzimlerin yapim ve salgilanmasi dokulara
penetrasyon, beslenme ve konak immiin sisteminden kacgisi saglayarak virulansta 6nemli rol

oynar (27).

4.4.3.1. Proteinazlar

C. albicans tarafindan en sik iiretilen hidrolitik enzim salgisal aspartik proteinazdir. Bu
enzimleri kodlayan SAP gen ailesinde birbirinden farkli 10 kadar gen mevcuttur. SAP1, SAP2,
SAP3 genleri yalnizca maya hiicrelerinde, SAP4, SAPS, SAP6 ise hif yapilarinda
bulunmaktadir. SAP9, SAP10 hem maya hem hif yapilarinda bulunup fungal hiicre duvarina
baglidir (27).

Salgisal aspartik proteinazlar kollojen, laminin, fibronektin, miisin, salgisal laktoferrin,
o2-makroglobulin, immiinglobulinlerin tamamina yakini, interlokin-1p, laktoperoksidaz,
katepsin D, kompleman, ¢esitli kan koagulasyon onciillerini hidrolize eder. Bu o6zellikler

mantarin virulansini ve dokulara invazyonunu saglar (27).
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4.4.3.2. Fosfolipazlar

C. albicans basta olmak iizere diger Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus gibi fungal patojenlerde fosfolipaz aktivitesi saptanmustir. Candida
tiirlerinin fosfolipaz aktivitesi ile virulansi arasinda ciddi bir korelasyon bulunmustur (28-32).

Fosfolipaz aktivitesinin mantarin doku invazyonunda oOnemli bir roli oldugu
bildirilmistir. Bu enzimler hiicre membran yapisinda bulunan gliserofosfolipitlerin ester
baglarin1 hidrolize ederek doku invazyonuna yol acar. C. albicanslarda fosfolipaz aktivitesi
non-albicanslara gore ¢ok daha yiiksektir. C. albicans’ta fosfolipaz A, Bl, B2, C ve D
tanimlanmistir (31).

Fosfolipaz B, lizofosfolipaz-transagilaz ve hidrolaz aktiviteleri aktiviteleri nedeni ile C.

albicans’1n virulansinda ¢ok 6nemlidir (27).

4.4.3.3. Lipazlar

Ekstraselliiler olarak salinan hidrolitik enzim olan lipazlar mono-di-triagilgliserol ve
diger fosfolipidlerin ester baglarinin hidrolizini katalize ederler. Bu enzimler on iiyeli bir gen
ailesi tarafindan kodlanirlar (LIP 1-10). C. albicans disinda C. parapsilosis, C. tropicalis ve
C. krusei gibi diger patojen Candida tiirlerinin lipaz aktivitesi gosterdigi belirlenmis ancak C.

glabrata’da bu 6zellik izlenmemistir (33).

4.4.4. Morfolojik ve Fenotip Degisimi

Morfogenez, bir morfotipten digerine gecis anlami tagiyip, mantarin gelisimi sirasinda
gecirdigi degisimleri ifade eder. Bir morfotipten digerine geg¢is mantarin yasamasi icin sart
olmayip, mantarin farkli ortam kosullarina uyum saglayabilmesi ve {lreyebilmesi ig¢in
gelistirdigi bir mekanizmadir (19).

C. albicans 1 patojen olmayan morfotipi tomurcuklanan maya hiicreleridir. Konaga ait;
deri biitiinliigliniin bozulmasi, bagisiklik sisteminin baskilanmasi, antibiyotik kullanimi gibi
nedenlerle patojen morfotipe degisim gerceklesebilir. C. albicans maya formundan invaziv hif
formuna gecerek hastalik olusturur. Mukozadaki kosullara benzerlik gosteren 37°C’nin
altindaki sicaklik, asit pH ve serumun olmadigi bir ortam maya seklindeki iiremeyi

desteklerken; 37°C sicaklik, notr pH ve ortamda serumun bulunmast hif formunun gelisimini
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destekler. Maya hiicre membranindaki reseptorler tarafindan algilanan sinyaller (CO,, pH
(7.5-8.0), 1s1, N-asetil glukoz, prolin ve aminoasitler) hiicre icine iletilmekte ve hiicre iginde
cAMP, ¢cGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Olusan
iyon akimi sonucunda hif seklinde uzama gerceklesmekte olup, bu forma doniisiimiin ilk
basamagini ¢imlenme borusu olusturur. Sinyal zayif, 1s1 ve pH diisiik ise septum yapimi
gecikir, iyon akimi olmaz ve buradan disar1 dogru balonlasma sonucu tomurcuk sekillenir.
Infeksiyon sirasinda maya hiicreleri hife gore kana ve viicut sivilarina daha kolay yayilirken
hiflerin lokal invazyon yapabilme yetenegi daha fazladir (19-34).

C. albicans izolatlarinda bazi genlerin morfogenezi ve viriilansi etkiledigi ve bu genlerin
sinyal ileti yollarinda gorev aldigi gosterilmistir. Bu genlerden yoksun mutantlarin hif
olusumu i¢in uygun ortamda bile maya-hif donilisimiinii gerceklestiremedigi ve
viriilanslarinin azaldig: bildirilmistir (34).

Fenotip degisimi, C. albicans suslarinda 10 - 107 gibi yiiksek siklikla, kendiliginden
gelisen, geri doniisiimli bir olaydir. Bu degisim sonucunda diizgiin, tiiyld, diizensiz, yildiz,
halka, noktal1 ve sapka, koloni fenotiplerinin ortaya ¢iktig1 saptanmustir (33).

Yuvarlak-ovalimsi, beyaz (“white”) faz hiicrelerinin; genis yiizeyli, yassi, ylizeyi
purtikli, gri renkli koloniler olusturan uzun, biiyiik opak (“‘opaque’’) faz hiicrelerine
doniisimi “W-0” degisimi (beyaz-opak doniisiimii) olarak adlandirilmaktadir. Bu doniisiim
sirasinda sadece koloni fenotipinde degil, hiicre fenotipinde de degisim olmaktadir. Diisiik
doz UV ve sicaklik degisimi gibi dis faktorlerin beyaz-opak doniisiimii indiikledigi
bilinmektedir (34).

C. albicans disinda C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis suslarinda da bu doniisiim
izlenmekte olup fenotipik degisimine ugramis suslarin antifungallere daha yiiksek diizeyde

direng gosterdigi belirlenmistir (35-36).

4.4.5. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi

Mayalarin, patogenez esnasinda hidrofobik proteinlerini hiicre duvar yiizeyinde eksprese

ettikleri ve konak hiicresi ile hidrofobik iliskiye girdikleri saptanmistir (37).
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4.4.6. Sideroforlar1 Kullanabilme Yetenegi

Sideroforlar, bagl veya serbest haldeki demire yliksek afinitesi olan, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ve salman diisiik molekiil agirhikli bilesiklerdir. C. albicans’in bu
molekiilleri sentez etme yetenegi olmadigi icin ve ilireme fonksiyonlari i¢in de demire
ihtiyaclart oldugundan gerekli olan demiri diger Candida’lara ait sideroforlardan veya

Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarindan saglayabilmektedir (38).

4.5. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu Infeksiyonlar

Candida’lar, mukozal kolonizasyondan ¢oklu organ tutulumuna kadar genis bir yelpazede yer
alan infeksiyonlara yol acabilir. Infeksiyonlar klinik olarak kutandz ve mukozal, kronik

mukokutandz ve sistemik kandidoz olmak iizere baslica 3 tipte incelenmektedir (19).

4.5.1. Kutanoz ve Mukozal Kandidoz

Yiizeyel kandidozlarda etken siklikla kisilerin kendi agi1z ve intestinal rezervuarlarindan
endojen kaynaklidir. infeksiyonlarin olusumunda konaga ait; gebelik, steroid kullanimu,
diabetes mellitus gibi endokrin bozukluklar, uzun siire antibiyotik kullanimi, travma, yanik

kesiler sonucu deri biitlinliigliniin bozulmasi gibi predispozan faktorler rol alir (20).

4.5.1.1. Ag1z Kandidozu

Yanak mukozasi, diseti ve dilde beyaz yama tarzi plaklar seklinde ve agrisiz lezyonlarla
karakterizedir. Bu bdlgeden yapilan histopatolojik incelemede nekrotik materyal, bakteri,
16kosit, yalanci hif ve maya hiicreleri goriiliir. Membran kaldirildiginda eritemli, kanamali
zemin goriliir. Orofaringeal kandidoz 6zellikle HIV ile infekte bireylerde sik gelismektedir.
AIDS gelisen hastalarin tamamina yakininda bir donem oral kandidoz atagi gelismektedir.
Oral kandidoz; akut pseudomembrandz, akut atrofik, kronik atrofik, kronik hiperplastik
kandidoz seklinde dort farkli klinik formda gelisebilmektedir (20).

Klinik bulgular ve alinan siiriintli 6rneginin gram boyama ile incelenmesinde maya veya

yalanci hif goriilmesi tan1 koydurucudur (39).
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4.5.1.2. Ozefagus Kandidozu

Ozefagusta darlik, disfaji, odinofaji ve agr1 semptomlar: ile karekterize olup AIDS
hastalar1 ve immiin sistemi zayiflamis kigilerde en sik goriilen firsatg1 infeksiyonlardan biridir.

Kesin tanis1 endoskopik goriiniim ve alinan biopsi materyali ile konur (40).

4.5.1.3. Sindirim Sistemi Kandidozu

Ulser veya erozyon gibi mukozal lezyonlarda meydana gelir (40).

4.5.1.4. Vulvovajinal Kandidoz

Vulva ve vajinada kasinti, yanma, kizariklik temel bulgular1 olup, predispozan faktorler
olarak gebelik, diabetes mellitus, antibiyotik sagaltimi ve oral kontraseptif kullanimi
siralanabilir. Vulvovajinal kandidozlarin en sik etkeni %80 siklikla C. albicans olarak

bildirilmistir (20).

4.5.1.5. Deri Kandidozu

Bu klinik formda en sik etken C. albicans olup diabetes mellitus, obezite, metabolik
hastaliklar candida kolonizasyonuna yol acar. Nem ve siirekli su ile temas predispozan
faktorlerdir. Lezyonlar genellikle derinin kivrim yerleri, intergluteal alan, inguinal bdlge,
koltuk alti, meme alti, parmak aralarinda olup vezikiiler, piistiller ve diizensiz sinirl

eritamatdz alanlar seklinde goriiliir (20).

4.5.2. Kronik Mukokutanoz Kandidoz

Konjenital, immiinolojik ve endokrin bozukluklar ile birlikte bulunan tekrarlayici
mukoza, deri ve tirnak infeksiyonlaridir. Siklikla yagamin ilk ii¢ yilinda goriiliir. Kisilerde T
lenfosit aktivasyonu bozulmustur. Lokosit fonksiyon bozuklugu, timus disgenezi ve

agamaglobulinemi ile birlikte bulunabilir (20).
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4.5.3. Sistemik Kandidoz

Sistemik kandidoz, Candida tiirlerinin hematojen yayilimindan kaynaklanmakta olup
kandidemiyi izleyen bir tablodur. Kandidemi, kanitlanmig organ tutulumu olmaksizin bir yada
daha fazla kan kiiltliriinde Candida tiremesi anlamina gelmektedir (19-41).

Sistemik kandidoz; uzun siire kortikosteroid ila¢ kullanan, l6semi, lenfoma, aplastik
anemi gibi hematolojik hastaliklar1 olan ve kronik granulamatdz hastalikli kisilerde siklikla

goriiliir (42).

4.6. Candida Infeksiyonlarimin Laboratuvar Tanis

Candida infeksiyonlarinin tanisi i¢in alinacak ornekler olarak kan, beyin omurilik sivist
(BOS), doku biyopsileri, idrar, ylizeyel lezyonlardan kazinti1 ve siirlintiiler, agiz ve vajen
stirtintii 6rnekleri sayilabilir (43).

Candida infeksiyonlarinin standart laboratuvar tanisi i¢in;

1) Klinik 6rneklerin direkt mikroskobik incelemesi

i1) Kan, viicut sivilari, dokular veya diger bolgelerden alinan drneklerden Candida tiirlerinin
soyutlanmasi

11i1) Candida tlriiniin belirlenmesi

iv) Doku orneklerinde Candida benzeri mikroorganizma saptandiginda bunun dogrulanmasi

gerekmektedir (44).

4.6.1. Direkt Baki ve Kiiltiir

Tan1 i¢in alinan klinik 6rneklere uygulanacak ilk islem direkt bakidir. Bu islem i¢in yas
preparat veya Gram, Giemsa, Wright, metilen mavisi, kalkoflor beyazi, periyodik asit-schiff
(PAS) ve methenamin giimiis boyas1 gibi boyalar ile hazirlanan preparatlar kullanilabilir.
Candida tiirleri dokuda en iyi PAS ve methenamin giimiis boyasi ile gosterilmektedir (45).

