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OZET

Trombositlerin Candida albicans Uzerine Antifungal Etkinliginin Arastiriimasi

Mantar enfeksiyonlarinda etken olarak en sik Candida tiirleri, 6zellikle de
Candida albicans saptanmaktadir. Bu g¢alismada goniillilerden elde edilen
trombositten zengin plazmanin (TZP) C. albicans ATCC 10231 susuna kars1 in vitro
antifungal etkinligi ile bu etkinlikte rol oynayabilecegi diisiliniilen bazi kemokin ve
kinosidinlerin olasi etkinliginin degerlendirilmesi amaglanda.

Dokuz goniilliiden Magellan PRP™ kiti kullanilarak 3’er ml TZP elde edildi.
Otolog trombin eldesi i¢in %10’luk kalsiyum glukonat kullanildi. Otolog trombin ile
aktive edilen TZP’nin, son maya konsantrasyonu 1x10° kob/ml ve 1x10* kob/ml olan
C. albicans izolat1 iizerindeki antifungal etkinliginin ortaya konulmasi amaciyla 1.,
2., 4., 8. ve 16. saatlerde Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) yiizeyine ekimleri yapildi.
30°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloniler sayildi. Ayni zamanda her ekim
saatinde kemokin ve kinosidinler [(Trombosit Faktdr-4 (Human PF-4), Interlokin-8
(Human 1IL-8) ve Timosin-f4 (Human TMSB4)] es zamanli olarak ELISA
yontemiyle ol¢iildii.

Trombositten zengin plazmadaki medyan Beyaz Kire (WBC) sayisi;
49,4x10%ul, medyan trombosit sayisi 2165x10%ul olarak saptandi. TZP’deki
trombosit ve WBC verimliliginde yaklasik 9 kat artis saptandi. Baslangic maya
konsantrasyonu 10° olan TZP grubunun (TZP-10% saatlere gore iireyen koloni
medyan degerleri sirasiyla 1., 2., 4., 8., ve 16. saatler i¢in 3, 7, 34, 143 ve 500 iken
baslangic maya konsantrasyonu 10* olan TZP grubu (TZP-10%) igin bu degerler 19,
48, 166, 500 ve 500°dii. Ayni saatler i¢in baslangi¢ maya konsantrasyonu 10° olan
PBS (kontrol) grubunun koloni medyan degerleri ise sirasiyla 242, 280, 500, 500 ve
500°dii.

TZP-10%iin PBS-kontrol grubuyla karsilastirildiginda antifungal etkinliginin
8. saatte halen devam ettigi, 16. saatte ise kayboldugu goriildii. Iki grup arasi 8.
saatteki koloni tiremelerindeki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). TZP-

10%{in antifungal etkinliginin 4. saatte devam ettigi, 8. saatte bu etkinligin azaldig,



16. saatte ise antifungal etkinligin ortadan kalktigi goriildii. Her iki grupta esit
miktarda TZP kullanilmig olmasi ve buna bagli ortama salinan kemokin ve kinosidin
miktar1 ayni olmasma ragmen TZP 10% grubunun daha etkin bulunmasinda C.
albicans konsantrasyonunun 6nemli olabilecegi diistiniildii.

ELISA yontemiyle her iki TZP’li grupta IL-8 seviyelerinde saatlere gore artig
olmakla birlikte C. albicans’a kars1 antifungal etki tespit edilmedi. TMSB4 miktar1
yogun trombosit varlifina bagli olarak PBS-kontrol grubuna gére TZP’li gruplarda
7-10 kat daha yiiksekti. TZP gruplarinda ilerleyen saatlerde TMSB4 degerlerinde
antifungal etkinligine bagl olarak gergeklestigi degerlendirilen diisme saptandi. PF-
4, TZP-10® ve TZP-10* iizerinde antifungal etkinlikte degildi.

Trombositten zengin plazmanin C. albicans ve diger mantar
enfeksiyonlarinda etkili olabilmesi igin, en yiiksek trombosit ve 16kosit degerlerinin
elde edilebilecegi tam otomatize kapali sistemlerin kullanilmasinin 6nemli oldugu
disiiniilmektedir. En diisiik konsantrasyonda en yiiksek trombosit degerleri elde
edilen g¢alisma grubumuzda dahi literatiirdeki ¢alismalardaki gibi C. albicans
tiremeleri tamamen yok edilememistir. Hastalarda kullanilan ilaglar gibi tekrarlayan
dozlarda TZP uygulamalar ile antifungal etki daha uzun siirelere erisebilir hatta
iremeleri tamamen baskilayacak degerler elde edilebilir. Ayrica trombositlerin
antifungal etkinliginde rol oynayabilecegi diisiiniilen biitiin kemokin, kinosidin ve
benzeri diger molekiilleri kapsayan genis c¢apli bir projeye gereksinim

duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Investigation of Antifungal Activity of Platelets on Candida albicans

