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OZET

Ataei, M. (2018). Candida albicans Quorum Sensing Mediyatorlerinin Pseudomonas
aeruginosa iiremesi iizerine in vitro etkileri. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,

Tibbi Mikrobiyoloji AD. Tipta Uzmanlik Tezi. istanbul.

Mikroorganizmalar bazen tek, ¢cogu zaman ise birden fazla etken ile enfeksiyona neden
olurlar ve altta yatan sebeplere bagli olarak bakteri ve mantar enfeksiyonu birlikte meydana
gelebilir. iki 6nemli firsat¢1 patojen olan Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans
arasinda, bir tiir sinyal yardimli etkilesim ile her iki mikroorganizmanin viriilans 6zellikleri
etkileniyor. Quorum Sensing iletisim sistemi hem bakterilerde ve hem de mantarlarda etkili
olan 6nemi giderek artan bir konudur. Hem Pseudomonas hem de Candida 6zgiin viriilans
faktorlere sahiptirler ve patojeniteleri i¢in 6zel maddeler salgilamaktadirlar; bu maddeler
sadece enfeksiyon olusumunu degil diger mikroorganizmalar1 da etkilemektedir. Candida
albicans Quorum Sensing mediyatorleri olan Farnesol ve Tyrosol iiretmektedir ve bu

maddeler Pseudomonas aeruginosa nin tiremesini yavaslatmaktadir.

Bu c¢alismada Farnesol ve Tyrosol’un farkli klinik 6rneklerden iiretilmis P.aeruginosa

izolatlarina etkinligi ve bu etkinligin doz ile iligkisinin arastirmasi amaglanda.

Bu ¢alisma 2017-2018 yillar1 arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 9 farkli hasta 6rneginden izole edilen
(3 idrar, 3 kan, 3 balgam) Pseudomonas aeruginosa susu ve 1 adet satin alinmig ATCC

15692 Pseudomonas aeruginosa standart susu kullanilarak gergeklestirildi.

Farnesol ve Tyrosol’un C. albicans Quorum Sensing mediyatorii olarak Pseudomonas
aeruginosa’nin iiremesi iizerinde olan etkileri plak absorbans ve hiicre canlilik deneylerinde

arastirildi.

Plak absorbans deney verilerine gore 10 adet (bir ATCC 15692 dahil) P. aeruginosa susu

iizerinde Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonu en etkili inhibisyon konsantrasyonu
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olarak goziikiir iken, Tyrosol i¢in 20 mikromolar konsantrasyonu bu etkiye sahiptir.

Hiicre canlilik deneyinden elde edilen verilere gore 10 adet (bir ATCC 15692 dahil) P.
aeruginosa susu iizerinde en yiiksek oranda inhibisyon gdsteren konsantrasyonlar sirasi ile

Farnesol i¢in 200 mikromolar, Tyrosol i¢in 20 mikromolar olmustur.

Anahtar Kelimeler : Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Quorum Sensing, Farnesol,

Tyrosol

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 27710
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ABSTRACT

Ataei, M. (2018). In Vitro Effects of Candida albicans Quorum Sensing Mediators on
Pseudomonas aeruginosa Growth. Istanbul University Cerrahpasa Medical Faculty,

Department of Medical Microbiology. Thesis. Istanbul.

Microorganisms are occasionally the single or most often multiple etiologic agents for
infections and according to underlying conditions bacterial and fungal infections can be
occured simultaneously. A special signal-associated interaction between Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans; two important opportunistic pathogens affects their
virulence factors. Quorum Sensing system is an efficient communication and appears to have
rising importance in both bacteria and fungi. Pseudomonas and Candida possess specific
virulence factors and secret special substances to establish their pathogenicity. These
substances play role not only in infections; also are capable to interact wih other
microorganisms. Candida albicans synthesizes Farnesol and Tyrosol as its Quorum Sensing
mediators that are thought to slow the growth of Psesudomonas aeruginosa.

In this study, we aimed to investigate in vitro and dose associated effects of Candida
albicans Quorum Sensing mediators; Farnesol and Tyrosol on ten isolates of Pseudomonas
aeruginosa including one standard strain (ATCC 15692) and nine different clinical isolates

cultured from urine, sputum and blood samples.

The study was performed in Istanbul University, Cerrahpasa Medical Faculty, Department of
Medical Microbiology in 2017-2018. The various concentrations of Farnesol and Tyrosol
were prepared from stock solution and utilized in two main 96-well plate absorbance and cell

viability assays.

According to the results of plate absorbance assay, 200 uM of Farnesol and 20 uM of
Tyrosol had the most inhibitory effect on ten different isolates of Pseudomonas aeruginosa.
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We found that 200 uM of Farnesol and 20 uM of Tyrosol had the most antibacterial activity

on ten different isolates of Pseudomonas aeruginosa in cell viability assay.

Our study is the first study performing plate absorbance and cell viability experiments to
evaluate the effects of Farnesol and Tyrosol on growth of Pseudomonas aeruginosa isolates
including the standard strain. The inhibitory effects of Farnesol and Tyrosol arenot dose-
dependent and discrepancies between the response of isolates are related to the kinetics of
Quorum Sensing mediators during their production.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Quorum Sensing, Farnesol,

Tyrosol



1. GIRIS VE AMAC

Mikroorganizmalar bazen tek, ¢ogu zaman ise birden fazla etken ile enfeksiyona neden olurlar
ve altta yatan sebeplere bagli olarak bakteri ve mantar enfeksiyonu birlikte meydana gelebilir.
Bu tip enfeksiyonlarda en sik karsilasilan etkenler arasinda Candida albicans ve Pseudomonas

aeruginosa yer almaktadir (1, 2).

Bir tip mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin iyi tanimlanmasinda; etiyolojik
mikroorganizmalarin viriilansinin ve patojenitesinin belirlenmesi, hem tedavide hem de
enfeksiyonun tekrarlanmasinin onlemesinde 6nemli faktorlerdir. Organizmalarin viriilansinda
yer alan bazi 6zellikler, sadece enfeksiyonu degil diger organizmalar1 da etkilemektedir. Hem
Pseudomonas aeruginosa hem de Candida albicans Quorum Sensing sistemine sahiptirler, bu
sistem sebep olduklart enfeksiyonlarda yer alan en Onemli mekanizma olarak
tanimlanmaktadir ve bu sistem sayesinde tedaviye direngli enfeksiyonlar gerceklesmektedir.
Glinlimiizde birden ¢ok etkeni olan enfeksiyonlarin tedavisi 6nemli bir sorun olup bu siireg
antibiyotik  direncinden ve mikroorganizmalarin aralarinda olan gesitli  iletisim

mekanizmalarindan etkilenmektedir (2, 3).

Son yillarda, iki 6nemli firsatg1 patojen olan Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans
arasinda, bir tiir sinyal yardimli etkilesim ile her iki mikroorganizmanin viriilans 6zelliklerinin
etkilendigi gosterilmistir. P.aeruginosa'nin ozellikle piyosiyanin pigmenti nedeniyle
antikandidal aktivitesi oldugu ileri siiriilmektedir. Her iki mikroorganizmanin tek basina
olusturduklar1 biyofilmlerin yapisi, Ozellikleri ve biyofilmin enfeksiyon hastaliklarinin

patogenezindeki rolleri genis ¢apta galisilmistir (5).

Quorum Sensing iletisim sistemi hem bakterilerde ve hem de mantarlarda etkili olan 6nemi
giderek artan bir konudur. Bakterilerde Pseudomonas aeruginosa ve mantarlarda Candida
albicans Quorum Sensing sistemini patojenitelerini gerceklestirmek i¢in kullanmaktadirlar. Es
zamanli bakteriyel ve mantar enfeksiyonlarda her mikroorganizmanin Quorum Sensing
mediyatorleri digerini de etkilemektedir. Bakteri ve mantarlarin birlikte olusturduklar
enfeksiyonlar, tanimlama ve tedavide daha ©nem kazanmis olup, ayni anda iki farkl
mikroorganizma tarafindan olusan enfeksiyonda hangisinin 6n planda yer aldiginin karar1 daha

dikkatli olmay1 gerektirmektedir (1, 2, 3, 4).



Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans enfeksiyonlar1 daha sik olarak birlikte
goriilebilmektedir ve bu es zamanli durum tedaviyi zorlastirmaktadir. Diger taraftan bu iki
mikroorganizmanin aralarinda farkli mekanizmalardan dolay: etkilesim s6z konusudur. Hem
Pseudomonas hem de Candida 6zgn virtlans faktorlere sahiptirler ve patojeniteleri icin 6zel
maddeler salgilamaktadirlar; bu maddeler sadece enfeksiyon olusumunu degil diger
mikroorganizmalari da etkilemektedir. Candida albicans Quorum Sensing mediyatérleri olan
Farnesol ve Tyrosol uretmektedir ve bu maddeler Pseudomonas aeruginosa nin liremesini

yavaslatmaktadir (1, 3, 4).

Biz bu galismada Farnesol ve Tyrosol’un farkli klinik &rneklerden iiretilmis P.aeruginosa

izolatlarina etkinligini ve bu etkinligin doz ile iliskisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi bakteriler, Psedomonadaceae familyas1 igerisinde yer alirlar. Bu
bakterilerin ¢ogu dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Bazi tiirleri insan, hayvan ve
bitki patojenidir. Son derece dnemli olan bu cinsin tiirlerinin bazilar1 oksidaz pozitif, bazilar
oksidaz negatiftir. Glikozu oksidasyon yoluyla parcalayan fakat fermantasyon yapmayan
bakterilerdir. Tirlerin tamami katalaz pozitif, Gram negatif, aerobik, polar flagellasiyla
hareket edebilen ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Bazi tiirleri proteolitik ve lipolitik aktivite
gostermektedir. Aerobik olmalar1 nedeniyle gidalarin ylizeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu
okside iiriinler ve mukoz madde olustururlar. Kendi gelismeleri i¢in gerekli gelisme faktorleri

ve vitaminleri sentezleme yetenegindedirler (6, 7, 8).

Pseudomonas 'larin tiirleri olduk¢a fazla oldugu igin goriiniimlerine, pigment olusturup
olusturmamalarina ve metabolizmalarina gore siniflandirmalart yapilmistir. RNA/DNA
hibridizasyon deneylerine gore, bu iki nlkleik asidin gosterdigi uyumlara bakarak, bu
bakteriler I, 11, 11, IV, V r-RNA gruplarma ayrilmislardir. Pseudomonas aeruginosa , r-RNA
grup I 'e dahil olmustur (9, 10).

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa 'nin Tarihcesi

P. aeruginosa, 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk
degisikligi yapan bir ajan olarak tammlanmistir. Ilk olarak Bacillus pyocyaneus ve daha sonra
Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Piyosiyanin izolasyonu Lucke tarafindan
1862'de yapilmistir. Ancak bu organizma, Gessard'in klasik ¢aligmalari ile 1882'de saf kiiltiir
halinde izole edilmistir. 1897'de Hitschman ve Kreibich, 1917'de Frenkel ve 1925'de Osler
patojen bir bakteri oldugunu tanimlamuslardir. 1926 yilinda California Universitesi'ndeki
Dooren de Jong, Pseudomonas tiirlerini, ¢esitli organik bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanimina dayanan fenotipik 6zelliklerine gore siniflandirmislardir.



1966'da Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas turlerini fenotipik 6zelliklerine gore
siniflamiglardir. Daha sonra DNA hibridizasyon c¢aligmalar1 baslamistir. 1973 yilinda
Palleroni ve arkadaslar1 niikleik asit hibridizasyon ¢aligmalarini genisleterek Pseudomonas
'lart --RNA homolojilerine gore 5 gruba ayirmislardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bu

cinsin siniflandirilmasi yeniden diizenlenmistir (11).