Candida tirlerinin soyutlanmasi i¢in Onerilen primer izolasyon besiyeri SDA olup,
koyun kanli beyin kalp inflizyon agar, Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar,
inhibitdr mold agar gibi besiyerleri de kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri i¢ine sikloheksimit
gibi antimikotikler ilave edilerek kontaminant saprofit mantarlarin; kloramfenikol ve
gentamisin gibi antibiyotikler ilave edilerek de bakterilerin iiremesi engellenmektedir. Kiiltiir

plaklar1 25 °C’de ve 37°C’de en fazla bir hafta inkiibe edilir (46-47).
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Kiiltiirde iiremis olan maya kolonilerinin tanimlanmasi i¢in en hizli, basit ve degerli
testlerden biri ¢imlenme borusu testidir (16). Test 6n tanimlamay1 saglar, klinik 6rneklerden
soyutlanan C.albicans ve C. dubliniensis’in ¢imlenme borusu testi %95-97 siklikla pozitiftir
(44).

Tanimlama i¢in ikinci 6nemli basamak misir unu-tween 80 agar, piring Oziitii-tween 80
agar gibi besin agisindan fakir besiyerlerine inokiile edilerek lam kiiltiirii yapilmasidir (48).
Blastokonidyumlarin 6zelliklerine, yalanci hif boyunca dizilimlerine gore gosterdikleri farka
ve besiyerindeki morfolojilerine gore birbirlerinden ayirt edilebilirler (42).

Misir unu-tween 80 agar 25°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra hiflerin uglarindan
genis, kalin duvarl, genellikle tekli terminal klamidosporlar, ger¢ek ve yalanci hifler, yalanci
hiflerin g¢evresinde kiimeler olusturmus blastokonidyalarin goriilmesi C. albicans olarak
tanimlanir. Yalanci hifler boyunca, tekli veya kiigiik diizensiz kiimeler halinde az sayida
blastokonidya iiretimi, bunun yani sira gercek hif olusumu gozlenebilmesi, nadiren yalanci
hiflerin uc¢larinda ince duvarli, géz yas1 damlasi seklindeki hiicrelerin varligi C. tropicalis’i
gosterir (49).

C. guilliermondii az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlar1 ¢evresinde kiiciik
blastokonidya kiimeleri olusturur, gercek hif tiretmez. C. parapsilosis egri goriinimdeki kisa
yalanci hifler boyunca tekli veya kii¢lik kiimeler halinde dizilmis blastokonidyalar ve nadiren
dev hiicreler olarak isimlendirilen biiyiik hifler iiretir. C. krusei capraz konulmus odun
kiitiikleri veya aga¢ benzeri goriiniim veren uzun blastokonidyalar ile yalanci hifler olusturur.
C. glabrata ise terminal tomurcuklanma ile kiigiik oval maya hiicreleri {iretir, yalanci hif
olusturmaz. C. kefyr tipik olarak bir derede yiizen kiitiikler goriiniimii veren belirgin sekilde
daginik, capraz giden kiimeler olusturan dikddrtgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile
yalanct hifler olusturur (49).

Candida tirleri kromojenik besiyerlerinde de soyutlanabilmekte ve ayni zamanda
tanimlanabilmektedir. Bu besiyerlerinin ¢aligma prensibi ekzoenzim aktivitesi ile pargalanan
cesitli substratlardan farkli kromojenik yikim iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina bagli olarak farkli
morfoloji ve degisik renkte koloni olusumu temeline dayanmaktadir (16-50).

Candida tirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan metabolik testler arasinda karbonhidrat
asimilasyon, karbonhidrat fermentasyon testleri ve iireaz testi gibi testler bulunmaktadir.

Mayalarin tiir diizeyine kadar soyutlanmasinda esas dayanak noktasi karbonhidrat
asimilasyon testidir. Bu test mayanin oksijen varliginda belirli bir karbohidrati tek karbon

kaynagi olarak kullanabilme yetenegini 6lger (16).
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4.6.2. Serolojik Tan1

Sistemik Candida infeksiyonlarinda taniya yardimci olmak amaciyla Candida tiirlerine
0zgli antijen, antikor veya metabolitlerin saptanmasi temeline dayanan cesitli serolojik testler

gelistirilmigtir (51-52).

4.6.2.1. Antijen Saptayan Testler:

Sistemik kandidoz tanist i¢in dolagimda bulunan Candida’ya ait pek ¢ok antijen
kullanilabilir. C. albicans ve diger baz1 Candida tiirleri tarafindan tretilen indiiklenebilir bir
enzim olan salgisal aspartik proteinaz (Sap), bu antijenlerden biridir. Sap’in aktif doku
invazyonu siiresince iiretildigi ve invaziv hastalik ile korele oldugu bildirilmistir (50). Bir
calismada Sap’in enzim immun assay (EIA) ile incelenmesinin sistemik kandidozu
kolonizasyondan ayirdigi saptanmistir (53).

Tan1 amaciyla sitoplazmik antijenler de aranabilmektedir. Bunlardan en fazla kullanilanm
48 kDa’luk sitoplazmik bir protein olan enolazdir. Bu antijenin kolonizasyon ve invaziv
infeksiyonu ayirabilecegi diisiiniilmektedir (51-52).

Tanimlayici diger bir antijen mannan olup, invaziv kandidoz tanisinda en fazla kulanilan
antijendir (11). Saglikli bireyde anti-mannan antikorlart mannani hizla uzaklastirmaktadir. Bu
nedenle immun sistemi saglam kisilerde tan1 degeri smirlidir. Ancak immun sistemi
zayiflamis kisilerde yeterli antikor yaniti olmadigindan mannan antijeninin aranmasi yararlidir
(51).

Dolasimdaki mannani saptamak i¢in radioimmunassay (RIA), EIA, lateks agliitinasyon
(LA) gibi testler kullanilmaktadir. Bu antijen 1siya dayanikli, kaynatmaya, proteinaz ile
islemlenmeye ve asit pH’a diren¢lidir Bu nedenle antijen-antikor kompleksleri enzimatik
islemleme veya EDTA varliginda kaynatma ile ayrilabilir. Mannanemi 6rnekleme sikligina,
altta yatan hastalia, immiin yetmezligin derecesine, ilgili Candida tiirlerine, sistemik
kandidozun tanimlanmasina, baglayici antikorlarin titresine, 6zgiilliigiine ve kullanilan test
yontemine gore sistemik kandidozlu hastalarin  yaklagik %31 ile %90’inda
belirlenebilmektedir (50).

Kandidoz tanisinda aranan bir diger antijen glukan’dir. Glukan, (1-3)-B-D- glukoz

polimerlerinden olusmus Zygomycetes disindaki mantarlarin polisakarit yapidaki hiicre duvar
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elemanidir. Ayrica aktif olarak da salgilanmaktadir. Denizde yasayan ve at nali yengecinden

elde edilen faktor G, beta glukan ile temas ettiginde kimyasal bir tepkime verir. Beta glukan
testi bu kimyasal etkilesim temeline dayanan bir testtir. Glukan, prokaryotlarda, viriislerde ve

insanlarda bulunmaz. Test bir mantar infeksiyonuna 6zgiin olmayip, hastada genel olarak

sistemik bir mantar infeksiyonu varligini gosterir (50-52).

4.6.2.2. Antikor saptayan testler

Sistemik kandidoz tanisi i¢in antikor saptanmasi yiizeyel kolonizasyonlu hastalarda
antikor titrelerinin yiiksekligi nedeni ile yalanci pozitif sonuglara yol agabilirken, immun
yetmezlikli hastalarda antikor seviyesinin diisilk veya saptanamayacak kadar az olmasi
nedeniyle yalanci negatif sonuglara neden olabildiginden tani1 degeri sinirlidir (50).

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

arastirilmaktadir (50).

4.6.2.3. Kombine Testler

Yapilan ¢aligmalarda invaziv kandidoz tanisi i¢in antijen veya antikor saptayan testleri
tek basina kullanmaktansa kombine uygulanan antijen-antikor testlerinin daha yararli oldugu
goriilmistir (50).

Antijen-antikor testlerinin birlikte kullanildig1 retrospektif bir ¢alismada 43 hastadan
aliman 162 serum Orneginde, tek basma kullanilan C. albicans mannan serum antijenini
saptayan test ile duyarlilik ve 6zgiilliik sirastyla %40 ile % 98, yalnizca antikor saptayan test
ile bu degerler sirasiyla %53 ve 94 bulunurken, antijen ile antikor testi kombine edildiginde

duyarhilik ve 6zgiilliik sirastyla %80 ve %93 olarak belirlenmistir (50).

4.6.2.4. Metabolit saptayan testler

C. krusei ve C. glabrata harig, bircok Candida tiirii tarafindan olusturulmakta olan
mantara 06zglil polialkol olan D-arabinitol’iin idrar ve serumda saptanmasi ile invaziv

kandidoz tanimlanabilir (54).
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Insan serumu veya idrarinda, D-arabinitol varliginin veya D-arabinitol / L-arabinitol
oraninin belirlenmesinde gaz-likit kromotografisi, gaz kromotografisi-kitle spektrometrisi ve

enzimatik yontemler gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir (54).

4.6.3. Deri testleri

Candida ekstrelerinin (6rnegin, kandidin) deri-i¢i injeksiyonu ile gerceklestirilir.
Normal saglikli kisilerin %94 iinde, 48 saat sonra 10 mm ¢apinda bir endiirasyon ortaya ¢ikar.
Bu tip reaksiyonlar gecirilmis ya da subklinik infeksiyonlar1 gosterir. Reaksiyon yoklugu
hiicresel bagisiklik sisteminde bozuklugu veya mantar ile karsilasmamis olmay1 diistindiiriir

(55).

4.6.4. Molekiiler Tam

Ozellikle bagisiklik sistemi bozulmus hastalarda kandidozun hizli tanis1 ve sagaltimin
erken donemde gergeklesmesi yiiksek mortalite hizin1 diisiirmek agisindan 6nemlidir (56).
Molekiiler yontemlerin kullanilmasinin esas amaci patojen mantarin klinik ornekte kiiltiirii
yapilmadan 6nce ve/veya gelencksel yontemlerle kiiltiirde iiretilmis olan mantarin hizl
tanimlanmasidir. Bunun yaninda epidemiyolojik amagclarla izolatlar arasindaki genotipik
farkliliklarin ortaya konmasi, antifungal diren¢ ve virulans faktorlerinin varliginin genotipik
olarak saptanmasi, genom baz dizisi ve mutasyon analizleri, filogenetik (taksonomik)

incelemeler i¢in kullanilmaktadir (56).

Kullanilan molekiiler yontemler, hibridizasyon “probe”larimin kullanildigi sinyal

amplifikasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olmak iizere iki gruptur.

4.6.4.1. Niikleik asit Amplifikasyon Teknolojileri

4.6.4.1.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Niikleik asit amplifikasyon teknolojilerinde patojen mantar1 saptamak veya tanimlamak
icin polimeraz zincir tepkimesi (PZT) veya benzeri yontemler kullanilir. PZT, 6zgiil bir DNA
pargasinin kopyalarinin Onciiller tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi

seklinde tanimlanan bir yontemdir (57-58).
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Candida tiirlerinin tanisinda kullanilan hedef bolgeler iki gruba ayrilabilir. Bunlar 6n
amplifikasyon ve tiir diizeyinde tamimlama igin kullanilan hedef bélgelerdir. On
amplifikasyon i¢in genellikle genom igerisinde kopya sayisinin ¢ok olmasit nedeniyle
ribozomal DNA (rDNA) (40-80 kopya) ve kopya sayist DNA genlerinden daha az olan
mitokondriyal DNA (yaklasik 30 kopya) genleri tercih edilir. Bu amagcla; tiim mantarlar i¢in
ortak, ¢ok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S, 5.8S ve 28S rDNA alt tiniteleri kullanilir.
Korunmus olan bu bolgeler tiirler arasinda yeterince farklilik gostermemeleri nedeniyle
identifikasyon icin uygun degildir. Bu sebeple Candida’larin tiir diizeyinde tanimlanmasinda;
ribozomal alt birimleri kodlayan gen bolgelerinin arasina giren ve protein kodlamayan
“internal transcribed spacer” (ITS1, ITS2) bolgeleri, sitokrom P-450 lanosterol- alfa-
demetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz ve 1s1 sok proteini kodlayan gen bolgeleri
hedef bolge olarak kullanilmaktadir. rRNA genleri bunun yaninda icerdikleri korunmus ve
degisken bolgeleri ile filogenetik analizler i¢in de uygun hedef bolgelerdir.