Candida species, especially Candida albicans, are the most common
pathogen detected in fungal infections. In this study, we aimed to evaluate the in
vitro antifungal activity of volunteer-derived platelet rich plasma (PRP) against C.
albicans ATCC 10231 strain and the possible effect of certain chemokines,
kinocidins that might play a role in this activity.

Three ml of PRP from nine volunteers were derived by using Magellan PRP
™ kit. 10% calcium gluconate was used to obtain autologous thrombin. C. albicans
isolates with a final yeast concentration of 1x10° cfu/ml and 1x10* cfu/ml were
inoculated on Sabouraud Dextrose Agar (SDA) at the 1%, 2", 4™ 8" and 16™ hours
of incubation in order to reveal the antifungal activity of autologous thrombin-
activated PRP. The colonies were counted after 18-24 hours of incubation at 30°C.
At the same time, chemokines and kinocidins [(Platelet Factor-4 (Human PF-4),
Interleukin-8 (Human IL-8) and Thymosin-p4 (Human TMSB4)] were measured
simultaneously by ELISA method.

The median values of white blood cells (WBC) and platelets in PRP were
detected as 49,4x10%ul and 2165x10%pul, respectively. Approximately 9-fold
increase in platelet and WBC efficacy in PRP was detected. The colony median
values of the PRP groups with an initial yeast concentration of 10% and 10* (PRP-10°
and PRP-10%) were found to be 3, 7, 34, 143, 500 and 19, 48, 166, 500, 500 for 1%,
2nd 4™ 8" and 16" hours, respectively. The colony median values of the PBS-
(control) group with an initial yeast concentration of 10% for the same hours were
242, 280, 500, 500 and 500, respectively.

Compared with the PBS-control group, the PRP-10° showed that the
antifungal activity was still going on at the 8" hour and disappeared at the 16" hour.
The difference in colony production between the two groups at 8" hour was
statistically significant (p<0,05). It was observed that the antifungal activity

continued at the 4™ hour, decreased at the 8" hour, and disappeared at the 16" hour
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in the group PRP-10% Although the same amount of PRP was used and the same
amount of chemokine and kinocidins were released in both groups, the concentration
of C. albicans was considered to be important in the detection of more effective
PRP-103 group.

Although there was an increase in IL-8 levels by hours in the two PRP groups
by ELISA method, no antifungal effect was detected against C. albicans. Test results
of TMSB4 were detected 7-10 times higher in the PRP groups than in the PBS-
control group due to the presence of intense platelet concentration. It was observed
that decrease in TMSB4 values results from the antifungal activity on the advancing
hours in the PRP groups. Whereas PF-4 did not act an antifungal activity on PRP-10?
and PRP-10%.

It was considered that the use of fully automated systems to obtain highest
platelet and leukocyte counts in PRP is important in order to be effective in C.
albicans and other fungal infections. Even in our study group where the highest
platelet counts were obtained at the lowest concentration, C. albicans reproduction
could not completely eliminated as mentioned in the literature. Repeated doses of
PRP applications, such as drugs used in patients, may have longer duration of action
and even complete repression of reproductive outcomes. In addition, a large-scale
project involving all chemokines, kinocidins, and other molecules thought to play a

role in the antifungal activity of platelets is needed.

Keywords: Candida albicans, Antifungal resistance, Platelet Rich Plasma.
Supporting Institutions: This study is supported by University of Health Sciences,
Scientific Research Projects Unit.

Author: Berksan SIMSEK, MD
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SIMGELER ve KISALTMALAR

A.B.D. : Amerika Birlesik Devletleri

ADP : Adenozin Difosfat

AIDS : Acquired Immune Deficiency Syndrome
Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu

AMP : Adenozin Monofosfat

ATP : Adenozin Trifosfat

C : Kemokin

CC : CC Kemokini

CCL5 : T Lenfosit Hiicrelerinin Ekspresyonu ve Salinimi (RANTES)

CCR1 : CC Kemokin Reseptorii 1

CCR3 : CC Kemokin Reseptorii 3

CCR4 : CC Kemokin Reseptorii 4

CD162 : P-selektin Glikoprotein Ligand 1 (PSGL-1)