2.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Uzunluklari ¢ok degisik olmakla beraber Pseudomonas aeruginosa ; 1,5-3 um genisliginde,
bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz, gubuk seklinde aerob
bakteridir. Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-ii¢ adet kirpigi vardir ve ¢ok hareketlidirler.
Kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Uzun siire beklemis kiiltiirlerinde ve antiseptik
maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya c¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve

pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde reyenlerin bulundugu bildirilmistir (10, 12, 13).

2.1.3. Kultiirel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa uygun besiyerinde optimum 30-37 °C' lerde ve hafif alkali
ortamlarda gelisir. 41 °C' de {ireyebilme yetenegi P. aeruginosa i¢in énemli bir dzellik olup
arka arkaya 3 pasajda 42 °C' de Ureyebilmesi P. fluorescens 'den ayirt edici bir 6zelligidir.
Aerob olmakla beraber denitrifikasyon 6zelliginde oldugundan anaerob iireyen tiirlerine de
rastlanabilir. Sivi besiyerinde yiizeyde zar yapmak iizere yogun ve homojen bir lireme
gosterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirt edilir. Uzun siire beklemis kiiltiir
ortamlar1 zamanla alkali duruma geldiginden bakteriler litik fermentlerle erir ve siv1 besiyeri

berraklasir.

P. aeruginosa kat1 besiyerlerinde 3 tip koloni olustururlar. Tip 1 koloni, 2-3 mm ¢apinda
yuvarlak, mat ylizeyli, ortasi1 kabarik, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca fluoresans
ozelligi olan ve besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi pigmentleri goze carpan
kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik 6rneklerden izole edilir. Cogunlukla dogal
kaynaklardan izole edilen tip 2 koloni, daha kiiciik, kabarik, konveks ve diizensiz koliform

kolonilerine benzeyen kolonilerdir.



Tip 3 koloniler ise Pseudomonas aeruginosa 'nin bazi suslarinin hiicre dis1 alginat salgilamasi
nedeniyle mukoid goriiniimde bakterinin olusturdugu R kolonilelerdir. Kiiltiirlerde triptofan
2-aminoasetofenon Uretimine bagli olarak karakteristik bir meyve kokusu vardir ve Petri

kutusunun kapagi agildiginda {iziim kokusu veya trimetilamin kokusu seklinde hissedilir (11,

12, 14, 15).

P. aeruginosa 'nin bazi biyokimyasal 6zellikleri soyledir;

Kanli agarda hemoliz yaparlar.

Kanli agarda tireyen klinik izolatlar siklikla beta hemolitiktirler.

Jelatin ve koagule plazmayi eriterek pargalarlar.

Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar (glukonat yapar).

Laktoz ve sakkarozu kullanamazlar.

Oksidaz pozitif olmalari ile Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinden ayrilirlar.
Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.

Nisastaya etki etmezler.

Katalaz ve sitrat reksiyonlar1 pozitiftir.

L-arjinin dihidrolaz olustururken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturmazlar.

Indol ve H,S olusturmazlar.

Metil kirmizist ve Voges-Proskauer negatiftir.

Nitrat1 nitrite rediikte ederler.

Tetrazolium tuzlarini ve seleniti rediikte ederler.

KCN'ye direnclidirler.

Pseudomonas aeruginosa P. fluorescens 'den ayri olarak metilen mavisini ve prontosilin
rengini giderir (9, 10, 13, 14, 15).

Cogu Pseudomonas suslart kiiltir ortaminda pigment iretirler. Pigment olusumu kdltiir
kosullarina baglidir. Mutasyonla bu 6zellik kaybolur ya da ayni1 anda bir¢ok pigment olusumu
goriilebilir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda sicakliginda daha iyi olusurlar
(6, 7). Fluoresan pigmentler, fluoresans 6zellik tasiyan Pseudomonas 'larin (P. aeruginosa, P.
putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)

karakteristigidir.



Bu pigmentler sideroforlardir ve kiiltiir ortaminda diisiik demir konsantrasyonlarinda bol
miktarda iretilirler. King B kiiltiir ortami, fluoresan pigmentlerin {iretimini uyarmakta
kullanilir. Flouressein, kloroformda ¢oziinmeyen ancak suda ¢oziinen sarimsi renkte bir
fluoresan pigmentidir. Bu pigmentin goriilebilmesi i¢in bazen UV 1s18a ihtiya¢ duyulur. King
B besiyerinde klinik izolatlarin %701 bu pigmenti olusturur. Fluoresan bir pigment olan

piyoverdin, referans bir Pseudomonas susundan (PAOT1) izole edilmistir (11, 15).

Piyosiyanin, mavi bir fenazin turevidir. P. aeruginosa igin karakteristiktir. Asidifikasyonla
rengi Once sartya sonra da kirmiziya donebilir, alkali ortamlarda ise renksizlesebilir. Suda ve
kloroformda erir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri kiiltiirlerine esit miktarda kloroform
eklenir ve calkalanirsa bu pigment besiyerinin i¢inde ¢Okmiis halde bulunan kloroform
icerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte gozlenir. Piyosiyanin dretimi King A besiyeri
kullanilarak arttirilabilir. 37 °C'de 5 giin inkiibe edilen P. aeruginosa suslarinin %80'"
piyosiyonin olusturur. Oda sicakliginda 3-4 giin birakilarak agar kiiltiirlerinde

pigmentasyonda artig gozlenir (11, 15, 16).

Piyorubin, bazi P. aeruginosa suslar tarafinda iiretilen parlak kirmizi renkte, kloroformda
¢oziinmeyen ancak suda ¢oziinen bir fenazin pigmentidir. Diislik oksijen konsantrasyonunda
geri doniisiimsiiz olarak rengini yitirir. Piyorubin klinik izolatlarin %2'sinde tiretilir (11, 15).

Piyomelanin, P. aeruginosa tarafindan iiretilen kahverengi, siyah renkte sik gozlenmeyen bir
pigmenttir (6). Besiyerinde Ozellikle piyosiyanin ve flouressein pigmentlerinin olusumu

Pseudomonas aeruginosa 'nin tanis1 yoniinden oldukga 6nemli bir 6zelliktir (14).

Pseudomonas aeruginosa 'nin 17 somatik (O) ve 6 flagella (H) antijeni vardir. O antijeni
1stya dayanikli, flagella ve fimbria antijenleri 1siya dayaniksizdir. Fosfatazlar, proteazlar ve

fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar (14, 16).

2.1.4. Cesitli Ajanlara Kars1 Direnclilik

Pseudomonas cinsi bakteriler, 1siya direngsiz bakterilerdir. 55 °C'de 1 saat ve 60 °C'de 15
dakikada oliirler. Cevre sicakligi kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar. Ozellikle hastane
ortaminda cerrahi ve yanik servislerinde organik kalintilarin bulunmasina bagl olarak uzun

stire canli kalabilirler. Steril saf su i¢inde bile oda sicakliginda iireyebilirler.



Diger patojenlere gore kimyasal dezenfektanlara daha direnclidirler. Uygun nem kosullari
temin edildigi zaman g¢esitli yerlerde ireyebilirler. DOrtli amonyum bilesiklerinde,
hekzoklorofenli sabunlarda, iyotlu soltisyonlar i¢inde bile treyebilirler, hatta dortli amonyum
bilesiklerini besin kaynagi olarak kullanabilirler. Fenoller ve glutaraldehit genellikle

Pseudomonas 'lara etkili olan dezenfektanlardir (7, 11).

Pseudomonas 'lar, Ozelliklerde P. aeruginosa yaygin olarak kullanilan antimikrobiyel
etkenlerin ¢oguna direnglidir. Ayn1 zamanda bir ¢ok antibiyotik grubuna tedavi sirasinda

direng kazanabilir. Genellikle aminoglikozitlere duyarlidirlar (15).

2.1.5. Patogenez

Pseudomonas aeruginosa 'min proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin 6zellikli
hiicre dis1 salgilarinin olmasi ve firsat¢1 patojen 6zelliginin bulunmas: cesitli hastaliklarin
olugsmasina neden olur. Pseudomonas 'lar; idrar yolu, géz, dis kulak, orta kulak, yanik ve yara
enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve bronkopnémoni, septisemi,  osteomiyelit,
psdédomembrandz kolit gibi hastaliklardan izole edilebilirler. Ozellikle yogun bakim initeleri,

yanik tiniteleri basta olmak tizere ¢ok farkli birimlerde salginlar olusturabilir (7, 9, 13).

P. aeruginosa 'nin yeni dogan ¢ocuklarin 6liimiiyle sonuglanan epidemik ishale neden oldugu
bildirilmistir. Hastane g¢evrelerinde 6zellikle immun sistemi zayiflamis hastalarda ishale

neden olarak yagami tehdit edebilir (7, 9).
P. aeruginosa 'nin viriilans faktorleri iki temel grupta siniflanabilir;
1. Bakteri hiicre yiizeyi ile iliskili viriilans faktorleri: Pili, Lipopolisakkarit, Aljiinat

2. Hiicre disina salgilanan viriilans faktorleri: Elastaz, Alkali Proteaz, Piyosyanin,
Pyoverdin, Proteaz IV, Fosfolipaz C, Exotoxin A (7, 9, 10, 16).



2.2. Candida albicans

2.2.1. Genel Ozellikler

Kandida cinsi mantarlar, Cryptococcaceae familyasindan olup 30’ dan fazla tiirii tarif
edilmistir. C. albicans disinda, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis,
C.viswanathii, C. parapsilosis, C. guilliermondi ve C. krusei diger onemli kandidalardan
bazilaridir. Dogal kaynagi insandir. Toprak ve bitkilerden de iiretilebilir. Kandida cinsi
mantarlar bifaziktir. Maya fazindayken tek hiicrelidir, konaga girdiklerinde basit
tomurcuklanma ile olusan blastosporlar ile {irerler. Yaptigi hastaliklara genel olarak
kandidiyaz (kandidiyoz) veya monilyaz ismi verilir. Insanda hastalik yapan kandidalarin
basinda C. albicans gelir. C. albicans’lar igerisinde GDH18, GDH3339, CA1957, ATCC
28366 ve ATCC 10321 suslar1 daha viriilandir. Diger kandidalar insanda seyrek olarak hastalik yapar

veya avirtilandir (17).

2.2.2. Morfoloji

Diger kandidalar gibi konaga girmeden once maya fazindadir, buna Y fazi (Yeast phase,
saprofit faz) denir. Konak dokuya temas ettikten bir siire sonra psddemigelyumlar gelistirerek
hastalik yapan fazina, yani M fazina (Mycelial phase, hyphal phase) gecerler. Y fazindaki
kandidalarin sitoplazmalarini bir hiicre membrani ve kalin bir hiicre duvari sarar. Bu fazdaki

C. albicans hiicresinin goriintiisii limona benzer. Ovoid ve iki kutbundan ¢ikintilidir. Hiicre
duvari c¢ok tabakalidir ve yapisinda 7-50 nm c¢apinda mikrofibriler demetler bulunur. Bu
mikrofibriller hiicre duvarini ¢epegevre kusatir ve fibriler ag olusturur. Fibriler agin yapisinda
bulunan her bir iplik 5-7 nm ¢apinda olup yapisinda B-glukan bulundugu diisiiniilmektedir.
Bu ags1 destek yapiya “coaxial network™ veya “fibrillar network™ adi verilir (burada bu yap1
icin fibriler ag terimi kullanilacaktir). Fibriler ag, hiicre duvarindaki kitin, mannoproteinler ve
diger proteinler i¢in matriks gorevi istlenir. Hiicre duvarmin yapisinda bulunan Kkitin,
hiicrenin ergosterol sentezi sirasinda elde edilir. Ergosterol ise C. albicans mikrozomal
sitokromlarinda bulunan lanosterol-14a-demetilaz’dan sentezlenir. C. albicans’in Y fazindan

M fazina ge¢mesi i¢in konak dokularina temas etmesi gerekir.