Cogunlukla bagvurulan molekiiler yontem, genomik olarak korunmus gen bolgelerinin
bir ¢ift 6zgiil oncil kullanilarak 6n ampifikasyonu ile baglar. Boylece ilk basamakta hastanin
bir fungus ile infekte olup olmadig1 saptanmis olur. Ikici basamakta ise, ikinci bir molekiiler
ve genetik yontem uygulanarak tiir diizeyinde tanimlamaya gidilir (56).

Amplifikasyon temeline dayali bir yontem ile 100 mikrolitre kan, idrar veya balgam gibi
orneklerde on civarinda maya hiicresinin saptanmasi miimkiin olmaktadir. Hedef bolgenin
genom igersinde c¢oklu kopyasmin taginmast durumunda bir-bes maya hiicresi bile
saptanabilmektedir (56).

Molekiiler yontemler, geleneksel tani yontemleriyle karsilastirildiginda, artmis
duyarlihiga ve kisalmis uygulama siiresine sahiptir. Invaziv fungal infeksiyonlara kisa siirede,
0zgil tan1 konabilmesi ve uygun sagaltima baslanabilmesi agisindan molekiiler yontemlerin

Onemi artmakta ve gelismesi gerekmektedir (57).

4.6.4.1.2. Sekanslama (Dizi Analizi)

Mantarlar1 tanimlamak icin bir alternatif de niikleik asit dizi analizi yapilmasidir. Genis
kapsamli PZT ve dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen niikleik asit dizisi, veri tabanindan
bilinen diziyle karsilastirilir ve tanimlama iki dizi arasindaki benzerlige dayanarak yapilir

(57).
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Gen dizi bilgileri, kiiltiirde liremis mantarlarin tanimlanmasi i¢in veya kan, doku gibi
orneklerde etken mantarin gosterilmesi ve tanimlanmasi amaciyla kullanilabilir.
Yine bu verilere gére mantarin, diger mantarlarla olan filogenetik iliskisi bulunabilir ve

sagaltiminda kullanilacak antifungal ilaglar akilc1 olarak secilebilir (59).

4.6.4.2. Sinyal Amplifikasyon Teknolojileri

Etkene ait genetik yapmin hedef olarak alindigi, niikleik asit hibridizasyon

“probe”’lariin kullanildig1 yontemlerdir.

4.7. Antifungal flaclar ve Direnc

Mantar infeksiyonlarinda son 20 yil icinde gozlenen artis ile birlikte hem sistemik hem
de bolgesel mantar infeksiyonlarinin sagaltimi i¢in antifungal ilaglarin kullaniminin artmasi
bu bilesiklere direng gelisimini hizlandirmistir (60).

Sistemik mantar infeksiyonlarmin sagaltiminda kullanilan farkli kimyasal yapida olan
antifungal ilaglar; polyenler, azol tilirevleri, antimetabolitler, allilaminler, hiicre duvar

inhibitorleri ve yeni antifungaller olarak siralanabilir (61).

4.7.1. Polyenler

4.7.1.1. Amfoterisin B

Streptomyces nodosus’dan elde edilmistir. Suda iyi ¢oziinmez. Ticari olarak mevcut olan
parenteral formiilasyon, amfoterisin B (AmB) deoksikolattir. AmB’nin nefrotoksik bir bilesik
olmas1 nedeniyle, lipid formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Klinik kullanimda olan bu
formiilasyonlar, lipozomal AmB, AmB lipid kompleks ve AmB kolloidal dispersiyondur.
Lipid AmB bilesiklerinin daha iyi tolere edilmeleri ve lipidli AmB’nin infeksiyon bolgesine
konvansiyonel formiilasyona gore daha yiiksek diizeylerde ulagmasi sebebiyle lipid AmB
bilesiklerinin invivo aktivitesi, konvansiyonel AmB’ye gore daha iyidir (61).

Fungisidal etkisini mantar hiicre membraninda bulunan baglica sterol olan ergosterole
baglanarak gosterir. Bu baglanma, hiicre duvarinda porlar olusturup hiicrenin gecirgenliginin

artmasina neden olur, membranin ozmotik biitlinliiglini bozar ve ardindan bu olay hiicre i¢i
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potasyum, magnezyum, seker ve metabolitlerin hiicre disina kagisi ve mantar hiicresinin
Oliimii ile sonuglanir (61-62).

AmB, patojen mantarlarin bircoguna etkili, genis spektrumlu bir ilagtir. Bu etki
spektrumu, Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans, Aspergillus tirleri, Mucor tiirleri,
Blastomyces dermatitis, Coccidioides imitis, Histoplasma capsulatum ve Paracoccidioides
brasiliensis’in bir¢ok kokenini kapsar. Buna karsin C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. krusei,
Aspergillus terreus AmB’ye intrensek direncglidir. Sekonder diren¢ ise C. albicans, C.
tropicalis ve C. parapsilosis tiirlerinde bildirilmis olmasina karsin nadirdir (61-63).

AmB’ye kars1 sekonder direng, hedef membran lipidlerinin 6zellikle steroliin degisimi
ile veya plasmalemmadaki ergosterol miktarinda azalma nedeniyle AmB’nin baglanmasinda
bir azalma sonucu meydana gelmektedir. Bu durum ergosterol biyosentez basamaginda yer
alan A5-6 desatiiraz enzim sisteminde olusan bir bozukluk nedeniyle, mantarin ergosterol
yerine ergosterol benzeri bilesikler yapmasindan kaynaklanir. Diger direng mekanizmalari ise
fosfolipidlerin yapisinin bozulmasi, degisimi ve katalaz aktivitesinin artmasidir (63).

AmB’nin baslica yan etkisi nefrotoksisitedir. Bunun disinda, AmB ile sagaltim sirasinda
akut yan etkiler (ates, titreme, myalji, hipotansiyon, bronkospazm) ve tromboflebit gelisebilir

(61).

4.7.1.2. Nistatin

Streptomyces albidus, Streptomyces noersei’den sentez edilmistir. Topikal kullanilan bir

polyendir. Sistemik kullanim i¢in lipozomal formu ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir (61).

4.7.2. Azol Tiirevleri

1970’11 yillarda yeni bir sinif antimikotik ila¢ olarak azoller gelistirilmistir (64). Azol
simift antifungal ilaglar azol halkasindaki nitrojen sayisma gore smiflandirilirlar. Azol
halkasinda iki yada {i¢ azot bulunmasina gore sirasiyla imidazoller (klotrimazol, mikonazol,
ketokonazol) veya triazoller (itrakonazol, flukonazol, vorikonazol) olarak siniflandirilir (65).
Triazoller stnifindan posakonazol, ravukonazol ve albakonazol gelistirilmekte olan yeni kusak

azollerdir (61-66).
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Azoller genel anlamda fungistatik etki gosteren ve kismen lireme inhibisyonu yapan
bilesiklerdir. Ancak bazi yeni triazollerin, bazi mantarlara fungisidal etki gosterdigi
gbzlenmektedir (61).

Tiim azol bilesikleri, lanosterolden ergosterol sentezinde rol alan bir enzim olan sitokrom
P-450 bagimli Cl14 a-demetilaz1 inhibe ederek antifungal etki gosterir (61). Azollerin
antifungal etkisi soncunda sitoplazmik membranin biitiinliigii ve fonksiyonlari, besin gegisi ve
kitin sentezi kaybolur ve mantarin biiyiimesi inhibe olur .

Ketokonazol, sistemik mikoz, dermatofitoz ve kutandz kandidoz tedavisinde kullanilan
lipofilik bir antifungaldir. Ketokonazoliin hem oral hem de topikal formlart mevcuttur.
Mantarlara etkinlik diizeyi, klinik kullanimda olan triazollere kiyaslandiginda sinirhidir.
Sagaltim sirasinda hepatotoksisite, testesteron ve kortizol diizeylerinde diisme, bulanti,
kusma, fotosensitivite, kasint1 ve dokiintli gozlenebilir (61).

Itrakonazol, flukonazole direncli C. krusei ve C. glabrata suglarimin pek ¢ogu da dahil
genis bir mantar topluluguna etkilidir. Itrakonazoliin ticari olarak oral kapsiil, siklodekstrin
icinde oral soliisyon ve hidroksipropil- beta-siklodekstrin i¢inde intravendz formlar1 vardir.
Lipofilik olmast nedeniyle piiriilan eksiidalarda, yag dokusunda ve bronsiyal sekresyonlarda
konsantrasyonu serumdan daha yiiksektir. BOS’a yeterli diizeyde gegmez. Okiiler diizeyi
diistiktiir. Yan etki olarak ozellikle yiiksek dozlarda, hipokalemi, 6dem ve hipertansiyon
gozlenebilir (61-62).

Flukonazol, kandidoz sagaltiminda yaygin olarak kullanilan bir antifungaldir. Hem oral
hem de parenteral formu mevcuttur ve suda ¢oziinen bir bilesiktir. Hepatik, gastrik ve
endokrinolojik yan etkilere diisiik oranda yol agmasi ve suda ¢oziiniir olmasi nedeniyle BOS’a
kolayca gecmesi baslica avantajlaridir.

Flukonazol, bir¢ok Candida tiiriine etkilidir. C. krusei, flukonazole dogal direnglidir. C.
glabrata izolatlarmin flukonazole duyarliligi farklilik gosterir. Bazi C. glabrata izolatlar
flukonazole doza bagimli duyarli iken, %15 kadar1 gercek direng gostermektedir. C.
tropicalis, C. norvegensis, C. dubliniensis ve C. inconspicua izolatlarinda genellikle yiiksek
flukonazol minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmaktadir. Flukonazole
kazanilmis direng basta C. albicans olmak tizere ¢esitli Candida tiirlerinde gozlenmistir (61).

Vorikonazol, yapisal olarak flukonazole benzeyen ve flukonazolden tiiretilmis olan
sentetik bir triazoldiir. Oral ve parenteral formlar1 mevcuttur. Flukonazole direncli baz1 C.
albicans suslar1 da dahil olmak iizere genis bir antifungal spektrumuna sahiptir. Vorikonazol,
C. krusei’ye fungisidal etki gosterirken, C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 bu etki ¢ok diisiik

seviyede veya hi¢ yoktur. En Onemli ve vorikonazole 0zgii yan etki gecici gorme
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bozuklugudur (61-62). Kimyasal yapisindaki degisiklikten dolay1 hedef enzim olan 14 o-
demetilaza daha fazla ilgiye sahip olup, diger antifungallere oranla daha etkili oldugu
goriilmiistiir (66).

Posakonazol, yapisal olarak itrakonazole benzer. Candida tiirleri basta olmak iizere pek
cok mantar tiirline etkilidir. Oral ve parenteral formlar1 mevcuttur (12).

Ravukonazol, gelistirilmekte olan yeni antifungal ilaglardan olup, sadece oral formu
vardir. Posakonazol ve vorikonazole benzer etkinlik yelpazesine sahip olup insanlarda 100
saat gibi uzun yarilanma 0mriine sahiptir (67).

Basta C. albicans olmak {iizere Candida tiirlerinde azol direncinden sorumlu birgok
mekanizma bildirilmis, flukonazol direncli suslarda tek bir mekanizmadan ¢ok, bir¢ok
mekanizmanin birlikte rol aldigi ileri siiriilmiistiir (9).

Bu mekanizmalar:

i) Ilacin hiicre icinde birikiminde azalma

ii) [lacin hedefi olan lanesterol demetilazda degisiklik

ii1) Ergosterol biyosentezinde degisiklik seklinde 6zetlenebilir (10-13).

i) Ilacin hiicre icinde birikiminde azalma: Azol direnci, bazen ilacin diisiik hiicre ici
konsantrasyonuna bagli olarak da gelisebilir. Bir mantar hiicresinde ilag¢ birikimi; ilacin alima,
ilacin atilim1 ve ilacin metabolizmasi arasinda olusan bir dengenin sonucunda meydana gelir.
(76). ilacin alimmda bozukluk ya da ilacin pompa sistemleriyle atilimimin artmasi sonucu
ilacin hiicre i¢cinde birikiminde azalma ortaya ¢ikmaktadir. Membran sterollerindeki ve/veya
fosfolipidlerindeki degisim nedeniyle membran gegirgenliginde ve buna bagli olarak hiicre
icine ilag aliminda azalma olabilmektedir (63).