CR3 : Kompleman Reseptorii 3

CXC : CXC Kemokini

CXsC : CX3C Kemokini

CXCL4 : Trombosit Faktor 4 (PF-4)

CXCL7 : Trombosit Baglayici Protein (PBP)

CXCR4 : CXC Kemokin Reseptorii 4

C3a : Kompleman 3 a

Cbha : Kompleman 5 a

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Enzim Baglantili Immiinosorban Yontem
HIV : Human Immunodeficiency Virus
Insan Immun Yetmezlik Viriisii
ICBN : International Code of Botanical Nomenclature
Uluslararasi1 Botanik Isimlendirme Kodlari
IL-1 : Interlékin 1
IL-6 : Interldkin 6
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Trombositten Zengin Plazma Grubu
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Trombositten Zengin Plazma Grubu
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1. GIRIS

Son donemde tan1 ve tedavi alanindaki gelismelere es olarak mantar
enfeksiyonlarinin sikliginda bir artis gézlenmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanan
hastalarda konak savunmasinda meydana gelen degisiklikler ¢esitli enfeksiyonlara
duyarliligr arttirirken, hastaliklarin tan1 ve tedavisi icin yapilan girigsimsel tibbi
islemler, hastane enfeksiyonlarinin gelisimini kolaylastirmaktadir. Bununla iligkili
olarak firsat¢i mantar enfeksiyonu gelisimi yoniinden risk grubuna giren hasta sayisi
giderek artmaktadir (1).

Hastanelerdeki mantar enfeksiyonlarinin (%80) biiyiik bir kismindan Candida
tirleri sorumludur (2). Mantar enfeksiyonlarinda etken olarak en sik Candida tiirleri,
ozellikle de C. albicans saptanmaktadir. Yeni tedavi yaklasimlari, transplantasyon
cerrahisinin gelismesi, kemoterapi ve immiinsiipresif tedavi alan hasta sayilarinin
artis1, yogun bakim {iinite (YBU)’lerinde yatan hasta sayilarinda artis, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi ve hastalara uygulanan girisimsel islemler
nedeniyle Candida enfeksiyonlarinin sikligi giderek artmaktadir (3). Enfeksiyonlarin
etkenleri degisiklik gosterse de son 20 yilda bildirilen enfeksiyonlarin %95°1 C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei ile ger¢eklesmistir
(4,5). Kandidemi ve kandidiiri disinda invaziv Candida enfeksiyonlarin tanisini
koymak genellikle zordur. Bu nedenle klinisyenler Candida enfeksiyonlari yoniinden
risk faktorlerini ¢ok iyi degerlendirmeli ve mevcut bilgiler dogrultusunda hareket
etmelidirler (6).

Candida tiirleri memelilerin sindirim kanali florasinda, bir¢ok bitkinin
lizerinde, insanin mukozal ylizeyleri ve cildinde bulundugundan klinik 6rneklerde
Candida tiirlerinin saptanmasi, kolonizasyon, kontaminasyon ya da gergek hastalik
etkeni olup olmadiklarinin ayrimmi gerektirmektedir (7,8).

Mantar enfeksiyonunun sikliginin ve buna bagli mortalite ve morbidite
oranlarinin yiikselmesi, ampirik antifungal kullaniminin yayginlagsmasina, direngli
mantar suslarinin ortaya ¢ikmasina ve direng oranlarinin artmasina neden olmaktadir.

Bu nedenle uygun ve etkin antifungal kullanimi ¢ok 6nemlidir (9). Uygun antifungal



tedaviye ilaveten trombositten zengin plazma (TZP) uygulamasi son yillarda 6nem
arz etmektedir.

Aktive edilen TZP bulunduklar1 ortama bir takim biiylime faktorleri
salmaktadir. Bazi1 calismalarda bu biiyiime faktorlerinin mikroorganizmalarin
cogalmalarima yardimer olabilecegi belirtilmekle birlikte, baski altina alinmisg
enfeksiyonlarda TZP’nin kullanilabilecegi de belirtilmektedir.