Bu durumda M fazina ge¢isi indiikleyen iki uyarn tespit edilmistir: 1) “mitogenactivated
protein kinase” aktivasyonu (Cphlp), 2) cAMP-bagimli aktivasyon yolu (Efglp). Bu
indiiksiyon mekanizmalar1 C. albicans’m SAP5 geni tarafindan kontrol edilir. SAP5 geni

bulunmayan mutantlar avirulandir ve daima Y fazinda kalirlar (17, 18).

2.2.3. Kultiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Bu mikroorganizmanin izolasyonu sorunsuzdur. igerisinde antifungal bulunmayan neredeyse
her besiyerinde {lireyebilirler. Sabouraud’s agarda, misir unlu agarda, patatesli nisastali
dekstroz agarda en kolay iirerler. Ilk izolasyonun %10 CO2 li atmosferde yapilmasi &nerilir.
37 derecede 1-4 giin inkiibasyonu takiben tipik koloniler ortaya ¢ikar. Koloniler diizgiin,

grimsi beyaz, nemli goriiniislii, yumusaktir ve peynir kokuludur. Birkag hafta beklemekle dev

kandida kolonileri ortaya ¢ikar. Koloniler eskidik¢e burusuk bir gériintim alir. Kiiltiirlerinden
alinan koloni materyali Gram olumlu boyanir ve 3-4 pum c¢apinda oval maya hiicreleri

seklinde goriiliir (19, 20).

Misir unlu jeloz besiyerinde klamidospor yapar. Bu sporlar pseudomicelyumlarin ucunda
gelisir ve 7-8 pum capindadir. Ayrica kalin duvarli terminal klamidospor yapabilir. Hasta
bolgeden skrapel ile kazinan deri veya tirnak pargalar1 bir Petri kutusu igerisinde
laboratuvarda ve oda 1sisinda haftalarca bozulmadan bekleyebilir. Ekiivyon ile alinan
materyalin bozulma riski olmadiindan transport besiyeri kullanmaya gerek yoktur. C.
albicans glukoz, galaktoz ve maltozu fermente eder. Laktoz, mellibiyoz, rafinoz, melisitoz ve
inaluni fermente etmez. Glukoz, galaktoz, maltoz, sukroz trehaloz, D-ksiloz, ve D- mannit’i
asimile eder; laktozu rafinozu ve sellobiyozu asimile etmez. Sikloheksidine duyarhdir.
Sukrozdan gaz yapmaz. C. albicans’1 diger kandidalardan ayiran en 6énemli 6zelligi germ tiip
deneyinin pozitif olmasidir (18, 19, 20, 24, 62).

2.2.4. Germ Tup Deneyi

Saf kdltirden bir 6ze dolusu koloni materyali, serum icerisinde suspanse edilir ve etlivde 2
saat bekletilir. Mikroskop ile 40x blyultmede incelenir. C. albicans tomurcuklanma gosterir.
Buna Reynold-Braude fenomeni de denir. Ayrica C. dubliniensis’de germ tiip deneyinde
pozitif sonu¢ verir ve C. albicans’dan 1s1 deneyi, yogun klamidospor olusumu ve genetik

incelemeler ile ayrilir (23, 24).
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2.2.5. Antijenik Yapilar

C. albicans hiicre duvarinda ii¢ 6nemli yap1 yer alir:1) B-glukan (fibriler ag1 olusturan ana
maddedir) 2) kitin (hiicre duvarina sertlik veren bir proteindir) 3) mannoproteinler (sekere
bagli proteinlerdir). Hiicre duvarinin yapisina katilan bu maddeler tomurcuklanma sirasinda,
M fazina gecerken ve gectikten sonra doku igerisine serbest kalirlar. Hepsi kuvvetli
antijeniktir. Tomurcuklanma sirasinda, tam tomurcuklanmanin olacagi noktada hiicre
duvarindaki kitin yapiy1 gevsetmek ve sitoplazmik genislemeyi kolaylagtirmak amaciyla bazi
enzimler salinir. Bu enzimler sitoplazmik membranin hemen altindan salinir ve periplazmik
bosluga geger. Hiicre duvarinin sitoplazmik membrana bakan ylizeyinde Con A adi verilen
reseptorlere tutunarak, o noktada hiicre duvarinin sinirli ve lokal olarak yikilmasini saglar.

Con A reseptorler sadece tomurcuklanmanin olacagi bolgede yer alirlar (18, 22, 23).

Candida albicans, eseyli  c¢ogalan, diploit, maya tipi  bir mantar tiri  ve
insanlarda oral ve vajinal firsatg1 enfeksiyonlarin etmenidir. Candida cinsine ait 200 tiir
olmasima karsin Candida enfeksiyonlarinin %75'nin sorumlusu C. albicans'tir. Bagisikligt
baskilanmis hastalarda (AIDS, kanser kemoterapisi, organ veya kemik iligi transferi
durumlarinda) sistemik fungal enfeksiyonlar (fungemi), hastalik ve 6liimiin baslica nedenleri
arasindadirlar. Ayrica bu yonde riski olmayan hastalarin hastanede edindikleri enfeksiyonlar
ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir. C. albicans insan agzi ve sindirim sistemi iginde
yasayan pek ¢ok organizmadan biridir. Saglikli yetiskinlerin %40'min agzinda, saglikli
kadinlarin %20-25'inin vajinasinda varlig1 gosterilebilir (22, 23, 24).

C. albicans sindirim sistemindeki varligiyla baska patojen bakterilerin ¢ogalmasini engeller.
Vicudun bagisiklik sistemi ve diger zararsiz bakteriler normal sartlarda kandidalar1 kontrol
altinda tutarlar. Ancak, diger bakterilerin sayisi C. albicans'a oranla azalirsa (6rnegin
antibiyotik kullanimindan dolay1), bagisiklik sistemi zayiflamigsa veya mayanin ¢ogalmasina
saglayan bagka sartlar mevcutsa (yiiksek seker, yiikksek pH) C. albicans zararsiz olan tek
hiicreli bi¢iminden, ¢ok hiicreli, istilac1 (invasif), kiif gibi ipliksi bi¢imine doniisiir ve viicudu
istilaya baslar. C. albicans'in iplik¢i bicimi hem psddohif hem de gercek hiflerden olusabilir.
C. albicans iplik¢i bir bi¢gime doniismesine ilaveten, konak dokulara baglanmasini saglayan
adhesinler, dokulara hem imha etmeye hem de onlara daha iyi yapismay1 saglayan proteazlar,

ve viicudun bagisiklik sisteminin tepkisini azaltan faktorler Gretir (21, 22, 23, 24).


https://www.wikizero.com/tr/Diploit
https://www.wikizero.com/tr/Mantar
https://www.wikizero.com/tr/Oral
https://www.wikizero.com/tr/Vajina
https://www.wikizero.com/tr/Vajina
https://www.wikizero.com/tr/Vajina
https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Fungemi&amp;action=edit&amp;redlink=1
https://www.wikizero.com/tr/Vajina
https://www.wikizero.com/tr/Sindirim_sistemi
https://www.wikizero.com/tr/Patojen
https://www.wikizero.com/tr/Patojen
https://www.wikizero.com/tr/Patojen
https://www.wikizero.com/tr/Ba%C4%9F%C4%B1%C5%9F%C4%B1kl%C4%B1k_sistemi
https://www.wikizero.com/tr/Antibiyotik
https://www.wikizero.com/tr/PH
https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Ps%C3%B6dohif&amp;action=edit&amp;redlink=1
https://www.wikizero.com/tr/Hif
https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Adhesin&amp;action=edit&amp;redlink=1
https://www.wikizero.com/tr/Proteaz
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2.2.6. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

Bagisiklik sistemi saglikli olan laboratuvar hayvanlarinda deneysel olarak kandidiyaz
olusturmak zordur. Deney hayvanlarinin ilgili dokularinin travmatize edilmesi, radyasyon
verilmesi veya immiin sistemlerinin bloke edilmesi durumunda deney hayvanlarinda
kandidiyaz olusturulabilmektedir. Deneysel orofaringeal kandidiyazlarda hastaligin
prognozunu etkileyen 4 grup anti-kandidiyal hiicre tespit edilmistir: PNL, mononiikleer
fagositler, CD4+ ve CD8+ T lenfositleri. Bltun T lenfositleri antikandidiyal etkiye sahip
degildir. Yiizeylerinde CD11b ve CDI18 markerlar1 tasiyan lenfositler antikandidiyaldir.
Antikandidiyal lenfositlerin yiizeylerinde Mac-1 (macrophage-1 antigen) reseptorleri bulunur.
Lenfositler kandidalara bu reseptorleri araciligi ile tutunabilmektedir. N-acetylglucosamine
ve R-glucan salgilayan kandidalar lenfositlerin Mac-1 aracilikli tutunmasini bloke edebilirler.
Aslinda bu iki enzim kandidalarin konak dokuya adezyonlarini saglayan ekstraseliiler
enzimlerdir. Bu enzimi bulunmayan mutant C. albicans hiicrelerinin hem viriilansi
kaybolmakta hem de koloni morfolojileri degismektedir. Bu enzim bloke edildiginde C.
albicans’in epitele tutunmasi %38 oraninda azalmaktadir. Epitel hiicrelerinin yiizeyinde
kandidalarin adezyonuna engel olan, blastokonidya ve hifa gelisimlerini engelleyen bir
mekanizmalar1 vardir. Epitelin bu 6zelligi konagin sistemik immiin savunmasindan kismen
bagimsizdir. Bu antikandidiyal 6zellik, kaynagini epitel hiicre yiizeyinde ne oldugu heniiz
kesin olarak bilinmeyen bir karbonhidrattan almaktadir, 1s1, paraformaldehit ve deterjanlar ile
epitelin bu o6zelligi ortadan kalkmaktadir. C. albicans diger kandidalar igerisinde agiz
mukozas1 ve plastik ylizeylere en iyi tutunan mantardir. Statherin ve PRPler (PRP1 harig), C.
albicans’in dis sert dokularina ve yanak mukozasina tutunmasina aracilik eder. Statherin
bloke edildiginde dis sert dokularina tutunma %93, yanak mukozasina tutunma %43 oraninda
azalir. Kandidalarin konak dokuya tutunmasi blastospor fazinda daha fazladir. Ortamda seker
(galaktoz) bulundugunda, veya 2 degerlikli iyonlar (Mg++, Ca++) bulundugunda tutunmasi
artar. Mono ve disakkaritler aderans1 pek az artirir, aminosekerler ise aderansi inhibe eder. C.
albicans, fibrinojen, fibronektin, trombin, laminin, tip | ve tip IV kollajene ve bakterilere

tutunmaya megillidir. Boyle tutunmalar ile kandidiyal biyofilmler olusur (20, 21, 22, 25).
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2.2.7. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Higbir hastalik olusturmadan ¢ok sayida kandida agiz, barsak, vajina, {ist solunum yolu ve
deri florasinda bulunur, bu floralarm dogal bir iiyesidir. Oportunistik patojendir. Immiin
yetersizligin bulundugu durumlarda yilizeyel ve derin mikozlara sebep olur. Ekstraoral
kandidiyazlar: Vajinit: bilhassa seker hastas1 kadinlarda daha sik rastlanir. Hem kan sekerinin
yiiksek olmasina bagli genel bir immun baskilanma vardir hem de glukoziiriye bagl ekolojik
bir degisim vardir. Bu durumda kandidiyaz, vulvada ve vajina ¢evresinde basit ekzamatoid
dermatit sekilde baslar, kasintilidir, vezikiil ve piistiiller goriilebilir, nadiren iilserlesebilir.
Ayrica vajinal dokudaki Ostrojen kiimiilasyonu sebebiyle gebeler bu hastaliga megillidir.
Boyle kadinlarin esleri duyarli ise glans penis {izerinde veya prepiiste benzer lezyonlar
goriilebilir. Bunlar genellikle siinnet olmamis veya fimozisli erkeklerdir. Bu acidan
bakildiginda vajinal kandidyaz veneryen hastalik gibi degerlendirilebilir. Onikomikoz:
Tirnaklar c¢evresinde agrili kirmizi kabarciklarla karekterize piyojenik lezyonlardir, fakat
cerahat yoktur. Tirnak sertlesir, kalinlasir ve oluklu bir goriintii alir. Bu tabloyu Tricophyton
ve Epidermophyton cinsi mantarlarin yaptigi lezyonlardan ayirabilmek igin kiiltiir yapilmasi
gerekir (21, 22, 23, 25).