Candida tirlerinde, kiigiik molekiillerin, hiicrenin plazma membraninin her iki yoniine
dogru hareketinde, iki smifa ayrilan atim pompalari islev goriir. Bunlar ATP baglayan kaset,
(“ATP binding casette” (ABC)) siiper ailesi ve “major facilatator” siiper ailesi (MFs) olmak
iizere iki tiptir. ABC siiper ailesi ATP’ye baglanir ve enerji kaynagi olarak kullanir. C.
albicans suslarindaki azol direnci ile ABC tasiyicilarini kodlayan CDR (Candida ‘“‘drug
resistance”) genlerinin iliskili oldugu belirtilmis, direnc¢li suslarda CDRI ve CDR2’nin fazla
eksprese edildigi gosterilmistir (60-63). Bu pompalarin fazla ekspresyonu durumunun sadece
flukonazol direncine yol agmadig1 flukonazol ile birlikte itrakonazol, ketokonazol, terbinafin
amorolfin ve bir¢ok metabolite de dirence neden oldugu saptanmistir (68).

MFs proteinleri ise ¢esitli yapisal bilesiklerin transportu ile iligkili olup, membrandaki
proton farki ile tasimayi saglar. C. albicans’da iki MFs pompa geni tanimlanmistir. Bunlar

MDRI veya BEN-R geni ve FLU-1 genidir. MDR geninin mRNA diizeylerindeki artiginin,
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azol direnci ile paralellik gosterdigi ve bunun flukonazol i¢in 6zgiil oldugu saptanmistir.
Ikinci MFs geni olan FLU-I geninin asir1 ekspresyonu higbir direngli klinik izolatta ortaya
konamamuistir (60-63).

Sonu¢ olarak, Candida tiirlerinde hem CDR hem de MDR pompalarinin fazla
ekspresyonu ile hiicre i¢indeki ilag miktarinda azalmaya bagl direng izlenebilmektedir (60).

ii) Ilacin hedefi olan lanosterol demetilazda degisiklik: Hedef lanosterol demetilaz
enziminin azollere afinitesinde azalma ve lanosterol demetilaz enzimini kodlayan ERGI!
geninin asir1 ekspresyonu seklinde gelisir. Lanosterol demetilaz enziminin kalitatif ve
kantitatif degisiklikleri ve dolayisiyla ilacin hiicre i¢i konsantrasyonunda azalma azol
direncinde rol oynayabilir. Enzimdeki kantitatif degisiklik siklikla kodlanan gendeki spontan
mutasyondan koken almaktadir ve azoller i¢in enzimin baglanma afinitesinde azalma ile
sonuclanir (69-70). ERGI1 geninin asirt ekspresyonu da, artan protein miktarinin yiiksek
miktarda ilag gerektirmesi nedeniyle, dirence katkida bulunur (60).

iii) Ergosterol biyosentezinde degisiklik: Ergosterol biyosentez yolunda bulunan
ERG3 geni ile kodlanan A5-6 desatiiraz enziminin inaktivasyonu ile biyosentez yolunun
degismesi veya sterol A5-6 desatiiraz enzimindeki mutasyonlara bagli olarak membran
steroliiniin yapisinda degisiklige yani ergosterol yerine, 14a metil fekosteroliin birikimine yol
acarak azol direncine neden olmaktadir (63).

Sonu¢ olarak C. albicans suslarinda azol tiirevlerine karsi birden fazla direng
mekanizmasinin oldugu ve bunlarin basamak tarzi bir diren¢ gelisimine neden oldugu

saptanmustir (9).

4.7.3. 5 Flusitozin (Florositozin)

Florlanmis bir primidin olup antimetabolit olarak etki gosteren tek antifungal ilagtir.
Flusitozin, serum ve viicut sivilarinda yliksek konsantrasyonlara ulasir. BOS ve diger viicut
stvilarina kolayca geger. Oral formu mevcuttur (61). Flusitozin, pirimidin metabolizmasini
bozarak ve boylece de mantar hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek
antifungal etki gosterir (61). C. krusei disindaki Candida tiirlerine etkilidir (62).

Flusitozine primer direng ya da azalmis duyarlilik Candida kokenleri dahil olmak tizere
bircok mantar tiirlinde gozlenmektedir (61). Hem primer direng olasiligi, hem de monoterapi
sirasinda siklikla direng ortaya c¢iktigr igin tek basina kullanilmamali, mutlaka kombine

sagaltim uygulanmalidir (61-62).
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4.7.4. Hiicre Duvarina Etkili Antifungaller

Hiicre duvarinda bulunan glukan, kitin ve mannani hedef alirlar. Bu yapilar insan

hiicresinde bulunmadig1 i¢in bu grup ilaglarin selektif toksisite avantajlar1 bulunmaktadir.

Ekinokandinler genis bir etki spektrumuna sahip lipopeptit yapisindaki bilesiklerdir.
Ekinokandin ve pndmokandin, B-(1,3)-glukan sentazin inhibitorii olup, glukan sentezini

inhibe ederek mantarin hiicre duvari sentezini durdururlar.

Fungisidal olan bu grup, esas olarak diger antifungallere direncli olan suslar dahil olmak
lizere Candidalara etkilidir. Ekinokandinlerin, C. parapsilosis, C. guillermondii’ye kars1
etkisinin, diger mayalara etkisine oranla daha sinirl oldugu goriilmektedir (61-62).

In vitro olarak, diren¢ genellikle hedef enzim olan glukan sentazi kodlayan FSKI
genindeki ve hedef ile etkilesimde bulunan proteinlerdeki bozukluklar veya mutasyonlar

sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (60-63).

4.7.5. Allilaminler

Bu grupta, klinik kullanimda olan tek sistemik alilamin terbinafin olup, sadece oral ve
topikal formlar1 mevcuttur. Terbinafin, deri, tinak ve yag dokusunda yiiksek

konsantrasyonlara ulagir (61).

Alilaminler, skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini engellerler.
Ergosterol eksikligi ve skualenin yiiksek konsantrasyonlarda birikmesine bagli olarak
membran yap1 ve fonksiyonunun degisimi sonucu mantar hiicresinin Sliimii gergeklesir.
Terbinafin, azolerle kombine edildiginde bazi Candida kokenlerine karsi sinerjistik etki

gosterebilecegi gdzlemlenmistir (61).

4.8. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son yillarda fungal infeksiyonlarin artmasi ve buna paralel olarak antifungal ilag
kullaniminin yayginlagmasi, antifungal direncin izlenmesi antifungal duyarhilik testlerinin

kullanimi1 ve 6nemi artmistir.
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In vitro antifungal duyarlilik testleri ; i) Iki ya da daha fazla antifungal ilacin goreceli
etkinliklerinin giivenilir bir dl¢iimiinii saglar. ii) In vivo etkinlik ile paralellik gdsterir ve
sagaltimin muhtemel sonucunu Ongoriir. iii) Normalde duyarli olan bir organizma
populasyonu i¢indeki direng gelisimini izlemede kullanilan bir aragtir iv) Yeni bulunmus
deneysel ilaclarin sagaltici potansiyelini dngortir.

““Clinical and Laboratory Standards Institute’> (CLSI) tarafindan M27-A3 referans
yonteminin  gelistirilmesi, elde edilen in vitro antifungal duyarhilik verilerinin
tekrarlanabilirliginde ilerleme saglamis; kullanilmakta olan antifungaller i¢in duyarlilik ve
direng sinirlar1 belirtilerek mayalar i¢in standardize edilmistir (71).

En sik kullanilan antifungal duyarlilik testlerinin; makrodiliisyon, mikrodiliisyon,

kolorimetrik mikrodiliisyon, disk difiizyon ve E test yontemleri oldugu bildirilmistir (72).

4.8.1. Diliisyon Temeline Dayah Testler

4.8.1.1. Makrodiliisyon yontemi

Antifungal sivi makrodiliisyon yontemi, CLSI alt komitesi tarafindan Onerilen ilk
yontem olmasina ragmen, bu testin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi yiliksek maliyetli
olmaktadir.

CLSI tarafindan testte kullanilmas1 Onerilen besiyeri, L-glutamin ile bir pH indikatorii
iceren ve sodyum bikarbonatsiz olan RPMI 1640 siv1 besiyeridir. Besiyeri, final molaritesi
0,165 olan morfolinepropanesulfonikasit (MOPS) ile 25°C’de pH’s1 7,0 olacak sekilde
tamponlanmalidir. RPMI besiyeri, ¢ogu mantar i¢in uygun olmasina karsin AmB i¢in MiK
degerlerinin saptanmasinda yetersiz kalabilir.

Degerlendirme 48 saatlik 35°C de calkalamadan inkiibe ettikten sonra yapilir. Her bir
tiipte olusan bulaniklik ya da tlireme, gorsel olarak derecelendirilir. AmB i¢in, goriilebilir
herhangi bir iireme olusumunu engelleyen en diisiik konsantrasyon, MiK degeri olarak kabul
edilir. Azoller ve 5-FC i¢in, iireme kontroliine gore, liremeyi %80 oraninda azaltan en diisiik

ilag konsantrasyonu MIK degeri olarak tanimlanir (71-72).
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4.8.1.2. Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon yOntemi, makrodiliisyon yOntemine benzer ve antifungal duyarlilik
testleri iginde en yaygin kullanilan yontemdir.

Mikrodiliisyon ydntemiyle tutarli MIK sonuglari elde edilebilmektedir ve bazi ilaglar
icin elde edilen MIK degerlerinin laboratuvarlar aras1 uyumu, makrodiliisyon ile elde edilen
degerlerininkine gore daha yiiksek olabilmektedir.

Mikrodiliisyon testi, steril, tek kullanimlik ve 96 kuyucuklu U tabanli mikrodiliisyon
plaklarinda uygulanir. RPMI 1640 besiyeri, iki kat yogunlukta hazirlanmis ilag ¢ozeltisi ve
maya siispansiyonlar1 kullanilir. CLSI, 24. ve 48. saatlerde goézle ve azoller igin
spektrofotometrik olarak degerlendirme onermektedir. Buna gore AmB igin; liremenin tam
inhibe oldugu yani bulanikligin izlenmedigi kuyucuktaki konsantrasyon, 5 flusitozin ve
azoller i¢in ise gozle okumada iireme kontrole gore bulanikligin belirgin olarak azaldigi
kuyucuktaki konsantrasyon ve de spektrofotometrik olarak iiremeye gore bulanikligin %50

oraninda azaldig1 kuyucuktaki deger MIK degeri olarak kabul edilmektedir (71-72).

Tablo-1. Flukonazol, AmB, flusitozin, itrakonazol ve vorikonazol i¢in duyarlilik
kategorilerine gore belirlenen MIK degerleri

Minimal  InhibitsSr =~ Konsantrasyon (ug/ml)

Duyarli (Du) Doza Bagimli Direngli (D1)
Duyarli (DBD)
Flukonazol <8 16-32 >64
Amfoterisin B >2
Flusitozin <4 8-16 32
Itrakonazol <0,125 0,25-0,5 >1
Vorikonazol <1 2 >4

4.8.1.3. Kolorimetrik mikrodiliisyon yontemi

Kolorimetrik indikatdrlerin veya floresan boyalarm kullamlmas: ile MIK
degerlerinin daha kolay okunmasini ve daha objektif son nokta elde edilmesini saglayan bir

yontemdir.
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Yapilan c¢alismalarda kolorimetrik yéntemlerle elde edilen MIK degerlerinin,
referans mikrodiliisyon ve makrodiliisyon yontemleriyle elde edilen degerlerle oldukca
uyumlu oldugu goriilmiistiir (72).

4.8.2. Difiizyon Temeline Dayah Testler

4.8.2.1. Disk difiizvon yontemi

CLSI’'nin Antifungal Duyarlilik Testi Alt Komitesi, Candida tiirlerinin flukonazol ve
vorikonazol duyarliliginin arastirilabilmesi i¢in bir disk difiizyon testi M44-A dokiimanini
gelistirmistir. Bu yontem %2 dekstroz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton
agar ve 25 pg’lik flukonazol diskleri kullanilarak uygulanir.

Diliisyon testlerine gore uygulamasi kolay, maliyeti diisiik olup, bu test ile kalitatif bir
sonu¢ ve kantitatif bir degerlendirme yapmak miimkiindiir ve sonuglar inkiibasyondan 20-24
saat sonra elde edilebilir.

CLSI tarafindan siir zon ¢ap1 degerleri flukonazol i¢in >19mm duyarli, 15-18mm DBD,
<l4mm direngli, vorikonazol i¢in >17mm duyarli, 14-16mm DBD, <13mm direngli olarak

belirlenmistir (71).

4.8.2.2. E test yontemi

Antifungal bir ilacin, dengeli bir sekilde giderek artan konsantrasyonda yerlestirildigi
plastik bir seritten, agar bazli besiyerine diflizyonu temeline dayanan bir yontemdir. Besiyeri
olarak %2 glikoz eklenmis RPMI 1640 agar ve Casitone agar ile azoller i¢in MiK degerlerinin
saptanmas1 optimize edilmis ve kismi inhibisyonu azalttig1 gézlenmistir (73).