Bu ¢alismada standart bir Candida susu (C. albicans ATCC 10231) {izerine,
gontilli bagisgilardan elde edilen TZP’nin in vitro etkinligi arastirilmistir. Boylelikle
TZP’nin bolgesel olarak uygulanmast ile ¢esitli Candida enfeksiyonlarinda TZP’nin

tek basina antifungal etkinliginin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Candida albicans

2.1.1. Tarihgesi ve Taksonomisi

Hippocrates ve Galen dénemlerinden beri (M.O.4.yy.) Candida cinsine ait
agizdaki pamukguk lezyonlar1 bilinmektedir. 1839 yilinda Alman Bernard
Langenbeck, tifiisli bir hastanin oral lezyonlarindan izole ettigi organizmay1
yanliglikla tifiis etkeni olarak tanimlamistir. Pamukguk etkeni olarak mantarin tarifi
ise ilk kez Gruby tarafindan 1842 yilinda yapilmistir (10). Diger bir arastirmaci olan
Robin ilerleyen yillarda pamukguk etkeninin sistemik enfeksiyonlara da neden
olabilecegini gozlemlemis ve etkene 1853 yilinda Oidium albicans adini vermistir
(11,12). Bu tarihten sonra ayni mantar i¢in onerilen isimlerin 100’{ astig1 goriilmiis,
1923 yilinda Berkhout psodohif gelistiren, askospor iiretmeyen maya tiirlerini
kapsayan mantarlar i¢in Candida cins isminin kullanilmasini yeniden dnermis, daha
sontra bu isim uluslararas1 alanda kabul gormistir. Klinik ydnden
degerlendirildiginde 1849’da Wilkinson ilk wvajina kandidozunu tanimlarken,
1861°de Zenker ilk sistemik kandidoz olgusunu bildirmistir. Bu tarihlerden
giinlimiize kadar da farkli arastirmacilar tarafindan cilt, cilt alti, sistemik ve merkezi
sinir sistemi kandidozlar1 bildirilmeye devam etmis, antimikrobiyal ajanlarin
kullanimimin yayginlastigi 1940’11 yillardan itibaren ise Candida enfeksiyonlarinin
sitkliginin artmasina paralel olarak, konuyla ilgili gelismeler hiz kazanmistir
(10,11,13).

Maya taksonomisine ait kurallar uluslararasi botanik isimlendirme kodlar
(International Code of Botanical Nomenclature-ICBN) tarafindan diizenlenmekte
olup, eseyli sporlar ve bunlarin iiretilis bicimleri mantarlarin siniflandirilmasinda
temel olusturmaktadir (14,15). C. albicans; Eumycota aleminin, Ascomycota
boliimiine, Hemiascomycetes sinifina, Saccharomycetales takimina ait Candidaceae
ailesinin Candida cinsi i¢inde bulunmaktadir (15,16).

Bu cins igerisinde 200’e yakin tiir oldugu diisiiniilmektedir. Candida albicans

en stk soyutlanan tiir olmakla birlikte Candida tropicalis, Candida glabrata,



Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae,

Candida kefyr, Candida dubliniensis siklikla saptanan tiirlerdir (14-17).

2.1.2. Genel Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikleri

Candida tirleri ince duvarl, oval, kapsiilsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif, 1-3 x
4-6 um boyutlarinda, lateral tomurcuklanma (blastospor) ile asekstiel olarak lireyen
fakiiltatif anaerob mayalardir. Maya formu disinda, kiiltiir ve dokularda yalanci hif
veya gergcek hif olusturabilirler. Yalanci hifler tomurcuklanma sirasinda meydana
gelen uzantinin ana hiicreden ayrilmamasi sonucu gelisir. Yeni hiicre ana hiicreye
bagli kalarak uzar ve filamentdz bir yapr olusturur. Gergek hifler ise maya
hiicresinden veya hifin bir dalindan olusabilir; bogumlanma gostermez, apikal uzanti
tarzinda, bolmeli ve diizgiin kenarlidir (17,18). Tirlerin ¢cogu yalanci hif olusturur.
Candida albicans ve ¢ok seyrek izole edilen Candida dubliniensis ve Candida
norvegensis tiirleri gergek hif olusturma 6zelligine sahiptir.

Candida tirleri Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve kanli agarda, oda
1sisinda (22-26°C’de) ve 37°C°de kolayca treyebilirler. Oda 1sisinda ve SDA
besiyerinde 24-48 saatte krem renkli, opak, diizgiin yilizeyli, 1-2 mm c¢apta, tipik
maya kokusu olan, S tipi koloniler olustururlar. C. albicans kanl agarda kenarlarinda
yildizims1 uzantilar1 olan koloniler olusturur (17,19). Tiirler arasinda morfolojik
farkliliklar ancak misir unlu agar gibi 6zel besiyerlerindeki tireme 6zelliklerine gore
saptanabilir.