Ayrica kandidalar ozellikle notropenik, cerrahi hastalart ve yogun bakim iinitesindeki
hastalarda kandidemi olusturmaktadir. Bu olgular giderek artmakta, kiiltlirde tiretilerek tan
konulmasi bir ¢ok olgunun gozden kagmasina neden olmaktadir. Hepatosplenik, idrar yolu

tutulumu disinda daha seyrek olarak pndmoni nedeni de olabilmektedir (18,19, 20).

2.3. Quorum Sensing (Cevreyi Algilama= Quorum Sensing)

2.3.1. Quorum Sensing Tarihcesi

Uzun yillar boyunca, iletisim yeteneginin ¢ok hiicreli “yiiksek yapili” organizmalara 6zgii bir
ozellik oldugu, bakteriler gibi tek hiicreli canlilarin ise sadece biliyiimek ve boliinmekten
ibaret olan son derece basit bir yasam tarzina sahip varliklar olduklari diisiiniiliiyordu. Ancak
giinlimiizde, bakterilerin “asosyal”, “yalniz yasayan”, “yalniz 6len” izole varliklar degisen
ortam kosullarina uyumlarmi kolaylastirmak i¢in karmasik hiicreler arasi iletisim sistemleri

kullanan topluluklar halinde bulunduklari kabul edilmektedir (27).
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Bakterilerin sosyal bir yasamlari oldugu ilk defa 1970’lerin basinda Gram (-) bir deniz
bakterisi olan Vibrio fischeri iizerinde yapilan ¢alismalar sirasinda ortaya ¢ikti. Bu bakteride
biyoliiminesens (biyoisima)’in kollektif bir ¢alisma ile olusturuldugu kesfedildi. Vibrio
fischeri’lerin yalniz olduklarinda 151k tiretemeyip ancak ¢ogalip belli bir sayiya ulastiklarinda,

hepsi birden ayn1 anda 1s1k liretmeye basliyorlardi (26).

Ik defa Vibrio fisheri’de tammlanmis olan bu bakteriyel iletisim sisteminin daha sonra V.
fisheri ile sinirli olmadig1 birgok Gram (-) ve Gram (+), insan, hayvan ve bitki patojeni
tarafindan yaygin olarak kullanildigi kesfedilmistir. Bakterilerin bu sistemi; antibiyotik
biyosentezi, konjugasyon, 6nemli viriilens faktorlerinin iiretimi ve biyofilm olusumu gibi

cok cesitli fizyolojik islemlerde kullandigi bulunmustur (26).

Bakteriler birbirleriyle iletisim kurmak i¢in kiiciik sinyal molekiilleri kullanirlar:
1. Acyl-homoserine lactones (AHLs) Gram (-),

2. Autoinducer peptides (AIPs) Gram (+),

3. Autoinducer-2 (Al-2) Gram (-) ve Gram (+)

Bakteriler bu sinyal molekiilleri araciligiyla yeterli cogunluga ulasip ulasmadiklarini
izlemekte ve yeter cogunluga ulastiklari anda da virulans faktorlerinin retimi gibi kritik gen

ekspresyonlari tetiklenmektedir (27).

Hiicreler arasi iletisimi saglayan bu haberlesme sistemi ¢evreyi algilama (quorum sensing)
olarak adlandirilir. Bu olay bakteriye kendi hiicre populasyon yogunlugunu izleme ve buna
bagli olarak davranislarini diizenlenme olanagi verir. Bdylelikle, konakta enfeksiyon
olusturabilecek yeterli cogunluga ulasincaya kadar bagisiklik sistemi tarafindan patojen

bakterinin fark edilmemesi saglanarak basarili bir enfeksiyon sureci olusturulur (27).

2.3.2. Gram (-) bakterilerde Quorum Sensing

Gram negatif bakteriler patojeniteye katkida bulunan bir seri viriilens faktorii tliretirler.

Bu virtllens faktorlerini Uretmek igin N-acil homoserine laktone (AHL) tirevi sinyal

molekiillerini kullaniyorlar.
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Bakteriler tarafindan sentezlenen bu kiigiik sinyal molekiilleri, bakteri hiicrelerinden difiize
olur ve bakteri sayisindaki artigsa paralel olarak ortamda birikmeye baslar. Hiicre yogunlugu
esik degere ulastiginda, ortamda birikmis olan molekiiller reseptor proteine baglanarak hedef

genlerin ekspresyonlari tetiklenir (28).

2.3.2.1. Pseudomonas aeruginosa Quorum Sensing Sistemi

Patojenik bakterilerin bircogunun viriilans faktérlerinin {iretimini AHL turevi sinyal
molekiilleri araciligi ile kontrol ettiginin kesfedilmesi ile Quorum Sensing (¢evreyi algilama)
sistemi antimikrobiyal tedavi i¢in yeni ve cazip bir hedef halini almistir.

Bakterileri direk 6ldiirmek yerine aralarindaki haberlesme sistemini bloke ederek bakteriyel
enfeksiyonlart tedavi etmek ve kontrol altinda tutmak, patojenlerle savasta ¢ok umut vaat

eden yeni bir strateji olarak diistiniilmektedir (28).

P. aeruginosa’da tanimlanmis {i¢ ana QS sistemi vardir; birbirleriyle hiyerarsik iliskileri olan

bu sistemler las , rhl ve quinolon signal sistemleridir.

las QS Sistemi: P. aeruginosa’da tanimlanan ilk QS sistemi ile LasB elastaz ifadesini
diizenleyen sistem aydinlatildigi i¢in las QS sistemi olarak adlandirilmigtir. Sistemin
bileslenleri; oto-uyaran sentaz geni olan lasl, sentaz geninin Grlini N-(3-oksododekanoyl)-L-
homoserin lakton (3-oxo0-C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan lasR
genidir, las sistemi sinyal molekdlii olan 3-0x0-C12-HSL’nin immunomodiilatér oldugu ve
konak yanitin1 baskiladigi da gosterilmistir (27, 28). (Sekil 2-1)

rhl QS Sistemi: Ramnolipid sentezini kontrol ettigi i¢in rhl adini alan bu ikinci QS
sisteminde oto-uyaran sentaz geni rhll, sinyal molekilu olan N-butiril-L-homoserin lakton
(C4-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan rhIR geni rol alir (27, 28). (Sekil
2-1)



Sekil 2-1. Pseudomonas aeruginosa Quorum Sensing Sistemi (49’dan degistirilerek)
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2.3.3. Candida albicans Quorum Sensing Sistemi

C. albicans hiicreleri de diger mikroorganizmalar gibi tiretmis olduklart sinyal molekiilleri ile
birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir yogunluga ulasip ulagsmadiklarini izlemekte ve
yeterli yogunluga ulastiklarinda ise viriilans faktorlerine ait genlerin ekspresyonlari
tetiklenmektedir. Boylelikle, konagin bagisiklik sistemini zamanindan O6nce uyarmayarak

basarili bir sekilde enfeksiyon baslamaktadir (29).

Cogu fungal patojende oldugu gibi C. albicans dimorfik yani maya ve hifsel form arasinda
geri donlisimlii olarak gecis yapabilme yetenegindedir. Bu morfolojik degisim g¢esitli
kosullara bagl olarak sirasi ile maya (blastospor), ¢imlenme (germ) tiipii, yalanct hif ve

gercek hif olusumunu kapsamaktadir (30, 34).

Hif olusumu 37 °C' de nétral pH ve serum varliginda uyarilmaktadir. Bu kosullar konak
kosullarini taklit etmektedir. Cimlenme tiipii olarak adlandirilan yeni olusan hif formlarinin
adhezyonlarmin maya formuna gore daha fazla oldugu gosterilmistir. Makrofajlar tarafindan
tutulan maya hiicreleri hif olusturarak makrofaji lizis etmektedirler. Bu fagolizozom i¢inde
olusan proteinazin mikrobisidal oksijen radikallerinin olusumunu saglayan proteinlere

saldirmasindan ileri gelmektedir (31, 34).

C. albicans hifal gelisimi viriilans faktorlerinin ekspresyonu ile ayn1 zamanda gergeklesir.
Adhezinler; Als (agglutinin-like sequence), Hwpl (Hyphal Wall Protein), Intl (Integrin) ve
Salgisal Aspartik Proteazlar (Sap 4-6) gibi viriilans faktorleri hif formu tarafindan
uretilmektedir (Hypha-coregulated genler) (32, 33).

C. albicans icin hiicreler >10° hiicre/ml oldugu zaman tomurcuklanan maya olarak, <10°
hiicre/ml olarak inokiile edildigi zaman misel olarak gelisim gostermektedir. In6kulum boyut
etkisi olarak bilinen bu durum dimorfik funguslarda en 6nemli fenomendir. Funguslardaki
inokulum boyut etkisi Quorum Sensing olarak bilinmektedir ve hiicre dis1 hiicre yogunluk

bagimli sinyaller Quorum Sensing molekiilleri adlandirilmaktadir (QSMs) (35, 36).
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1969°da Lingappa ve ark. C. albicans’in sivi Sabouraud besiyerindeki yedi giinliik
kiiltiirlerinden yaptiklar1 ¢alismada iki {irtiniin C. albicans’in iiremesini inhibe ettigini
gosterdiler: Fenil etil alkol ve triptofol. Bu molekuller 160 ve 250 uM konsantrasyonda C.
albicans’in tiremesini inhibe etseler de Hazen ve ark.’nin calismasinda bu molekiillerin
¢imlenme borusunun inhibisyonu icin gerekli olmadigi gosterildi. Ayni arastirmacilar
“morphogenic autoregulatory substance” (MARS) adi verilen bir molekiiliin C. albicans’in
doku kiiltiirlerinde yogun olarak bulundugunu ve c¢imlenmeyen hiicrelerin iiremesini
etkilemezken ¢imlenme olan hiicrelerde ¢imlenmeyi baskiladigini, ayrica kobalt, kalsiyum,

nikel gibi iyonlarin bu bilesigin etkisini yonlendirmede etkili olduklarini gosterdiler (37, 38).