Vorikonazol ve flukonazol i¢in %2 glikoz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi eklenmis

Mueller-Hinton agar (MHA) kullanilarak CLSI ile uyumlu sonuglar elde edilmistir (74).
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4.8.3. Diger Yontemler

4.8.3.1. Flovsitometrik yontem

Akim sitometri yontemlerinin antifungal duyarlilik testlerine uyarlanmasiyla elde edilir.
Bu yontemde, antifungal bir ilaca maruz birakildiktan sonra, mantar hiicresinde olusan hasar1
saptamak icin, kiiltiire DNA’ya baglanan canli boyalar konulur. Bu yontemle dort-alt1 saat
gibi kisa siirede sonu¢ vermek miimkiindiir. Akim sitometri cihazina ihtiya¢ duyulmasi, kiiciik
laboratuvarlarda kullanilmasini engeller. Bu yontemle saptanan MIK degerlerinin, M27-A2

yontemiyle elde edilen degerlere yakin oldugu goriilmiistiir (71).

4.8.3.2. Ergosterol kantitasyonu

Azol grubu ilaglarin etkinligini 6l¢gmek icin ergosterol sentezinin kantitatif olarak
Olciilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Candida tiirleri i¢in elde edilen sonuglarin M27-A2

ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (75).
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Suslar

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarina génderilen klinik
orneklerden soyutlanan ve flukonazole Di/ DBD, kismi inhibisyon gosterdigi belirlenen ii¢
adet, flukonazole Du bulunan yedi adet, Hacettepe Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan gonderilen flukonazole Di/ DBD ii¢ adet, Uludag
Universitesi Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali’ndan génderilen
bir adet flukonazole DBD C. albicans susu ¢alismamiza alindi. Ayrica Prof. Dr. Dominique
Sanglard tarafindan gonderilen DSY 289 ve DSY 292 no’lu iki adet flukonazole Di ve DSY
347 no’lu bir adet flukonazole Du C. albicans susu ile Dr. Ann Holmes tarafindan gonderilen
Prof. Dr. Theodore C. White’a ait olan FH8 (MML609) nolu C. albicans susu ve de
flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 arastirmamizda kontrol olarak kullanildi. Tiim
suslar %50 gliserol igeren beyin kalp inflizyon buyyonunda (BHI) -80°C’de stoklandi.

Calismamiza alinan tiim C. albicans suslarinin CLSI M27-A2 standartlarina uygun
olarak yapilan mikrodiliisyon ve E test ile belirlenen flukonazol MiK degerleri tablo 2 ve 3’te

Ozetlenmistir.

Tablo-2: Flukonazole Di/DBD/kismi inhibisyon gdsteren C. albicans suslarinin
MIK Degerleri (ug/ml)

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/ml)
0,5pg/ml
. - siklosporin A
Sus No Mikrodiliisyon YEPD agar / E test iceren YEPD agar Duyarlll'lk.
. . . . " . Kategorisi
yontemi yontemi / E test yontemi
48 saat 24 saat 24 saat
H1 64 >256 >256 Di
H2 16 48 64 DBD
H3 32 96 128 DBD/ Di
Bursa 32 64 64 DBD/ Di
1978 1024 0,5 0,5 Kismi inhibisyon
348 1024 0,5 0,5 Kismi inhibisyon
93-05 1024 1,5 0,5 Kismi inhibisyon
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Tablo-3: Flukonazole Du C. albicans suglarmin MiK Degerleri (ug/ml)

Sus No MiK Degerleri (ng/ml) Duyarhhk Kategorisi
533 0.500 Du
565 0.500 Du
644 0.250 Du
960 8 Du
1221 0.125 Du
1453 0.250 Du
2157 0.250 Du

Calismamiza alinan tiim C. albicans suslarinin CLSI M27-A2 standartlarina uygun

olarak yapilan mikrodiliisyon ile belirlenen MIK degerleri tablo 4 ve 5’de 6zetlenmistir (76).

Tablo-4: Flukonazole Di /DBD/ Kismi inhibisyon gdsteren C. albicans suslarinin antifungal
duyarlilik sonuglar

Antifungal Ilaglarin MIK Degerleri (ng/ml)
e Flukonazol | 5Flusitozin | AmB | itrakonazol | Ketokonazol Mikonazol | Klotrimazol
HI >64 32 1 4 4 >64 1
H2 16 32 1 2 2 64 0.125
H3 32 16 0.500 2 2 64 0.125
B 32 32 1 1 2 >64 0.250
1978 >64 32 1 >8 >16 >64 0.500
348 >64 32 0.500 2 2 >64 0.250
93-05 >64 64 1 0.500 0.500 0.125 0.250
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Tablo-5: Flukonazole Du C. albicans suslarinin antifungal duyarhilik sonuglari

Antifungal Ilaclarin MIK Degerleri (ng/ml)
Sus No
Flukonazol | 5Flusitozin | AmB | itrakonazol | Ketokonazol | Mikonazol | Klotrimazol
533 0.500 16 0.500 | 0.250 0.030 2 0.125
565 0.500 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.125
644 0.250 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.125
960 8 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.250
1221 | 0.125 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.125
1453 | 0.250 16 0.500 | 0.500 0.030 8 0.125
2157 | 0.250 32 1 0.500 0.060 16 0.250

5.2 Semi Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PZT)

Calismaya alinan C. albicans suslarinin ergosterol demetilazi kodlayan ERG/I, atim
pompalarint kodlayan CDRI, CDR2 ve MDR1 genlerinin ekspresyon diizeyleri Semi kantitatif
RT-PZT yontemi ile aragtirildi. Bu amagla 6nce suslardan RNA elde edildi daha sonra cDNA
eldesi ve PZT uygulandi.

5.2.1 RNA Eldesi

Stok besiyerlerinden SDA’ya pasajlanan suglar 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek iiretildi.
Uretilen suslardan bir 6ze dolusu almip, 10 ml Sabouraud dekstroz buyyon bulunan cam

tiiplerin i¢ine karigtirildi.

5.2.1.1 Sabouraud Dekstroz Buyyon Hazirlanmast:

20 gr/lt pepton (AppliChem,A2208,0500)

80 gr/lt dekstroz (AppliChem, A3666,0500)
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Bu bilesime gore Sabouraud dekstroz buyyon distile su igerisinde hazirlandi ve

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

Sabouraud dekstroz buyyonda 37°C’de 15-16 saat inkiibe edilen sivi kiiltiirler
karigtirildiktan sonra kiiltiirlerden 100 pl alinip 9900 pl taze Sabouraud dekstroz buyyon
iceren baska cam tiiplere aktarilarak karigtilirildi. Seyreltilmis bu kiiltiirler calkalayici
yerlestirilen bir etiivde 37°C’de ¢alkalanarak orta-logaritmik faza erisinceye dek (optik
yogunluklar1 600nm’de 0,8-1 arasinda oluncaya kadar) inkiibe edildi. Spektrofotometrik
ol¢tim ile optik dansiteleri 0,8-1 oldugu belirlenen kiiltiirler RNA izolasyon basamagina alindi

(77).

Kiiltiirler YeaStar RNA Kit (ZYMO RESEARCH R1001&R1002) kullanilarak, iiretici
firma 6nerileri dogrultusunda ekstraksiyona alindi. 1,5 ml kiiltiir (1,5 X 107 hiicre) 500 x g’de
2 dakika santrifiijlenerek ¢okelti olusturuldu. Siipernatan dikkatlice atildi. Bu hiicre
cokeltisine 80ul YR “digestion” tampon ve 5ul zimolaz solusyonu eklendi. Cokelti
tekrarlayan pipetlemelerle tamamen karistirildi. Siispansiyon 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra 160ul YR lizis tamponu eklendi, vortekslenerek iyice karistirildi. Daha
sonra mikrosantrifiijjde 7000rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatan bir toplama tiipii
icindeki spin kolona aktarildi, 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Sonrasinda 200ul RNA
yikama tamponu kolona eklendi ve yikamak i¢in 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Bu
yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi. Spin kolon 1,5 ml’lik yeni RNaz olmayan

ependorfa aktarildi. Kolon membranina dogrudan 60u DNaz-RNaz icermeyen su

eklendi. 14000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek RNA elde edildi.

5.2.1.2 DNaz Ile Islem:

Elde edilen RNA’lar cDNA sentezine alinmadan 6nce DNaz (DNase I, 3000u/mg)
AppliChem, A3864,0005) ile muamele edildi. 60ul RNA 0,8ul DNaz ile 37°C’de 1 saat
tutuldu. Daha sonra RNA’lar -80°C’de saklandi (77).
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5.2.1.3 RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

DNaz ile islemlenen RNA’larin konsantrasyonunun hesaplanmasi icin RNA’dan 10pul

alinip 90ul steril distile su ile 100ul’lik kiivet hacmine spektrofotometrede 260 nm’de 6l¢iim
yapild1 (77).

‘OD 260 degeri X 40 X Diltisyon Faktori’ formiilii ile mI’deki RNA miktar1 pg

cinsinden belirlendi.

5.2.2 cDNA Eldesi

Elde edilen RNA, “revertaid first strand cDNA synthesis kit” (Fermentas K1622)
kullanilarak, iiretici firma Onerileri dogrultusunda ¢cDNA sentezine alindi. 1pg RNA, 1ul
“random hexamer primer” (0,2ug/pl) ve dietil pirokarbonat (DEPC) ile islemlenmis su toplam
hacim 12ul olacak sekilde karistirilip, 70°C’de 5 dakika tutuldu. Ardindan 4ul 5x reaksiyon
tamponu, lul riboniikleaz inhibitorii, 2ul 10mM dNTP karisimi kanistirilarak eklendi.
25°C’de 5 dakika tutuldu; daha sonra 1ul M-MuLV revers transkriptaz (200u/ul) eklendi.

25°C’de 10 dakika, 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 10 dakika tutularak cDNA sentezi
gergeklestirildi. Elde edilen cDNA -20 °C’de saklandi.

5.2.2.1 ¢cDNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

cDNA’dan 5ul alinip 95ul steril distile su ile 100ul’lik kiivet hacmine tamamlandi ve
spektrofotometrede 260 nm’de 6l¢iim yapildi.

‘OD 260 degeri X 50 X Diliisyon Faktori” formiilii ile mlI’deki cDNA miktart pg
cinsinden hesaplandi. Ardindan 5pg cDNA’nin pl olarak degeri ve PZT’e alinacak cDNA

miktar1 belirlendi.

35



5.2.3 PZT Uygulanmasi

5.2.3.1 PZT icin Gerekli Malzemelerin Hazirlanmasi

Tamponlar

e ““Taqg’ DNA polimeraz enzimi (MBI Fermentas EPO 402) (5U/ul)
e 10x ““Tagq’’ tampon (MBI Fermentas EPO 402)

e 25 mM MgCl, (MBI Fermentas EPO 402)

e dNTP karisimi (Fermentas R0192): Her biri 10 mM olan dATP, dGTP, dCTP ve
dTTP’den esit hacimde bulunan karisimdan 50 pl’lik PZT i¢in son konsantrasyonu 200uM

olacak miktarda kullanilda.

e TE tamponu (pH: 8.0): 2.5 ml 1 M Trizma “base” (Sigma T 6066) (pH: 8.0), 0.5 ml
0.5 M Na;EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) karistirilip, hacim 250 ml’ye tamamlandi. Karigim

otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.
TE tamponu i¢in Tris ve Na,EDTA ¢06zeltisi hazirlanmas:

IM Tris ¢ozeltisi: 121.14 gr. tris (hidroksimetil) aminometan, 800 ml suda eritildi. 42
ml HCI ilave edilerek pH’s1 8.0’e ayarlandi ve hacim, su ile 1 litreye tamamlanarak oda

1s1sinda saklandi.

0.5 M Na,EDTA ¢ozeltisi: 186.1 gr disodyum etilen diamin tetra asetat-2 H,O, 800 ml
suda eritildi. NaOH pelletleri kullanilarak pH’s1 8.0’e¢ ayarlandi ve hacim, su ile 1 litreye

tamamland1 ve oda 1sisinda saklandi.

Onciiller, 100 pl TE ¢bzeltisi ile sulandirildi ve bu ana diliisyondan distile su ile

25pmol/ul’lik alikotlar hazirlanip -20°C’de saklandi.

36



5.2.3.2 PZT Calismasinda Kullanilan Onciiller

CDRI i¢in :
“forward” : 5° TCGTTATCCCAACTCCAAGTATG 3’

“reverse” : 5° GACCAGCTTCAATATCACCTTTG 3’

CDR2 i¢in :

“forward” :5° ATGCTGATGCCCTAGT 3’

“reverse” : 5 GCTTCCTTAGGGACATGG 3’
ACT]I igin:
“forward” : 5’ ACCGAAGCTCCAATGAATCCAAAATCC 3’
“reverse” : 5’GTTTGGTCAATACCGCAGCTTCCAAA 3°
MDRI igin:
“forward” : 5’GAGTCGTAGCTACATTGCCATTAACA 3’
“reverse” : 5 GGTGATTTCTAATGGTCTCCATAATGT 3’
ERGI1 icin
“forward” : 5> ATTGGTATTCTTATGGGTGGTCAACATAC 3’

“reverse” : 5° CCCAATACATCTATGTCTACCACCACCS’

5.2.3.3 PZT Karisimi ve Is1 Dongtisti

PZT dongiisti, ACTI, CDRI ve MDR [ i¢in Looi ve arkadaglarinin (78), ERG 11 igin
Henry ve arkadaslarinin (79) onerdigi sekilde 50 pl’lik total hacimde optimize edildi. PZT
karigimi asagidaki sekilde uygulandi.
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Reaksiyon Hacmi Son konsantrasyon

Niikleaz igermeyen steril distile su -

10x*“Tag’’ DNA tampon 5ul 1x

25 mM MgCl, 3ul 1.5 mM
dNTP karigimi 1 ul 0.2 mM

F onciilii 1 ul 25 pmol

R onciili 1 pl 25 pmol
““Taq’’DNA polimeraz 0.5ul 2.5 U/50ul
cDNA Sug -

Toplam hacim 50 pul -

Tepkime 1s1 dongiisi:

CDRI ve ACTI igin;

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon

94°C’de 1 dakika denatiirasyon

57°C’de 1 dakika birlesme 25 dongi
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

CDR?2 igin;

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon

94°C’de 1 dakika denatiirasyon

58°C’de 1 dakika birlesme 5 dongii

72°C’de 1 dakika uzama
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94°C’de 1 dakika denatiirasyon
56°C’de 1 dakika birlesme 10 dongii

72°C’de 1 dakika uzama

94°C’de 1 dakika denatiirasyon
54°C’de 1 dakika birlesme 10 dongii
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

MDRI i¢in;

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon

94°C’de 1 dakika denatiirasyon

52°C’de 1 dakika birlesme 25 dongi
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

ERGI1 i¢in;

95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 1 dakika denatiirasyon
65°C’de 1 dakika birlesme 5 dongi

72°C’de 1 dakika uzama
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94°C’de 1 dakika denatiirasyon
60°C’de 1 dakika birlesme 10 dongii

72°C’de 1 dakika uzama

94°C’de 1 dakika denatiirasyon

50°C’de 1 dakika birlesme 10 dongii
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 5 dakika son uzama

Uriinler +4°C’de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.2.4 PZT Uriiniiniin Goriintillenmesi

5.2.4.1 Goriintiileme Icin Gereken Malzemelerin Hazirlanmast

10X TBE: 108 gr Trizma “base” (Sigma T 6066), 55 gr borik asit (Sigma B 6768) 900
ml suda ¢oziildi. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) eklendi ve hacim, su ile 1

litreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

Jel yiikleme tamponu (6X): 0.25 gr bromfenol mavisi (Sigma B 5525), 0.25 gr ksilen
siyanol FF (Sigma X 4126) ve 29.5 ml gliserol (Riedel-de Haén 15524) (~%86-88’lik)

karistirilip, karigim steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Agaroz: (Sigma A 5093)
Etidyum bromiir: (Applichem A 1152,0100) (%1 °lik solusyon)

DNA “‘ladder’’: PZT ile elde edilen DNA iiriliniiniin tanimlanmasi i¢in (MBI Fermentas

SM 0371), iiretici firma tarafindan 6nerilen sekilde hazirlanarak kullanildi.
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5.2.4.2 PZT Uriiniiniin Gortintiilenmesi

TBE tamponu ile %1,5’lik agaroz jel hazirlandi, igine %5 oraninda etidyum bromiir
soliisyonu eklendi ve karisim jel kalibina dokiildi. 10 pl PZT {iriinii, 2 pl yiikleme tamponu
ile kanstirildi. 3ul DNA “ladder” ve friinlerin 10 pl’si jel kuyucuklarma yiiklendi.
Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile doldurularak, jele bu tank i¢inde 120 V’da 40 dakika

elektroforez uygulandi.

5.2.5 PZT Uriinlerinin Kantitasyonu

Sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelendi ve bilgisayarli goriintiileme cihazinda
goriintiilendi. ACT1 igin 515 bazgiftlik, CDRI icin 447 bazgiftlik, CDR?2 i¢in 364 bazgciftlik,
MDRI i¢in 590 bazgiftlik, ERG11 i¢in 513 bazgiftlik goriintiiler izlendi. Her sus i¢cin mevcut
goriintlilerin kantitasyonu yapildi (Quatity One Software BioRad), internal kontrol olarak
kullanilan ACT1 geni ile karsilagtirilip oranlandi ve grafikleri ¢izildi. Ayrica her sus C.
albicans ATCC 14053 ile karsilastirildi, bu sus bir kabul edilerek oranlama yapildi ve
grafiklendirildi.

Bu caligmalar birbirlerinden bagimsiz ii¢ ¢alisma olarak tekrarlandi ve birbiriyle uyumlu

olan iki ¢aligma bir arada degerlendirildi.
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6.BULGULAR

Calismamizda flukonazole Di/DBD H1, H2, H3, B suslarn ile flukonazole Di/ kismi
inhibisyon gosteren 1978, 348, 93-05 no’lu C.albicans suslart yaninda yedi adet flukonazole
Du ve de flukonazole Di ERG11 ve MDR salinimi artmig DSY 292, ERG11 ve CDR salinimi
artmis DSY 289, flukonazole Du DSY 347, CDR?2 salinimi artmis MML609, flukonazole Du
C. albicans ATCC 14053 suslar kullanilmistir.

Suglarin ERG11, CDRI, CDR2 ve MDRI gen ekspresyon diizeyleri birbirlerinden
bagimsiz ii¢ ¢aligma olarak semikantitatif RT-PZT yontemi ile incelenmis olup, elde edilen
irtinler %1,5’luk agaroz jelde goriintiilenmistir. Her susun jel goriintiilerinin kantitasyonu,

ACT1I ile normalizasyonu ve de C. albicans ATCC 14053 ile karsilastirmas1 yapilmigtir.

6.1 CDR1 Ekspresyon Diizeyleri

Flukonazole Di/ DBD/ Du C. albicans suslarinin ACT1 ve CDRI genleri i¢in belirlenen

jel goriintiileri sekil 1 ve sekil 2 de izlenmektedir.
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Sekil- 3. Flukonazole Di/ DBD/ Kismi inhbisyon gosteren C. albicans suglarinin ACTI ve
CDR]1 genleri igin elde edilen jel goriintiisii
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ATCC 14053 ACT1
ATCC14053 CDR1

533 ACT1

565 ACT1

644 ACT1

960 ACT1
1221 ACT1
1453 ACT1
2157 ACT1
DSY347 ACT1
DSY289 ACT1
533 CDR1

565 CDR1

644 CDR1

960 CDR1
1221 CDR1
1453 CDR1
2157 CDR1
DSY347 CDR1
DSY289 CDR1

Sekil- 4. Flukonazole Du C.albicans suslarinin ACT1 ve CDRI genleri i¢in belirlenen

jel goriintiileri

Sekillerde izlendigi tizere CDRI, flukonazole Du C. albicans ATCC 14053
susunda ve flukonazole Du C. albicans suslarinda diisiik diizeyde eksprese edilirken
veya hi¢ eksprese edilmezken flukonazole Di/ DBD C. albicans suslarinda belirgin
oranda daha fazla eksprese edilmistir (sekil 1,2).

Jel gortintiilerinden yapilan kantitasyon sonucunda ¢aligmaya alinan suslarin ACT1
ve CDRI genleri i¢in saptanan sayisal degerleri ile CDRI / ACTI normalizasyon

oranlar1 Tablo 6’da, grafigi ise sekil 3’de gosterilmistir.
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Tablo-6. Calismaya alinan tim suslarin ACT1, CDR1 genleri i¢in belirlenen sayisal degerleri

ve ACT1I ile normalizasyon oranlari

Sus No ACT 1 CDR1 CDR1/ACT1
H1 131 215 1,64
H2 1755 273,5 1,56
H3 115 412,5 3,58
DSY292 436,5 128 0,29
B 236 528 2,24
348 139 445 0,32
1978 14,5 15 1,03
DSY289 25,5 53 2,07
93-05 38 25 0,66
533 0 0 0
565 0 0 0
644 0 0 0
960 0 0 0
1221 0 0 0
1453 0 0 0
2157 0 0 0
DSY 347 0 0 0
ATCC 14053 29,5 15 0,5
CDR1/ACT1
4
3,5
3
2,5
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15 -
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Sekil- 3. Calisilan suslarin ACT1 ile normalizasyon sonrasinda olusturulan grafigi
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Her susun normalize edilmis CDRI ekspresyon diizeylerinin C. albicans ATCC 14053
ile karsilagtirilip oranlanmasi1 ile elde edilen degerler tablo 7’de, bu degerlerin

grafiklendirilmesi de sekil 4’de goriilmektedir.

Tablo-7. Calismaya alinan C. albicans suslarinin C. albicans ATCC 14053 ile
karsilagtirilmasi ile elde edilen degerler

C. albicans ATCC 14053 Susuna Gore Gen
Sus No Ekspresyon Orani
H1 3,28
H2 3,12
H3 7,16
DSY292 0,58
B 4,48
348 0,64
1978 2,06
DSY289 4,14
93-05 1,32
533 0
565 0
644 0
960 0
1221 0
1453 0
2157 0
DSY 347 0
ATCC 14053 1
8
7 _
6
5
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Sekil- 4. Suslarin CDRI ekspresyonu acisindan C. albicans ATCC 14053 ile karsilastirildigi
grafik
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Suglarin CDR1 ekspresyon degerleri incelendiginde flukonazole Du C. albicans ATCC
14053 kontrol susuna gore, flukonazole Di/ DBD C. albicans suslarinin 3,12—7,16 kati CDR1
ekspresyonu gosterdigi, Du suslarin ise ekspresyon diizeylerinin kontrol susundan daha diistik
oldugu goriilmiistiir (tablo 7, sekil 4). Flukonazole Di/ kismi inhibisyon gdsteren suslarin
(348, 1978, 93-05) standart susa gore 0,64-2,06 kat daha fazla CDRI eksprese ederek

flukonazole Di/ DBD izolatlara gore daha az oranda ekspresyon gosterdigi izlenmistir.

6.2.CDR2 Ekspresyon Diizeyleri

Calisilan Di/ DBD/ Du C. albicans suglarinin ACTI ve CDR?2 genleri i¢in elde edilen
jel goriintiileri sekil 5 ve sekil 6” da gosterilmistir.

N

- o

— - - S] N ~ o 8
F P e < 4 b4 x P
Q O 4 0 <9 @ [a) a ~ 8 o 3
< . L 4 < 4 E < B 8 O O « « O g ox g ol 2
2 E F F 8§ o5 292 x 3 g x xox g & 5 85 8 O =
e O 0 0 2 k& g N 1w O © O oo 8§ & g N n O
4 < < < > 9O o o > o 0 4 O 0o o0 x> O 2 © x> o
S a4 o o 0 < 2 5 0o &5 E S 49 o o 0 O % 5 0 & E
= I I I O m o 4 0 o < = I I I O m & «H 0O o <

Sekil- 5. Flukonazole Di/ DBD/ Kismi inhbisyon gdsteren C. albicans suslarinin ACTI ve

CDR?2 genleri igin saptanan jel goriintiisii
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MML609 ACT1
DSY289 ACT1
533 ACT1

565 ACT1

644 ACT1

960 ACT1

1221 ACT1
1453 ACT1
2157 ACT1
DSY347 ACT1
ATCC14053 ACT1
MML609 CDR2
DSY289 CDR2
533 CDR2

565 CDR2

644 CDR2

960 CDR2
1221 CDR2
1453 CDR2
2157 CDR2
DSY 347 CDR2
ATCC14053 CDR2

Sekil- 6. Flukonazole Du C. albicans suslarinin ACT1 ve CDR2 genleri i¢in elde edilen jel

goruntiisu

Suslarin CDR?2 igin jel goriintiileri incelendiginde, ATCC 14053 C. albicans susunun ve
flukonazole Du suslardan 533, 565, 1221, 1453, 2157 no’lularin daha diisiik diizeyde,
flukonazole Di/ DBD izolatlardan H1, H3 ve B’nin ise daha belirgin diizeyde CDR2 eksprese
ettikleri izlenmistir (sekil 5,6).