2001 yilinda iki bagimsiz arastirmact grup, hif gelisimini baskilayan C. albicans

stipernatanlarinda bulunan bir molekiilii tanimladilar: “Farnesol” (39, 40). (Sekil 2-2)

Farnesol 1-50 uM konsantrasyonda C. albicans suslarina etki gésteren, besiyerinde bulunan
sigir serum albumini ya da prolin N-asetil glukozamin gibi hif olusumunu tetikleyen
maddelerin varligina ragmen migel olusumunu baskilayabilen bir sinyal molekiiliidiir. Ancak
hif olusumunu baskilayabilmek i¢in yiiksek konsantrasyonlara (10-250 pM) ihtiyag
duyulmaktadir . Ayrica hif olusumunu baskilamanin yaninda hiicreyi hidrojen perokside karsi
da korumaktadir. Farnesol’iin kazandirdigi bu O6zellikler mantarin konak savunmasindan

kagis1 i¢in iyi bir yol gibi gozikmektedir (41). (Sekil 2-2)

Farnesol, sterol biyosentezinde ara basamak olan farnesil pirofosfattan olugsmaktadir. Hornby
ve ark., C. albicans ekstraktlarinin farnesil pirofosfattan farnesol iireten bir enzime sahip
olduklarin1 ve farnesol Uretiminin ergosterol biyosentezinde rol oynayan zaragozik asit-B
aracili squalen sentaz enziminin inhibisyonu ile arttigin1 gosterdiler. Ergosterol sentezindeki
problem durumunda farnesol miktarinin artis1 belki de benzer mekanizma ile azol ilaglarin
kullaniminda ortaya ¢ikmaktadir. Azollerin ergosterol sentezini bozmasi sonucunda belki de

farnesil pirofosfat dncullerinin birikmesi nedeni ile farnesol miktarinda artis olmaktadir (42).

Farnesol olusumu ile ilgili bir diger 6zellik anaerobik kosullarda farnesol Uretiminin
olmayisidir. Anaerobik kosullarda C. albicans suslariin ergosterol hedefli antifungallere
duyarsiz oldugu bilinmektedir. Bu kosullarda ergosterol sentezi ile ilgili aktivitelerde

degisiklik ya da azalma olmasi, sonugta farnesol olusumunda da yetersizlige yol agmaktadir.
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llging olarak, anoksik kosullarda hif formasyonu disardan farnesol eklense de
baskilanmamaktadir (42). (Sekil 2-2)

Candida albicans’in irettigi ikinci QS molekiilii bir tirozin derivesi olan“tyrosol” diir.
“Tyrosol” farnesoliin aksine hif olusumunu arttirmaktadir. Boylece C. albicans farnesol ve
“tyrosol” yardimi ile morfojenezini kontrol altinda tutabilmektedir. Saccharomyces
cerevisiae’de tanimlanmis iki QS molekiilii fenil etanol ve triptofol C. albicans tarafindan da
iretilmekte ve “Tyrosol” etki gostermediginde yalanci hif olusumunu arttirmaktadir (43, 44,

69). (Sekil 2-3)

2.3.3.1. Candida albicans’ta Farnesol Etkisi

Kandidiyasis genellikle dental implantlar, yapay eklemler, merkezi sistem kataterleri gibi
implante cerrahi aletlerin kullanimu ile ilgilidir. Bu aletler biyofilm gelisimi i¢in substrat rolii
oynamaktadir. Medikal ekipmanlar da biyofilm olusumu C. albicans nedeni ile olusan

enfeksiyonlarin ilerlemesine neden olmaktadir.

Maya hiicrelerince baslangi¢ kolonizasyonunu takiben 3-6 saat sonra germ tiipii olusur.
Yeterli germinasyon ile yapisan mayalar biyofilmin substrata kuvvetle baglandigi bazal
tabakay1 olusturur. 48 saat sonra olgun bir biyofilm tipik olarak maya, misel ve pseudomisel
icermektedir. Olgun bir C. albicans biyofilmi polisakkaritleri, karbonhidratlari, proteinleri ve
bilinmeyen kompanentlerin olusturdugu matriks i¢erisinde maya, hif ve pseudohifi igeren bir
formdur (45, 57, 64, 65).

Polimetilmethakrilat materyal tizerinde biyofilm olusumu evreleri incelendiginde;

1- Erken faz (0-11 saat) : Fungus hicrelerinin substrata adhezyonu

2- Orta faz (12-30 saat): Maya formundan hif formuna gegis (dimorfizm) ile matriks olusumu
3- Olgun faz (31-72 saat): Fungus hiicreleri tamamen kalin bir ECM (hiicre dis1 materyal) ile
kaplanmis olmak iizere 3 faz saptanmustir. Biyofilmde ¢oklu morfolojiye sahip hiicrelerin
varlig1 Farnesol’lin hiicresel morfolojiyi diizenlemede ve olgun biyofilmin olusumunda role

sahip oldugunu gostermektedir (66).
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Ramage ve ark. ayrica, farnesol ile muamele olmus hiicrelerin Nouthern blot analizini
yapmak {izere hiicreleri 24 ve 48 saat 30 uM farnesol ile muamale etmislerdir. Izole edilen
RNA, HWP1 probu ile hibridize edilmistir. Farnesol ile muamele olmus hiicrelerde HWP1
mRNA ekspresyonunun farnesol ile muamele edilmemis hiicrelere gore daha diigiik oldugu

saptanmistir (46). (Sekil 2-4)

1- Farnesol ile muamele edilmemis kontrol biyofilmde temel olarak gercek hif mevcuttur.

2- 3 ve 30 uM Farnesol uygulandigi zaman biyofilm maya hcreleri, pseudohif ve gercek
hiften olusmaktadir.

3- 300 uM Farnesol ilave edildiginde sinirli biyofilm olusumu vardir. Olusan biyofilm maya

hlicreleri ve pseudohiften olusmaktadir (45, 46, 58, 64, 65).

Farnesol konsantrasyonu bir kez artinca yeni iiretilen maya hiicrelerinde miselial gelisim
gozlenmez, hiicreler maya formunda olur. Bu mayalar da olgun biyofilmden uzaklasir ve
herhangi bir yerde yeni bir biyofilm olusumunu baslatir. Olgun biyofilm siipernatantinin
planktonik C. albicans'n biyofilm olusumunu inhibe ettigini gozlenmistir. Farnesol veya
diger silipernatant faktorlerinin biyofilm icinde yerler veya kanallar a¢ilmasina yardim ettigi,
bunun da yiizeyde daha fazla kolonizasyonu engelleyerek besin alinimimi ve atik {iriin

atilimini sagladigi hipotezidir (46, 58, 73). (Sekil 2-2 ve Sekil 2-4)

HiC._/ Y ~OH

CH, CH;  CHs

Sekil 2-2. Farnesol (47°den)

o
HO

Sekil 2-3. Tyrosol (47’den)
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2.3.3.2. Candida albicans'ta Tyrosol Etkisi

C. albicans farkli yogunluk bagimli feromenler gosterir. En fazla dikkat ¢eken QS
davraniglarindan birisi hiicreler taze ortam ile dillie edildikleri zaman hucrelerin gosterdikleri
oldukca uzun lag fazdir. Diliisyon artik¢ca eksponansiyel fazin baglamasi uzun siirer. Bunun
nedeni hiicre soliisyonuna taze ortam eklendiginde hiicrelerin farklilagsmasi sirasinda ortama
salinan otoindiikleyici molekiillerin seyrelmesidir. Bu sekilde bu bilesikler kritik

konsantrasyonun altina diismektedir (44).

Tyrosol diisiik hiicre yogunlugunda hiicre biiylimesini ve germ tiipii olusumunu indiikler.
Maya formundan filamentdz forma doniisiimii hizlandirir. Hiicre yogunlugunun C. albicans
gelisimi iizerine etkisini incelemek icin yapilan bir calismada; 1 gecelik sentetik minimal
ortamda kiiltiire edilmis C. albicans kiiltiirii izerine diliie ortam ilave edilmistir. Tyrosol
varliginda ve yoklugunda C. albicans hicrelerinde germ tiipii olusumu incelenmis ve tyrosol
varliginda 1. saatte hiicrelerin %55'nin ve 2. saatte %80Mmin germ tiiplii olusturdugu

gozlenmistir (44). (Sekil 2-3 ve Sekil 2-4)

Oxidative stress Antimicrobial
resistance activity
FARNESOL ——> |Drug resistance
Filamentation Biofilm

TYROSOL q Lag growth phase

Sekil 2-4. Candida albicans Quorum Sensing Sistemi (63’ten)
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2.4. Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans Etkilesimi

2.4.1. Direkt Etkilesim

P. aeruginosa hicreleri C. albicans hifal htcrelerini o6ldurir, ama C. albicans maya
hicrelerini 6ldiremez. C. albicans Uzerindeki 6limcul etkinin C. albicans'in hiicre duvarini
degistiren piyosiyanine bagli oldugu disiiniilmektedir. P. aeruginosa, C. albicans’a
baglanmasindan sonra hif hiicrelerini 6ldiirmesinde lektin karbonhidrat, tip IV pili aracilik

etmektedirler (47, 48, 50, 53, 77, 78).

2.4.2. Dolayh Etkilesim

Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans etkilesimi Quorum Sensing mediyatorleri
araciligr ile gerceklesmektedir. Gram negatif bakterilerin ¢ogunlugu N-acil homoserin
laktonlar1 (AHL) kullanarak kendi aralarinda baglanip ve transkripsiyonel faktorleri ya aktive
ya da inhibe edebilirler. Pseudomonas aeruginosa’da AHL’ye bagli iki adet Quorum Sensing

sistemi (las ve rhl) tanimlanmustir (51, 52, 55).

Las sisteminin mediyatori 3-oksododekanoil homoserin lakton (3-oxo-HSL) bir
otoindiikleyicidir ve bu mediyator Lasl sentaz vasitasi ile yapilmaktadir. Ikinci otoindiikleyic
mediayator (butanoil homoserin lakton) RhIl sentaz araciligi ile yapilmaktadir. Bu iki
mediyator kendilerine ait olan transkripsiyon faktorlerine LasR ve RhIR baglanmakta ve onlart
aktive etmektedirler (56, 59, 60, 61).

3-okso-homoserin  lakton Pseudomonas aeruginosa hiicrelerinin yiizeyel baglanma
proteinlerinin yapiminda gerekli oldugundan dolayi, P. aeruginosa’nin C. albicans hiflerine

baglanmasi i¢in de gerekli oldugu 6ne siiriilmiistiir (53, 54, 56, 57). (Sekil 2-5)
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P. aeruginosa’da ti¢iincii bir Quorum Sensing sistemi Pseudomonas Quinolon signal (PQS)
olarak yakin zamanda tanimlanmistir ve bu sistemde 2-heptyl-3-hydroxyl-4-quinolone
medyiatorii kullanilmaktadir. Kinolon signal sistemi lasl/R tarafindan indiklenirken rhll/R ile
inhibe olmaktadir. Pseudomonas aeruginosa kinolon sistemi g¢esitli viriilans faktorlerin
olusumunu indiiklemektedir. Bu viriilans faktorleri arasinda en onemli olan piyosiyanin yer
almaktadir (75). Piyosiyanin mavi renkte olup kloroform’da eriyebilmektedir. Piyosiyanin P.
aeruginosa’da NADH/NAD oranini stabil tutarak bakterinin kisitli oksijen varliginda
yasamima devam edebilmesini saglamaktadir. Piyosyanin ayni zamanda antimikrobiyal
aktivitesine sahip olup Gr(+) ve Gr(-) mikroorganizmalari etkilemektedir. Ayrica piyosiyanin

C. albicans’1, dkaryot olmasina ragmen etkileyebilmektedir. Piyosiyanin C. albicans’ta c-
AMP’1 indirgeyerek maya hiicrelerinin hif hiicrelerine doniisiimiinii inhibe etmektedir (59, 60,

61, 63, 76). (Sekil 2-5)

C. albicans Quorum Sensing mediyatorleri olarak Farnesol ve Tyrosol’u iiretmektedir.
Farnesol ¢imleneme borusu olusumunu inhibe edip, hif hiicrelerinin maya hiicrelerine
doniisimiinii (3-okso-homoserin lakton gibi) inhibe eder. Farnesol bu etkisini C. albicans’
daki Rasl yolagini inhibe ederek gostermektedir (70, 71, 72). (Sekil 2-5)