Kantitasyon yapilmasi sonrasinda arastirilan suslarin ACT1 ve CDR2 genleri i¢in elde
edilen sayisal degerleri ile CDR2 / ACTI normalizasyon oranlar1 Tablo 8’de grafigi ise sekil

7’de gosterilmigtir.
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Tablo-8. Calismaya alinan suslarin ACT1, CDR?2 genleri i¢in belirlenen sayisal degerler ve
ACT1I ile normalizasyon degerleri

Sus No ACT1 CDR2 CDR2/ACT1
MML 609 28 136 4,85
DSY 289 556 573 1,03
H1 181 379 2,09
H2 378 249 0,66
H3 33,5 217 6,47
B 45 207 4,6
348 45 51 1,13
1978 45 40 0,88
93-05 42 14 0,33
533 62 14 0,23
565 63 0 0
644 46 21 0,46
960 43 30 0,7
1221 126 23 0,18
1453 56 14 0,25
2157 143 44 0,31
DSY 347 61 0 0
DSY 292 239 5 0,02
ATCC 14053 225 80 0,36
CDR2/ACT 1

7

5 —
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H

He O

B

H3
348 [
1978 [}
93-05 [
533 []
565
644 [
960 [
1221 |
1453 ]
2157 []

DSY 347
DSY 292

oL, N WA
MML 609

DSY 289 []
ATCC 14053 [

Sekil- 7. C. albicans suslarinin CDR?2 ekspresyonu agisindan ACT1 ile normalizasyonu ile

elde edilen grafik

Suslarin normalize edilmis CDR2 ekspresyon diizeylerinin C. albicans ATCC 14053 ile
oranlanmast sonucu elde edilen degerler tablo 9’da, grafiklendirilmesi de sekil 8’de

izlenmektedir.
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Tablo-9. Arastirilan suglarin C. albicans ATCC 14053 ile oranlanmasi sonucu elde edilen

degerler
C. albicans ATCC 14053 Susuna Gore
Sus No Gen Ekspresyon Orani
MML 609 13,5
DSY 289 29
HA1 5,8
H2 1,83
H3 18
B 12,8
348 3,1
1978 2,4
93-05 0,92
533 0,64
565 0
644 13
960 1,94
1221 0,5
1453 0,7
2157 0,86
DSY 347 0
DSY 292 0,05
ATCC 14053 1
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ATCC 14053 []

Sekil- 8. Suslarin C. albicans ATCC 14053 ile oranlanmasi sonucu elde edilen grafik

CDR? igin elde edilen veriler degerlendirildiginde, flukonazole Du C. albicans ATCC
14053 kontrol susuna gore, flukonazole Di/ DBD C. albicans suslarinin 1,83—18 kati, Di/
Kismi inhibisyon gosteren suslarin 0,92-3,1 kati, duyarli suslarin ise 0,5-1,94 kati CDR2
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ekspresyonu gosterdigi goriilmiistiir. Flukonazol Du bir susta (565) hic CDR2 ekspresyonu
belirlenmemistir (tablo 9, sekil 8).

6.3.MDR1 Ekspresyon Diizeyleri

Incelenen C. albicans suslarmin ACTI ve MDRI genlerinin jelde yiiriitiilmesi ile elde

edilen goriintiiler sekil 9 ve 10° da goriilmektedir.
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Sekil- 9. Flukonazole Di/ DBD/ Kismi inhibisyon gosteren C. albicans suglarinin ACT1 ve
MDR] genleri igin izlenen jel gorlintiisii
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Sekil- 10. Flukonazole Du C. albicans suglarimin ACT1 ve MDRI genleri i¢in yapilan iki

calismanin bir jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen goriintiisii
Calismaya alinan suslarin yapilan kantitasyonu sonucunda ACTI ve MDRI genleri igin
belirlenen sayisal degerleri ile MDRI / ACTI normalizasyon oranlar1 Tablo 10°da, grafigi ise

sekil 11°de gosterilmistir.

Tablo-10. Incelenen tiim suslarn ACTI, MDRI genleri igin belirlenen normalizasyon

degerleri

Sus No ACT1 MDR1 MDR1/ACT1
H1 32,5 52,5 15
H2 76 11,5 0,15
H3 8,5 2 0,24
B 9,5 0 0
348 17,5 0 0
1978 19 0 0
93-05 35 0 0
533 131 93 0,71
565 104 63 0,61
644 170 34 0,2
960 58 0 0
1221 148 35 0,24
1453 52 3 0,06
2157 217 21 0,1
DSY 347 53 0 0
DSY 289 75 0 0
DSY 292 60,8 38,3 0,63
ATCC 14053 116,8 0 0
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Sekil-11. Incelenen suslarin MDRI ekspresyonu acisindan ACTI ile normalizasyon

sonrasinda olusturulan grafigi.

MDRI igin belirlenen goriintiiler ve degerlere gére flukonazole Du C. albicans ATCC
14053 susu ile flukonazole Di/ DBD suslardan B, Di/ Kismi inhibisyon gosteren suslar (348,
1978, 93-05) ve flukonazole Du’lardan 960 ve 1453 no’lularin MDRI eksprese etmedigi, Di/
DBD suslardan H1’de belirgin olmak iizere H2 ve H3’de daha diisiik oranlarda, Du suslardan
ise 533 ve 565°de diisiik; 644,1221, 1453 ve 2157°de ise ¢ok diisiik oranlarda MDR1 eksprese
edildigi belirlenmistir.

Suslarin MDR1 ekspresyon diizeylerinin ATCC kontrol susu ile oranlanmasi, bu susun
ACTI geni ile normalizasyon sonucunun sifir olmasi yani MDRI ekspresyonunun olmamasi

nedeniyle miimkiin olamamustir.

6.4.ERG11 Ekspresyon Diizeyleri

Arastirmamiza dahil edilen tiim C. albicans suslarinin ACT1 ve ERGI1 gen iiriinlerinin

jel goriintiileri sekil 12 ve sekil 13° de goriilmektedir.
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Sekil- 12. Flukonazole Di/ DBD/ Kismi inhibisyon gosteren C. albicans suslarinin ACT1 ve
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ERG11 genleri i¢in belirlenen jel goriintiisti

Sekil- 13. Flukonazole Du C. albicans suslarinin ACTI ve ERGII genleri igin izlenen jel

goruntiisu
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Calismaya alinan suglarin ACTI ve ERGII genleri icin kantitasyonlarmin yapilmasi

sonucunda saptanan sayisal degerler ile ERGI11 / ACTI normalizasyon oranlar1 Tablo 11°de,

grafigi ise sekil 14’de gosterilmistir.

Tablo-11. Calismaya alinan tiim suslarin ACT1, ERG11 genleri igin belirlenen sayisal
degerler ve ACT1 ile normalizasyon degerleri

Sus No ACT 1 ERG 11 ERG11/ACT1
H1 336 135 0,4
H2 385 347 0,9
H3 268 61 0,23
B 310 69 0,22
348 148 54 0,36
1978 138 38 0,28
93-05 171 48 0,28
DSY 289 248 196 0,39
DSY 347 165 0 0
533 72 128 0,56
565 170 65 0,38
644 37 0 0
960 34 0 0
1221 155 53 0,34
1453 16 0 0
2157 158 52 0,33
ATCC 14053 102 0 0
ERG11/ ACT1
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Sekil- 14. Tim suglarin ERGI1

grafigi

ekspresyonu agisindan ACT! ile normalizasyon yapilmis
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ERGI1 i¢in elde elden jel goriintiileri ve normalizasyon sonrasi degerler incelendiginde
flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 susu ve flukonazole Du 644, 960 ve 1453 no’lu
suslarin hi¢c ERGI1 eksprese etmedigi, Di/DBD ve Di/ Kismi inhibisyon gdsteren suglarla
flukonazol Du izolatlardan dordiiniin farkli diizeylerde eksprese ettigi belirlenmistir (sekill2-
13).

Calismaya alinan C. albicans suslarinin ERGI11 ekspresyon diizeylerinin C. albicans
ATCC 14053 ile karsilagtiritlip oranlanmasi, standart susun ACT7 geni ile normalizasyon
sonucunun sifir olmasi nedeniyle yapilamamustir.

Arastirma verilerimize gore flukonazole Di/ DBD C. albicans suslarinda standart susa
ve duyarlilara gore CDRI ve CDR2 genlerinin fazla eksprese edildigi, MDRI geninin ise bir
susta cok fazla olmak {lizere {i¢ susta yiiksek oranda eksprese edildigi; Di/ Kismi inhibisyon
gosteren suslarda CDRI ve CDR?2 genlerinin diisiik oranlarda eksprese edilirken MDR1’in hig
eksprese edilmedigi izlenmistir. Lanosterol demetilaz1 kodlayan ERGI1 geninin ise tiim sus
gruplarinda benzer sekilde diisiik oranlarda eksprese edildigi saptanmistir. Bu bulgular
dogrultusunda ¢alismamiza aldigimiz Di/DBD C. albicans suslarmin flukonazol direncinde
oncelikle CDRI ve CDR2 olmak iizere atilim pompa genlerinin fazla ekspresyonlarinin
onemli rol oynadigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda kismi inhibisyon gosteren suslarda
ise CDRI ve CDR?2 genlerinin disiik diizeyde ekspresyonlariin bu etkide yeri olabilecegi

diistiniilebilir.
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7. TARTISMA

Son yillarda fungal infeksiyonlarin ve buna paralel olarak antifungal ila¢ kullaniminin
artmasi sonucunda goézlenen antifungal direng¢ sorunu, bu ilaglara diren¢ mekanizmalarinin
arastirildig1 calismalara hiz kazandirmistir (8).

Azollere 6nemli diren¢ mekanizmalarindan olan atilim pompa genlerinin ve ERGI1
geninin fazla ekspresyonu, RNA hibridizasyonu (“Northern Blotting (NB)” gibi), kantitatif
RT-PZT, “real time” PZT ile saptanabilmektedir. Bunun yaninda “microarray”ler, gen
ekspresyonlarinin aragtiritlmasinda, timit verici bir hibrid teknolojisidir. “Microarray”
sisteminde, tim mRNA’dan revers transkripsiyonla elde edilen karisik ¢cDNA probu,
arastirilan genleri gosteren, sabitlenmis ve diizenlenmis DNA “¢ip”leri ile hibridize edilir.
Saptama florofor igaretli problarin lazerle uyarimi ile gergeklesir (57). Arastirmamizda “real
time” PZT gibi 6zel ekipman gerektirmeyen, molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanabilen kantitatif RT-PZT yOntemi uygulanmistir.

Calismamizin bulgularina baktigimizda; suslarin CDRI ekspresyon degerleri acisindan
flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 kontrol susuna gore, flukonazole Di/ DBD C.
albicans suslarinin 3,12-7,16 katt CDRI ekspresyonu gosterdigi, Du suslarin ise ekspresyon
diizeylerinin kontrol susundan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Flukonazole Di/ kismi
inhibisyon gosteren suslarin (348, 1978, 93-05) standart susa gore 0,64-2,06 kat daha fazla
CDRI eksprese ederek flukonazole Di/ DBD izolatlara gore daha az oranda ekspresyon
gosterdigi izlenmistir.

CDR? ig¢in elde edilen veriler acisindan, flukonazole Du C. albicans ATCC 14053
kontrol susuna gore, flukonazole Di/ DBD C. albicans suslarinin 1,83—18 kati, Di/ Kismi
inhibisyon gosteren suslarin 0,92-3,1 kati duyarli suslarin ise 0,5-1,94 kati CDR2
ekspresyonu gosterdigi goriilmiistiir. Flukonazol Du bir susta (565) hic CDR2 ekspresyonu
belirlenmemistir.

MDR]I igin belirlenen degerlere gére flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 susu ile
flukonazole Di/ DBD suslardan B, Di/ Kismi inhibisyon gosteren suslar (348, 1978, 93-05) ve
flukonazole Du’lardan 960 ve 1453 no’lularin MDRI eksprese etmedigi, Di/ DBD suslardan
H1’de belirgin olmak iizere H2 ve H3’de daha diisiik oranlarda, Du suslardan ise 533 ve
565°de distk; 644,1221, 1453 ve 2157°de ise ¢ok diisiik oranlarda MDRI eksprese edildigi

belirlenmistir.
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Bunun yaninda flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 susu ve flukonazole Du 644,
960 ve 1453 no’lu suslarin hic ERGI11 eksprese etmedigi, Di/DBD ve Di/ Kismi inhibisyon
gosteren suslarla flukonazol Du izolatlardan doérdiiniin farkli diizeylerde bu geni eksprese
ettigi belirlenmistir.

Bu bulgular dogrultusunda g¢alismamiza aldigimiz Di/DBD C. albicans suslarinin
flukonazol direncinde dncelikle CDRI ve CDR2 olmak {izere atilim pompa genlerinin fazla
ekspresyonlarinin dnemli rol oynadigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda kismi inhibisyon
gosteren suglarda ise CDRI ve CDR2 genlerinin diislik diizeyde ekspresyonlarin bu etkide
yeri olabilecegi diisiiniilebilir.