Ayrica Farnesol Pseudomonas aeruginosa’daki kinolon signal yolagini inhibe ederek
piyosiyanin olusumunu engellemektedir. Farnseol kinolon signal yolagimi etkileyerek P.
aeruginosa’nin yayilma hareketini inhibe etmektedir ve bu yayilma hareketinden sorumlu olan

Ramnolipid (glikolipit) molekiillerinin olugumu kinolon signal sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir (70, 73, 74, 75).
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Sekil 2-5. Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans Etkilesimi (47°den)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Biotek ELX800 Absorbance Microplate Reader, ABD
-80, -20, +4 Buzdolabi, Beko, Tlrkiye
Pipet Seti (10-100-1000 ul) Eppendorf, Almanya

Vorteks Combispin, Biosan, Litvanya

Inkibatér Memmert, Almanya

Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

Farnesol 25 g, Sigma Aldrich, ABD

Tyrosol 500 mg, Sigma Aldrich, ABD

Dimetylsulfoksid (DMSO) 100 ml, Sigma Aldrich, ABD
Meuller Hinton Broth 500 g, Sigma Aldrich, ABD
Meuller Hinton agar, ORBAK, Tirkiye

96 kuyucuklu Playt (U tabanli), Tiirkiye
50 ml ve 15 ml Falkon, Turkiye

Pipet uglari, Gilson, Inc., ABD

Eppendorf tip, Gilson, Inc., ABD

Kullanilan Yazilimlar

GENS5 2.0.9 software
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Pseudomonas aeruginosa Suslari

Bu ¢aligma 2017-2018 yillari arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 9 farkli hasta 6rneginden izole edilen (3 idrar, 3 kan, 3
balgam) Pseudomonas aeruginosa susu ve 1 adet satin alinmig ATCC 15692 Pseudomonas

aeruginosa standart susu kullanilarak gerceklestirildi.

Pseudomonas aeruginosa suslari ¢alismaya alinana kadar -80 °C de 1.5 ml’lik steril eppendorf

tiplerinde gliserin icerisinde saklandi.

Farnesol ve Tyrosol Stok Séllsyonu

Farnesol (CsH260 : 3,7,11-Trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-o0l) sesquiterpen alkol’dir ve oda 1sisinda
stvi haldedir, molekiiler agirlign 222.37 gram/mol, dansitesi 0.887 gram/ml’dir. Farnesol
dimetilsulfoksit ile dilie edilerek 500 milimolar stok soliisyon hazirlandi. Bu stok soliisyondan 4
(dort) farkli konsantrasyon (10 , 50 , 100 ve 200 mikromolar) 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerinde
hazirlanip deneyde kullanilana kadar -20 °C buzdolabinda saklandi.

Tyrosol (CgH100: : 2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol) fenol alkol’dir ve oda 1sisinda kati haldedir,
molekiiler agirlig1 138.64 gram/mol, dansitesi 1.16 gram/ml dir. Tyrosol distile su ile diliie edilerek
500 milimolar stok soliisyonu hazirlandi ve bu stok soliisyondan 8 (sekiz) farkli konsantrasyon
(1.2,25,5, 10,20, 40 ve 80 mikromolar) 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerinde hazirlanip deneyde
kullanilana kadar -20 °C de saklandu.

Muller Hinton broth Hazirlanmasi

Muller Hinton broth Sigma-Aldrich’ten temin edildi. Ureticinin prospektiisiine gore hazirlanan
brotlar 50 ml’ lik steril falkonlarda stoklanip ¢aligmaya kadar +4 °C de saklandi.
Miiller Hinton Agar besiyerleri soguk zincir kurallarina uyularak hazir olarak 9 mm capinda

petrilere dokiilmiis halde temin edildi.
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Farnesol ve Tyrosol’un birer C. albicans Quorum Sensing mediyatorti olarak Pseudomonas
aeruginosa’nin iiremesi lizerinde olan etkileri iki farkli deneyde arastirildi. Plak absorbans ve
hlicre canlilik deneyleri, Shaymaa H. Abdel-Rhman ve ark. Misir’da yapmis oldugu ¢alismada
kullanilan yontemle ¢aligilmistir (72).

3.2. U tabanh 96 Kuyucuklu Plak Absorbans Deneyi

3.2.1. Farnesol Plak Absorbans Deneyi

Buzdolabinda -80 °C da saklanan 10 adet P. aeruginosa susu oda 1sisina getirilerek giivenlik
kabini igerisinde steril ekiivyon yardimi ile 50 ml’ lik falkon tiiplerindeki Miiller Hinton brotha
indkule edildi, 37 °C de ve 24 saat boyunca inkibe edilen falkon tpleri vortekslendi. Plagin
ilk swrasindaki 9 kuyucuga falkon tiipiinden 200 mikrolitre transfer edildi. Bu islem her bir

Pseudomonas aeruginosa susu i¢in tekrarlandi.

Oda 1s1sina getirilen farkli konsantrasyonlardaki Farnesol tiiplerinden plaklardaki kuyucuklara
2 mikrolitre ilave edildi. Sonugta plagin birinci sirasindaki ilk iki kuyucuga 10 mikromolar , 3.
ve 4. kuyucuga 50 mikromolar , 5. ve 6. kuyucuga 100 mikromolar , 7. ve 8. kuyucuga 200
mikromolar konsantrasyonunda Farnesol ilave edildi. Kontrol olarak kullanilacak olan 9.

kuyucuga sadece 2 mikrolitre dimetilsulfoksit ilave edildi. (Tablo 3-1)

3.2.2. Tyrosol Plak Absorbans Deneyi

24 saat, 37 °C de inkiibe edilen biri ATCC susu olmak tizere 10 farkli P. aeruginosa susundan
yine 200 mikrolitre plagin her sirasindaki sekiz kuyucuga ilave edildi. Oda 1sisina getirilen
farkli konsantrasyonlardaki Tyrosol tiiplerinden plaklardaki kuyucuklara 2 mikrolitre ilave
edildi. Sonucgta plagin birinci sirasindaki ilk kuyucuga 1.2 mikromolar, 2. kuyucuga 2.5
mikromolar, 3. kuyucuga 5 mikromolar, 4. kuyucuga 10 mikromolar, 5. kuyucuga 20
mikromolar, 6. kuyucuga 40 mikromolar, 7. kuyucuga 80 mikromolar konsantrasyonunda olan
Tyrosol ilave edildi. Kontrol olarak kullanilacak olan 8. kuyucuga sadece 2 mikrolitre distile

su ilave edildi. (Tablo 3-2)
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Bu sekilde hazirlanmis olan dort adet plak 16 saat boyunca 37 °C de inkibe edildi.

Inkiibasyondan sonra plaklar Biotek ELX 800 spektrofotometre cihazinda 630 nanometre de

GENS5 yazilimi kullanarak her bir kuyucugun absorbansi okundu. Kontrol kuyucuktaki

absorbans %100 kabul edilerek diger kuyucuklardaki absorbans ile oranlanarak Farnesol ve

Tyrosol’un farkli konsantrasyonlarinin P. aeruginosa’da iireme aktivitesi iizerine etkisi

arastirtldi. Elde edilen oranlara gore her P. aeruginosa susu iiremesinde gozlemlenen

inhibisyon orani hesaplandi. Ornegin bir P. aeruginosa susunda Farnesol 100 mikromolar

konsantrasyonunda olan kuyucukta, kontrol kuyucuktaki absorbans %2100 kabul edilerek

absorbans oranlamas1 %86 ise Ureme %14 inhibe olmustur. Bu asama 10 farkli giin ve

zamanda hata payini minimize etmek icin tekrar edildi.

Tablo 3-1. Farnesol Plak Absorbans Deneyi

Konsantrasyon | Farnesol | Farnesol | Farnesol | Farnesol | Farnesol | Farnesol | Farnesol | Farnesol | ppso
(1) 10 10 Lo Lo 100 100 200 200

Izolat 1 2 pl 2 pl 2l 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2l 2 pl
200 pl | 200 ! | 200 ! | 200 ! | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200pl

Izolat 2 2l 2 ul 2ul 2l 2l 2 ul 2 pl 2ul | 2p
200 pl | 200 ! | 200 ! | 200 ! | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200pl

Izolat 3 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2l 2 pl
200 pl | 200 i | 200 pl | 200 pl | 200 Wi | 200 pi | 200 wi | 200 W | 2004

Izolat 4 2 pl 2 ul 2 pl 2l 2l 2 ul 2 ul 2ul 2 ul
200 pl | 200 i | 200 pl | 200 pl | 200 i | 200 pi | 200 wi | 200 W | 2000

Izolat 5 2 pl 2 pl 2 ul 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2ul | 2pl
200 pl | 200 i | 200 i | 200 it | 200 it | 200 pi | 200 pi | 200 pi | 2004

Izolat 6 2 pl 2 ul 2 ul 2 pl 2 ul 2 pl 2l 2pl | 2ul
200 pul | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 i | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200ul

Izolat 7 2 pl 2 pl 2 ul 2 pl 2 ul 2 pl 2 pl 2l 2 pl
200 ul | 200 i | 200 wl | 200 i | 200 Wi | 200 i | 200 Wi | 200 W | 20041

Ilzolat 8 2 ul 2 ul 2ul 2l 2l 2l 2 pl 2ul | 2pl
200 pl | 200 ! | 200 ! | 200 ! | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200pl

Izolat 9 2 pl 2l 2 ul 2l 2l 2l 2 pl 2l | 2pl
200l | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pd | 200 pl | 200 pl | 200ul

lzolat 10 2l 2l 2 pl 2l 2l 2l 2 ul 2l 2
200 il | 200 i | 200 uf | 200 i | 200 i | 200 i | 200 i | 200 i | 200,




Tablo 3-2. Tyrosol Plak Absorbans Deneyi

[ronsantrasyon | Tyrosol | Tyrosol | Tyrosol | Tyrosol | Tyrosol | Tyrosol | Tyrosol | Distile Su
(M) 12 | 25 5 10 20 40 80

Izolat 1 2pl o2l | 2pl | 2pl | 24 2l 2l 2l
200 pl | 200 i | 200 i | 200 pi | 200 i | 200 pit | 200 W | 200 i

Izolat 2 2pl | 2l | 2@ 2l | 2 2l 2 pl 2 pl
200 pl | 200 pi | 200 i ] 200 wi | 200 i | 200 wi | 200 w | 200 Wl

Izolat 3 2l | 2 | 2 2l | 24 2l 2l 2l
200 pl | 200 i | 200 i | 200 pit | 200 i | 200 pit | 200 Wi | 200 i

Izolat 4 2pl |2l | 2p | 2pl | 24 2l 2l 2l
200 pl | 200 pt | 200 i | 200 wi | 200 i | 200 pi | 200 pi | 200 i

Izolat 5 2pl | 2 | 2§ 2l | 20 2l 2 pl 2 pl
200 pl | 200 pi | 200 wi | 200 wi | 200 i | 200 pi | 200 pi | 200 i

Izolat 6 2l o2l | 2 o 2pl | 240 2l 2l 2l
200 I | 200 i | 200 i | 200 pi | 200 i | 200 pit | 200 Wi | 200 i

Izolat 7 2 pl 2pl | 2ul 2 ul 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl
200 pl | 200 pt | 200 i | 200 wi | 200 i | 200 pi | 200 pi | 200 i

Izolat 8 2pl | 2l | 2@ 2l | 2 2l 2 pl 2 pl
200 pl | 200 ui | 200 wi | 200 Wi | 200 i | 200 Wi | 200 W | 200 W

Izolat 9 2l 2l | 2pl | 2pl ] 24 2l 2l 2l
200 pl | 200 i | 200 i | 200 pit | 200 i | 200 pit | 200 Wi | 200 i

Izolat 10 2pl |2l | 2p | 2pl | 24 2l 2l 2l
200 pl | 200 pt | 200 i | 200 wi | 200 i | 200 pi | 200 pi | 200 i

28
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3.3. Hiicre Canlhilik Deneyi

Buzdolabinda -80 °C da saklanan 10 adet P. aeruginosa susu oda 1sisina getirilerek giivenlik
kabini icerisinde steril ekiivyon yardimi ile 50 ml’lik falkon tiiplerindeki Miiller Hinton broth’a
inokle edildi, 37 °C de ve 24 saat boyunca inkiibe edilen falkon tiipleri vortekslendi. i¢inde iki
mililitre Muller Hinton broth bulunan 15 ml’lik steril falkon tiiplerine steril ekiivyon yardimi ile
bir gece inkiibe edilmis 50 ml’lik falkonlardan subkiiltiir yapild1 ve bu 15 mililitrelik falkon
tlpleri 37 °C de 24 saat boyunca inkibe edildi.

Her P. aeruginosa susu i¢in toplam 12 (oniki) adet 15 ml’lik steril falkon tiiplerinde subkiiltiir
hazirlandi. Biri kontrol olmak iizere dort falkona Farnesol’un 4 farkli konsantrasyonundan 20
mikrolitre ilave edildi, kalan yedi falkona biri kontrol olmak iizere 6 falkona Tyrosol’un 6 farkli

konsantrasyonundan 20 mikrolitre ilave edildi.

Hazirlanan falkonlar galkaliyici fonksiyonu olan inkiibatorde 37 °C de, 16 saat boyunca ve 150
rpm calkalama hizinda inkiibe edildiler. Bu siirenin sonunda falkonlar sogutmali santrifiijde 20
°C de, 3000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak tiip dibindeki P. aeruginosa
hiicrelerinin yer aldig1 pelletin tamami pipetor yardimi ile steril 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine

transfer edildi ve Gzerine 1 mililitre Miller Hinton broth ilave edildi.

Ug ayn steril 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine 1 mililitre Miiller Hinton broth ilave edildi. P.
aeruginosa pelletini i¢eren eppendorf tiipii vortekslendikten sonra 1 mikrolitre alinip, 1 mililitre
Miiller Hinton broth iceren ikinci eppendorf tiipiine aktarildi. Bu ikinci eppendorftan 3. ye ve 3.
den de 4. ye 1 mikrolitre alinarak seri diliisyonlar yapildi. En son dordiincu eppendorftan 100
mikrolitre alarak Muller Hinton agar besiyerine aktararak steril 6ze ile petrinin bitln ylzeyine
ekim yapildi. Ekimi tamamlanmig petriler 24 saat 37 °C de inkibe edildi. Petrilerdeki goz ile
goriinen tiim koloniler sayildi. Bu asama 3 farkli giin ve zamanda hata payin1 minimize etmek

icin tekrar edildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma 2017-2018 yillar1 arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 9 farkli hasta 6rneginden izole edilen (3
idrar, 3 kan, 3 balgam) Pseudomonas aeruginosa susu ve 1 adet satin alinmig ATCC 15692

Pseudomonas aeruginosa standart susu kullanilarak gerceklestirildi.

4.1. U tabanh 96 Kuyucuklu Plak Absorbans Deneyi

Birinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonu bakteri
iremesini %17.89 oraninda inhibe etmistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol’un 1.2 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %8.6 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-1).

Ikinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 10 ve 50 mikromolar konsantrasyonlari %5.7
oraninda bakteri iiremesini inhibe etmistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol’un 10 mikromolar

konsantrasyonu bakteri iiremesini %13.5 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-2).

Uclincli P. aeruginosa izolatinda Farnesol’'un 200 mikromolar konsantrasyonu %23.15
oraninda bakteri iiremesini inhibe etmistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol’un 20 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %13.31 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-3).

Dordiincu P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 100 mikromolar konsantrasyonu %10.77
oraninda bakteri liremesini inhibe etmistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol’un 40 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %9.07 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-4).

Besinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 50 mikromolar konsantrasyonu %11.44 oraninda
bakteri tiremesini inhibe etmistir. Aymi bakteri susunda Tyrosol’'un 80 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %17.32 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-5).
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Altinct P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonu %24.62 oraninda
bakteri iiremesini inhibe etmistir. Aymi bakteri susunda Tyrosol’un 10 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %12.03 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-6).

Yedinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonu %5.41 oraninda
bakteri {liremesini inhibe etmistir. Ayni bakteri susunda Tyrosol’un 1.2 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %7.88 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-7).

Sekizinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol’un 50 mikromolar konsantrasyonu %10 oraninda
bakteri iliremesini inhibe etmigtir. Ayni bakteri susunda Tyrosol’'un 1.2 mikromolar

konsantrasyonu bakteri iiremesini %11.65 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-8).

Dokuzuncu P. aeruginosa izolatinda Farnesol’'un 50 mikromolar konsantrasyonu %7.4
oraninda bakteri liremesini inhibe etmistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol’un 20 mikromolar

konsantrasyonu bakteri tiremesini %15.69 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-9).

Onuncu P. aeruginosa izolatinda (ATCC 15692) Farnesol’un 50 mikromolar konsantrasyonu
%14.87 oraninda bakteri liremesini inhibe etmistir. Ayni bakteri susunda Tyrosol’'un 5

mikromolar konsantrasyonu bakteri iiremesini %7.35 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4-10).

Plak absorbans deney verilerine gére 10 adet (bir ATCC 15692 dahil) P. aeruginosa susu
tizerinde Farnesol’'un 200 mikromolar konsantrasyonu en etkili inhibisyon konsantrasyonu

olarak gozukur iken, Tyrosol i¢gin 20 mikromolar konsantrasyonu bu etkiye sahiptir.



Sekil 4-1. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 1
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Sekil 4-2. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 2
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Sekil 4-3. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 3
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Sekil 4-4. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 4
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Sekil 4-5. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 5
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Sekil 4-6. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 6
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Sekil 4-7. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 7
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Sekil 4-8. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 8
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Sekil 4-9. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 9
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Sekil 4-10. Farnesol ve Tyrosol Plak Absorbans Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 10
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4.2. Hiicre Canlilik Deneyi

Birinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi1 deneyinde 120
x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 100 mikromolar konsantrasyonunda 20 x 10°
(cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gore Farnesol’un 100 mikromolar
konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol olmadan
yapilan koloni sayiminda 60 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 20 mikromolar

konsantrasyonunda hig tireme olmadigi gézlemlendi (Sekil 4-11).

Ikinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi deneyinde 60 x
10° (cfu/ml) bakteri hiicresi say1ldi. Farnesol’un 100 mikromolar konsantrasyonunda hig iireme
olmadig1 gozlemlendi. Bu sonuglara gore 100 mikromolar konsantrasyonu en giiglii inhibitor
etkiyi gostermistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol olmadan yapilan koloni sayiminda 80 x 10°
(cfu/ml) bakteri hucresi sayildi. Tyrosol’un 80 mikromolar konsantrasyonunda hi¢ (reme
olmadig1 gozlemlendi (Sekil 4-12).

Uglincii P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayim1 deneyinde 100
X 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonunda hig
ireme olmadig1 gézlemlendi. Bu sonuglara gore Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonu
en giiclii inhibitor etkiyi gostermistir. Aynm1 bakteri susunda Tyrosol olmadan yapilan koloni
sayiminda 40 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 2.5, 5, 20 ve 80 mikromolar

konsantrasyonlarinda hi¢ tireme olmadigi gozlemlendi (Sekil 4-13).

Dorduncu P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi1 deneyinde
40 x10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 100 ve 200 mikromolar
konsantrasyonlarinda 40 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Aym bakteri susunda Tyrosol
olmadan yapilan koloni sayiminda 35 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 80
mikromolar konsantrasyonda 10 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gore

Tyrosol’un 80 mikromolar konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi géstermistir (Sekil 4-14).
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Besinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayim1 deneyinde

80 x10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 10, 50 ve 200 mikromolar
konsantrasyonlarinda 60 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Ayni bakteri susunda Tyrosol
olmadan yapilan koloni sayiminda 40 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 2.5 ve
5 mikromolar konsantrasyonlarinda 20 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayild1. Bu sonuglara gore

Tyrosol’un 2.5 ve 5 mikromolar konsantrasyonu en giiclii inhibitor etkiyi géstermistir (Sekil 4-
15).

Altinc1 P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi deneyinde

100 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 10 ve 50 mikromolar
konsantrasyonlarinda 20 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol
olmadan yapilan koloni sayiminda 140 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 2.5
mikromolar konsantrasyonunda 40 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gore

Tyrosol’un 2.5 mikromolar konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir (Sekil 4- 16).

Yedinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi deneyinde
120 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 200 mikromolar konsantrasyonunda 20
X 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gore Farnesol’'un 200 mikromolar
konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol olmadan
yapilan koloni sayiminda 100 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 2.5 mikromolar
konsantrasyonunda 15 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gére Tyrosol’un 2.5

mikromolar konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir (Sekil 4-17).

Sekkizinci P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi deneyinde
140 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 50, 100 ve 200 mikromolar
konsantrasyonlarinda hi¢ tireme olmadigi gézlemlendi. Ayn1 bakteri susunda Tyrosol olmadan
yapilan koloni saymminda 60 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 10 ve 40

mikromolar konsantrasyonlarinda hi¢ iireme olmadigir gozlemlendi (Sekil 4-18).
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Dokuzuncu P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi
deneyinde 140 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’un 50 mikromolar
konsantrasyonunda hi¢ tireme olmadig1 gozlemlendi. Ayni bakteri susunda Tyrosol olmadan
yapilan koloni sayiminda 100 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi . Bu sonuglara gore
Farnesol i¢in 50 mikromolar ve Tyrosol i¢in 40 mikromolar konsantrasyonlart en giicli

inhibitor etkiyi gostermistir (Sekil 4-19).

Onuncu P. aeruginosa izolatinda Farnesol ilave edilmeden yapilan koloni sayimi1 deneyinde 80
x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Farnesol’'un 10 mikromolar konsantrasyonunda hig
iireme olmadig1 gozlemlendi. Ayni bakteri susunda Tyrosol olmadan yapilan koloni sayiminda
200 x 10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Tyrosol’un 2.5 mikromolar konsantrasyonunda 35 x
10° (cfu/ml) bakteri hiicresi sayildi. Bu sonuglara gore Tyrosol’'un 2.5 mikromolar

konsantrasyonu en gii¢lii inhibitor etkiyi gostermistir (Sekil 4-20).

Hiicre canlilik deneyinden elde edilen verilere gore 10 adet (bir ATCC 15692 dahil) P.
aeruginosa susu tizerinde en yiiksek oranda inhibisyon gosteren konsantrasyonlar sirasi ile

Farnesol i¢in 200 mikromolar, Tyrosol i¢in 20 mikromolar olmustur.