Maebashi ve arkadaslar1 (81) bir adet Di, iki adet Du, bir adet DBD ve standart sus C.
albicans ATCC 10231 kullanarak flukonazol diren¢ mekanizmalarini arastirdiklari
calismalarinda RT-PZT ile CDRI, CDR2, ERGI1 ve MDRI mRNA diizeylerine bakmiglar ve
genel CDR ekspresyon diizeylerini, duyarl standart susa gore flukonazole DBD susta 3,3 kat,
flukonazole Di susta 4,4 kat, Du suslarda ise 1,3 ve 2,1 kat fazla belirlemislerdir.

Ayni ¢alismada CDRI’in duyarh bir sus hari¢ diger tiim suslarda, 6zellikle flukonazole
Di ve DBD suslarda belirgin olmak iizere, ATCC’ye gore onemli Olgiide fazla eksprese
edildigi izlenmistir. CDR?2 i¢in ise suslar acisindan benzer bir sonug elde edilirken standart
olarak kullanilan ATCC 10231°de CDR?2 ekspresyonu izlenmemistir. MDR] igin ise standart
sus ATCC dahil olmak iizere hicbir susta ekspresyon saptanamamaistir.

Bu calismada suslarin flukonazol MIK degerleri ile CDRI ve CDR2 ekspresyon
diizeyleri arasinda korelasyon oldugu belirlenmis ve bulgular 1s18inda Cdrp pompalarinin
diren¢ gelisiminde etkili oldugu sonucuna varilmistir. ERGII igin ise flukonazol MIK
degerleri ile boyle bir uyumdan s6z etmek miimkiin olamamustir.

Calismamizda CDRI ve CDR2 ekspresyon diizeyleri flukonazole Di/DBD suslarda,
flukonazole Du suglara gore belirgin derecede fazla olup, sonuglarimizin Maebashi ve
ark.(81) calismasi ile bu agidan uyumlu oldugu sdylenebilir ancak aragtirmamizda flukonazol
MIK degerleri ile CDRI ve CDR2 ekspresyon diizeyleri arasinda tam bir korelasyondan
bahsetmemiz miimkiin degildir.

Lyons ve White (82) azol direnci ile diren¢ genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri
arasindaki iligkiyi saptamak i¢in CDRI, CDR2, MDRI ve ERGI1I mRNA ekspresyonunu NB
analizi ile hiicre biiyiime fazlar1 boyunca arastirmistir. Calismada direngli susun, duyarli olana
gore tlim logaritmik fazlarda 2,5 ile 7,6 kat fazla CDRI ekspresyonu gosterdigi, CDR2
ekspresyonunun da erken-logaritmik fazda izlendigi bildirilmistir. MDR1 ekspresyon diizeyi

ise duyarli susta sadece erken-logaritmik fazda ¢ok az belirlenirken, direngli susta {iremenin
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logaritmik fazimmin tiim asamalarinda olduk¢a yiiksek seviyelerde izlenmistir. ERGII
ekspresyon diizeyi ise direncli susta duyarliya gore orta-logaritmik fazda 1,2 ile 2,3 kat arasi
oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu calismada CDRI, MDRI, CDR2 ve ERGII ekspresyon diizeylerinin
direngli suslarda duyarlilara gére mantar {iremesinin sirasiyla logaritmik fazin tiim
asamalarinda, erken ve orta logaritmik fazlarda yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bizim
calismamiz ise optik yogunluklar1 600nm’de orta-logaritmik fazda yapilmis olup, elde
ettigimiz veriler bu fazi1 yansitmaktadir. Aragtirmamizda orta-logaritmik fazda flukonazole Di/
DBD suslarin ACT1’e gore fazla CDRI, CDR2 ve MDRI eksprese ettigi belirlenmis, yine bu
fazda ERGI1 ekspresyon diizeyleri ¢ok diisiik bulunmustur. Calisma sonuglarimiz Lyons ve
White (82)’in CDRI ve MDRI igin elde ettikleri veriler ile uyumlu olup, CDR2 ve ERGI1
bulgular: ile farkli goriilmektedir. Lyons ve White (82)’in ¢alismasinda az sayida susun
calisilmasi, bizim arastirmamizin tiim logaritmik fazlari1 icermemesi nedeniyle g¢aligmalar
arasindaki bu farklilik tam olarak irdelenememektedir.

White ve arkadaslar1 (83) flukonazole Di suslarda NB yontemi ile atilim pompa genleri
ve ERG11 mRNA diizeylerini arastirdiklar1 bir baska calismada ise ilging olarak bu genlerin
ekspresyon diizeyleri ile diren¢ gelisimi arasinda bir iligki saptayamamiglardir. Ancak
arastiricilar bunun nedenini farkli suslar arasindaki allelik varyasyonlarin veya nokta
mutasyonlarin sonucuna baglamislardir.

Flukonazole Di 22 adet C. albicans vaginal izolatta diren¢ mekanizmalarinin
arastirildigt bir calismada ise NB yontemi ile izolatlarin timiinde MDRI genlerinde asiri
ekspresyon saptanirken, suslarin bir kisminda CDRI, CDR2 ve ERGII asir1 ekspresyonu
belirlenmistir. Calismada ii¢ adet flukonazole Di C. albicans susu, itrakonazole Di bulundugu
halde CDRI, CDR2 genlerinin diizeylerinin diisiik oldugu; bir susun ise itrakonazole Du
bulunmasina karsin CDRI, CDR2 genlerinin ekspresyonunun fazla oldugu bildirilmektedir.
Bu calisma sonucunda azollere direng gelisimi ile ilag atim pompa genlerinin ekspresyon
diizeyleri arasinda baglanti saptanamamis ve arastiricilar heniiz bilinmeyen bir ¢ok
mekanizmanin etkili olabilecegini vurgulamistir (84).

Itrakonazol ve ketokonazol i¢in MIK degeri >1 pg/ml oldugunda direngli kabul edilmesi
nedeniyle suglarimizdan flukonazole Di/ DBD olanlar itrakonazol ve ketokonazole de direngli
olup, yiiksek diizeyde CDRI ve CDR2 ekspresyonu gostermektedir. Bu durum CDR
pompalarinin flukonazol disinda itrakonazol ve ketokonazole ¢apraz direngten sorumlu olmasi

bilgisi ile paralellik gdstermektedir (68).
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White (85), 1997 yilinda C. albicans ile yaptig1 bir baska ¢alisma sonucunda
flukonazole Di suslarda CDRI ve CDR2 ekspresyonunun arttigini gostermis olup, yiiksek
diizey azol direncinin bir¢ok mekanizmanin birlikte ¢alismasiyla ortaya ¢iktigini belirtmistir.
Franz ve arkadaglar1 (86) C. albicans suslarinda birden fazla direng mekanizmasinin basamak
tarz1 bir direng gelisimine neden oldugunu saptamaistir.

Perea ve arkadaglar1 (87) HIV ile infekte orofaringeal kandidozlu hasta izolatlari
lizerinde yaptig1 arastirma sonucunda; 20 adet flukonazole Di/DBD C. albicans susu’nun
%85’inde atilim pompalarinin fazla salimmini, %65’inde ERGI1 geninde mutasyonlarin
varligini, %35’inde ise ERGII geninin asir1 salimmini diren¢ mekanizmalar1 olarak
belirlemiglerdir. C. albicans diren¢ mekanizmalarindan atilim pompalarimin “‘real-time’’ PZT,
mutasyonlarin ise dizi analizi uygulanarak arastirildigi ¢aligmalarda (68-88) direng
gelisiminde bir¢ok mekanizmanin birlikte etkili oldugu vurgulanmaktadir.

Calisma verilerimize gore flukonazole Di/DBD suslardan H2, H3 ve B’de CDRI ve
CDR2’nin fazla ekspresyonu, H1’de ise CDRI, CDR2 ve MDRI’in fazla eksprese edildigi
goriilmektedir. H1 susunun flukonazol i¢cin MIK degerinin diger Di/ DBD suslardan daha
yiiksek olmas1t hem CDRI ve CDR2 hem de MDRI geninin fazla ekspresyonuna bagli olabilir.
Bu durumda iki pompa sisteminin fazla eksprese edilmesi MIK degerinin daha da
yiikselmesine yol agmis olabilir.

Boliimiimiizde daha once ayni suslarin ERGII mutasyonlariin incelendigi bir
calismada Di/ DBD C. albicans suslarinda daha oOnce literatiirde flukonazol direng
gelisiminde rolii oldugu bildirilmis K143R, G464S, G465S ve V488I mutasyonlari saptanmis
olup, bu mutasyonlar flukonazol Du ve kismi inhibisyon gosteren suslarda izlenmemistir.
Bunun yaninda Di/ DBD suslardan ikisinde belirlenip, kismi inhibisyon gosteren ve Du
suslarda saptanmayan ancak literatiirde direncgle iligkisi bildirilmemis S412T ve R469K
mutasyonlart da gozlenmistir (76). Bu bilgilerle birlikte diisiiniildiigiinde c¢alisilan flukonazol
Di/ DBD C. albicans suslarinda direngten sorumlu mekanizmalarin oncelikle ERGI1
mutasyonlari ile atilim pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu goriilmektedir. Bu bulgular da
White (85) ile Franz ve ark. (86) nin ¢alismalarina paralel olarak flukonazol direncinde birden
fazla mekanizmanin birlikte sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Yapilan caligsmalarda azollere direngli C. albicans izolatlarinda CDRI ve CDR2
ekspresyonunun, CDR’nin transkripsiyonel aktivatorii olan Taclp ile MDRI ekspresyonunun
ise Mrrlp ile kontrol edilmekte oldugu ve bunlardaki mutasyonlarin bu transkripsiyon
faktorlerinin  aktivasyonuna ve bunun sonucu olarak CDRI, CDR2 ve MDRI’in asir

ekspresyonuna yol actig1 bildirilmistir (89).
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Arastirma verilerimize gore c¢alismamiza aldigimiz Di/DBD C. albicans suslariin
flukonazol direncinde dncelikle CDRI ve CDR2 olmak {izere atilim pompa genlerinin fazla
ekspresyonlarinin énemli rol oynadigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda kismi inhibisyon
gosteren suglarda ise CDRI ve CDR2 genlerinin diislik diizeyde ekspresyonlarin bu etkide

yeri olabilecegi diisiiniilebilir.
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8. SONUC ve ONERILER

Calismamiza aliman suslarin CDRI ve CDR2, ekspresyon degerleri acisindan
flukonazole Du C. albicans ATCC 14053 kontrol susuna gore, flukonazole Di/ DBD C.
albicans suslarmin sirastyla 3,12-7,16 ; 1,83-18 kat1 ekspresyonu gosterdigi, Du suslarin ise
ekspresyon diizeylerinin kontrol susundan daha diisiik ; 0,5-1,94 kati1 oldugu bulunmustur.
Flukonazole Di/ kismi inhibisyon gdsteren suslarin ise standart susa gore sirasiyla 0,64-2,06 ;
0,92-3,1 kat daha fazla CDRI ve CDR?2 eksprese ederek flukonazole Di/ DBD izolatlara gore
daha az oranda ekspresyon gosterdigi saptanmustir.

Flukonazole Di/ DBD/ kismi inhibisyon gdsteren suslardan H1’de belirgin olmak {izere
H2 ve H3’de daha diisiik oranlarda MDRI; bu grup susun tiimiinde diisiik oranlarda ERG11
ekspresyonu izlenirken; flukonazol Du izolatlarin sirasiyla altisinda ve dordiinde diistik
oranlarda bu gen ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Flukonazol Di/ DBD C. albicans suslarinda oncelikle CDRI ve CDR2 olmak iizere
atillm pompa genlerinin fazla ekspresyonlari saptanmis, ¢alisilan flukonazol Di/ DBD C.
albicans suglarinda direngten sorumlu mekanizmanin, oncelikle ERG// mutasyonlar1 ve
atilim pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu sonucuna varilmis, flukonazol direncinde
birden fazla mekanizmanin birlikte sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Daha sonraki asamada
ise atillm pompalarini fazla eksprese eden suglarda transkripsiyon faktdrlerindeki mutasyonlarin
aragtirilmasinin fazla ekspresyon mekanizmasini aydinlatacagi diisliniilmiistiir.

Sonu¢ olarak; calismamiza aldigimiz Di/DBD C. albicans suslarimin flukonazol
direncinde oOncelikle CDRI ve CDR2 olmak fizere atilm pompa genlerinin fazla
ekspresyonlarinin 6nemli rol oynadigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda kismi inhibisyon
gosteren suglarda ise CDRI ve CDR2 genlerinin diislik diizeyde ekspresyonlarinin bu etkide

yeri olabilecegi kararina varilmistir.
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