Sekil 4-11. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 1
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Sekil 4-12. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 2
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Sekil 4-13. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 3
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Sekil 4-14. Farnesol ve Tyrosol Hicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 4
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Sekil 4-15. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 5
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Sekil 4-16. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 6
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Sekil 4-17. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 7
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Sekil 4-18. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 8
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Sekil 4-19. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 9
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Sekil 4-20. Farnesol ve Tyrosol Hiicre Canlilik Deneyi, Pseudomonas aeruginosa izolat 10
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5. TARTISMA

Quorum Sensing iletisim sistemi giiniimiizde arastirmalarin ¢ogunda yer almistir. Bu sistem
hem bakterilerde hem de mantarlarda etkilidir. Bakterilerde Pseudomonas aeruginosa ve
mantarlarda Candida albicans Quorum Sensing sistemini patojenitelerini gergeklestirmek i¢in
kullanmaktadirlar. E§ zamanli bakteriyel ve mantar enfeksiyonlarinda her mikroorganizmanin
Quorum Sensing mediyatorleri digerini de etkilemektedir. Cogu zaman miks bakteriyel ve
mantar enfeksiyonlari, hem tanimlama hem de tedavide daha 6nem kazanmis olup, ayn1 anda
iki farkli mikroorganizma tarafindan olusan enfeksiyonda hangisinin 6n planda yer aldiginin
karar1 daha dikkatli olmay1 gerektirmektedir (1, 2, 3, 4). Son yillarda, iki 6nemli firsatct
patojen olan Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans arasinda, bir tiir sinyal aracilikli
etkilesim ile her iki mikroorganizmanin viriilans 6zelliklerinin etkilendigi gosterilmistir (1, 2,

3,47, 57).

Hogan ve ark. 2002'de ABD'de yapmis olduklar1 ¢alismada bakteriyel ve mantar etkilesimini
hem c¢evresel, medikal olarak ve hem de ekonomik olarak 6nemini vurgulamislardir. Bu
caligmada P. aeruginosa dens biyofilm olusturarak C. albicans’in hif hiicrelerini 6ldirir iken
maya formu tizerine etkisiz bulunmustur (2). Prokaryotlar (P. aeruginosa) ve okaryotlar (C.
albicans) arasinda gergeklesen etkilesim yaygindir. Bu etkilesimi gergeklestirmek igin P.

aeruginosa’nin viriilans faktorleri C. albicans'in viriilansin etkilemistir (1, 57).

Gordon McAlester ve ark. Irlanda'da 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada kistik fibrozisli
hastalarin akcigerlerinde P. aeruginosa ve C. albicans’m es zamanli olarak bulundugunu
gostermislerdir. Bazi P. aeruginosa suslar1 C. albicans’i morfolojisini etkilerken digerlerinin
bu etkiyi yapmadigimi gostermislerdir. Bu etkiden sorumlu maddenin bir Quorum Sensing
mediyatori olan 3-0xo-HSL oldugu gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada Candida ve Pseudomonas
arasindaki etkilesim iki yonlii oldugu ve Candida albicans’in iirettigi Farnesol molekiiliiniin P.

aeruginosa’nin yayilma hareketini azalttigin1 da gostermislerdir (74).
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Carla Cugini ve arkadaslar1 2007 yilinda ABD de yaptiklar1 bir ¢calismada Farnesol’un bir
sesquiterpene alkol oldugunu ve C. albicans tarafindan tiretildigini gostermislerdir. Farnesol’u
P. aeruginosa kiltirlerine ekledikten sonra Pseudomonas aeruginosa quinolon signal (PQS)
yapimi diisiis gostermistir ve bu azalmadan dolay1 quinolon signal sisteminini kontroliinde
olan viriilans faktorii; piyosiyanin daha az yapilmistir. 15 dakika Farnesol ilavesinden sonra
pqsA geninin ifade diizeyinde azalmalar gozlenmistir. Kiiltlrde C. albicans ile birlikte Greyen
P. aeruginosa’nin daha diisiikk miktarlarda piyosiyanin tirettigi ve bu ise C. albicans'in tiretmis
oldugu Farnesol miktarinin P. aeruginosa’nin PQS sistemini etkileyecek kadar yeterli

oldugunu diisiindtiirmiistiir (48).

Carla Cugini ve arkadaslari ABD'de 2010 yilinda yaptiklart bir calismada C. albicans’in P.
aeruginosa’daki  fenazin  toksininin  Uretimini  stimiile  ettigini = gdstermislerdir.
Pseudomonas’taki Quorum Sensing sisteminin ana diizenleyicisinden yoksun olan P.
aeruginosa’lar (lasR mutantlarinin) C. albicans ile beraber kiiltiirii yapildiginda quinolon
Quorum Sensing ile kontrol edilen fenazin molekiillerinin iiretebilme yetenegini yeniden

kazandigini bildirmislerdir (49).

Hao Chen ve ark. 2004 yilinda ABD'de yaptiklar1 bir ¢alismada Tyrosol’un C. albicans’in
Quorum Sensing mediyator molekiillerinden biri oldugunu gostermislerdir. Buna ilave olarak
besiyerinde Tyrosol'un ¢imlenme borusu olusumunu Farnesol’un aksine uyardigini
gostermislerdir. Sonugta Tyrosol ve Farnesol'un C. albicans'in iiremesi ve morfolojisi {izerine

etkili maddeler olduklarini géstermislerdir (43).

Mohammed A.S. Alem ve ark. 2006 yilinda Ingiltere'de yaptiklari calismalarinda C.
albicans'ta biyofilm olusumu ile Tyrosol'un miktar1 arasinda iliski oldugunu gdstermislerdir.

C. albicans biyofilm olusumunun ekzojen Farnesol ilavesinden 48 saat sonra %33 oraninda
azaldigini gostermislerdir. Ayni siire sonunda ekzojen Tyrosol ilavesinden sonra herhangi bir
etki gozlemlenmemistir. Bu calismada elektron mikroskop ile yapilan incelemede Tyrosol'un

hif yapimini uyardigi tespit edilmistir (44).



57

M.A. Jabra-Rizk ve arkadaslar1 2006 yilinda ABD'de Farnesol'un Staphylococcus aureus'un
biyofilm olusturabilme iizerindeki etkisini arastirmislardir. S. aureus konak dokusunda ve
penetran tibbi aletlerde biyofilm olusturan ve kalict olup hastalik yapan nozokomiyal kan
enfeksiyonlarinin 6nde gelen etkenlerindendir. Bu arastirmada S. aureus’un hem metisilin
duyarli hem de direngli olan suslarindan elde edilen siispansiyonlar kullanilarak Farnesol'un
30, 100, 125, 150, 200, 250 ve 300 mikromolar konsantrasyonlart denenmistir. Farnesol'un
150 mikromolar konsantrasyonu hem metisilin duyarli hem de metisilin direngli olan S.
aureus’larin iiremesini inhibe etmistir. Ayrica bu calismada Farnesol'un 100 mikromolar
konsantrasyonu ve gentamisin MIK’nunun 2.5 kati, S. aureus' bakteri popilasyonunu iki
logaritmik {iinite oraninda digiirebilmis olmasi aralarinda sinerjistik bir etki oldugunu

gostermistir (67).

Fernanda I.A. Gomes ve arkadaslar1 2009 yilinda Portekiz'de yaptiklar1 bir ¢aligmada
Farnesol'un Staphylococcus epidermidis'in planktonik ve biyofilm hiicreleri Uzerindeki etkisini
arastirmislardir. S. epidermidis 6nemli bir koagulaz negatif stafilokok olarak nozokomiyal kan
dolasim1 enfeksiyonlarindan sorumludur ve tibbi aletlerde (kateter) biyofilm olusturmaktadir.
Bu aragtirmada Farnesol'un 100 mikromolar konsantrasyonu S. epidermidis'in planktonik
hiicrelerini inhibe etmistir, ancak biyofilm hiicrelerinde herhangi bir etkisi olmamistir. Bu

calismada Farnesol S. epidermidis'e kars1 antibakteriyel aktivitesi goriilmiistiir (68).

Lorena S. Derengowski ve arkadaslar1 2009 yilinda Brezilya’da yaptiklar1 ¢aligmalarinda
Farnesol’'un etkisini dimorfik mantar olan Paracoccidioides brasiliensis (zerinde
arastirmislardir. Farnesol’un yedi farkli konsantrasyonunu (5, 10, 25, 50, 100, 150 ve 300
mikromolar) 96 kuyucuklu plak kullanarak, 630 nm optik dansitede Paracoccidioides
brasiliensis absorbans degerlerini incelemisler. Bu konsantrasyonlardan 25, 50, 100, 150 ve

300 mikromolar Paracoccidioides brasiliensis tiremesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayrica Paracoccidioides brasiliensis’in  hif olusumu Farnesol'un 15

mikromolar konsantrasyonunda %60 oraninda inhibe oldugunu gostermislerdir (79).
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Shaymaa Hassan Abdel-Rhman ve ark. 2015 yilinda Misir'da yaptiklari ¢alismada Farnesol'un
ve Tyrosol’'un etkisini 8 adet hasta numunelerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlart
tizerinde arastirmislardir. Bu ¢alismada Farnesol i¢in (10, 50, 100, 200 mikromolar) ve
Tyrosol i¢in (1.2, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 mikromolar) konsantrasyonlari kullanilmistir. Bu
caligmada plak absorbans ve hiicre canlilik deneyi iki farkli metot olarak incelenmistir.
Farnesol'un 200 mikromolar konsantrasyonu %30 ve Tyrosol'un 10 mikromolar
konsantrasyonu %350 oraninda P. aeruginosa tremesini 16 saat inkiibasyondan sonra inhibe
etmistir. Calisma sonuglarina gére Tyrosol'un 1.2 mikromolar ve Farnesol'un 50 mikromolar
konsantrasyonu herhangi bir etki géstermemistir. Farnesol ve Tyrosol'un antibakteriyel etkili

oldugu gozlemlenmistir (72).

Calismamizda Tirkiye'de ilk kez yapilarak hem plak absorbans hem de hiicre canlilik deneyi
kullanildi. Farnesol i¢in dort farkli konsantrasyon (10, 50, 100, 200 mikromolar) ve Tyrosol
icin yedi farkli konsantrasyon (1.2, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 mikromolar) kullanildi. Elde edilen
verilere gore Farnesol'un 200 mikromolar konsantrasyonu ve Tyrosol'un 20 mikromolar
konsantrasyonu 16 saatlik inkiibasyondan sonra P. aeruginosa tiremesini sirasi ile %24.62 ve
%15.69 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Calismamizda Farnesol'un 10 mikromolar
konsantrasyonu ve Tyrosol'un 2.5 mikromolar konsantrasyonu herhangi bir etki

gostermemistir.

Calismamizda diger arastirmalardan farkli olarak P. aeruginosa ATCC 15692 kullanilmustir;
Farnesol ve Tyrosol’un etkileri hem hasta Orneklerinden elde edilmis olan P. aeruginosa
suslarinda hem de P. aeruginosa ATCC 15692 g6zlemlenmistir ve standart sus kullanimi
sayesinde sonuglar daha itina edici olmustur. Ayrica alkol mahiyetinde olan Farnesol ve
Tyrosol’un farkli konsantrasyonlari ¢alismada istenen miktarlarda hazirlanmasi arastirmanin

en onemli sartlarinin arasinda yer almaktadir.

Tyrosol ve Farnesol’un P. aeruginosa izolatlar1 iizerine etkinlikleri izolatlar arasinda
farkliliklar gostermektedir. Bu bakterilerin Quorum Sensing mélekullerinin Gretim Kinetikleri

ile ilgili olabilir. Calismamizda bu etkinlik konusunda ayrintili inceleme yapilmamustir.
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Ayrica bu molekiillerin izolatlar {izerine etkisi dozlarla dogrusal bir iligki gostermemistir.
Bu ozellik suglarin tireme ve besiyerlerinde trettikleri yapilarin bir ¢cok farkli 6zellik ile
etkilesim iginde oldugunu, bu etkilesim sonucu farkli izolatlarda ve farkli dozlarda olan

Farnesol ve Tyrosol’un farkli etkinliklerinin gézlenebilecegini diisiindiirmiistiir.

Sonug olarak Tyrosol ve Farnesol P. aeruginosa izolatlari’nin tireme 6zelliklerine etki eden
urunlerdir. Bu drlnlerin Kklinik kullanimda yer alabilmesi i¢in etki mekanizmalari

konusunda daha fazla bilgi edinmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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