Klamidosporlar C. albicans’m en belirgin 6zelligidir ancak C. dubliniensis ve
C. tropicalis’in baz1 kokenleri de klamidospor olusturmaktadir. Ayrica C. tropicalis
tekrarlayan pasajlarda klamidospor olusturma 6zelligini kaybederken C. albicans’da
bu 6zellik degismez (20,21).

C. albicans™1 diger Candida’lardan ayirt etmek i¢in kullanilan diger bir test
¢imlenme borusu (germ tiip) testidir. Bu testte konak kosullar1 taklit edilerek
37°C’de, nétral pH ve serum varliginda hif olusumu uyarilmaktadir. C. albicans’in
maya hiicreleri belirtilen kosullarda ve 2 saat i¢inde fasiilye filizini andiran ¢imlenme
borusu olustururlar. Bu testin degerlendirme asamasinda dikkat edilmesi gereken
onemli bir nokta c¢imlenme borusunun, ¢iktigi maya hiicresinden bogumlanma

olmadan ¢ikmasidir (20,22).



Neticede tiirlerin tanimlanmasinda klamidospor ve ¢imlenme borusu
olusturma 6zelligi, misir unu-Tween 80 agarda morfolojisi, psddohiflerin goriiniimii
ve blastokonidyumlarin bunlara baglanma sekli, ¢esitli karbonhidratlara karsi olusan
asimilasyon ve daha seyrek olarak fermentasyon Ozellikleri ve molekiiler
yontemlerden yararlanilabilir (15). Sik rastlanan Candida tiirlerinden bazilarinin

karbonhidrat asimilasyon 6zellikleri Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Sik Rastlanan Candida Tiirlerinin Karbonhidrat Asimilasyon Ozellikleri
(15).

Tiirler Glikoz | Maltoz | Siikroz | Trehaloz | Galaktoz | Ksiloz | Rafinoz | Laktoz
C. albicans + + + + + + - -
C. parapsilosis + + + + + + - -
C. tropicalis + + + + + + - -
C. kefyr + - + - + + + ¥
C. krusei + - - = - - - -
C. glabrata + - - + - - - -

2.1.3. Epidemiyolojisi

Mantar enfeksiyonlarmin goriilme sikligr 1980’lerden sonra artis gostermis
olup, bu artisin sebepleri arasinda son yillarda tiptaki gelismelerin sonucunda basta
kanser hastalarinin, kemik iligi ve organ nakli yapilan hastalarin, yogun bakim
tinitelerinde takip edilen ¢ocuk ve erigkin hastalarin yasam siirelerinin uzamasi gibi
etkenler gosterilebilir. Ayrica 6zellikle gelismis iilkelerde kronik hastaligi olan ileri
yasl niifusunun artmasi gibi degisen demografik 6zellikler ve AIDS (Akkiz Immiin
Yetmezlik Sendromu, Acquired Immune Deficiency Syndrome) pandemisi mantar
enfeksiyonlarinin goriilme sikligini arttiran diger nedenlerdir (23,24).

Mantar tiirleri i¢inde hastalardan halen en sik izole edilen tiir Candida
albicans tir. Mukoza enfeksiyonlarinin %90-100’1 ve kandidemilerin %50-70’inden
sorumludur. Candida tiirlerine bagli gelisen invaziv enfeksiyonlar c¢ogunlukla
hastanin kendi florasinda kolonize olan Candida tiirleri ile olusmaktadir (25,26).
Insan gastrointestinal sisteminden en sik izole edilen tiirler Candida albicans (%50-
70), Candida tropicalis, Candida parapsilosis ve Candida glabrata 'dir (15).

Patojen mayalar arasinda Candida spp. en yaygin tanimlanan tiirdiir; genis

spektrumlu antibiyotik kullanimindaki artis, immunsiipresif ilaglarin kullanimi ve



yaslanan niifus ile birlikte Candida tiirlerinin nozokomiyal patojenler arasindaki
Onemi artmaktadir. Bu tiirler Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D.) hastane
kokenli kan dolasimi enfeksiyonlarinin en sik dérdiincii ve YBU’lerdeki kan
dolasimi enfeksiyonlarinin en sik ii¢lincii nedenidir (27).

Invaziv Candida enfeksiyonlarindaki artisin sebepleri solid organ ve kemik
iligi transplantasyonu, kanser hastaligi, kemoterapi uygulamalar1 ile immiin
yetmezlikli hasta popililasyonunun, konagin dogal bariyerlerini bozan invaziv
islemlerin ve Candida tirlerinin kolonizasyonunu arttiran genis spekturumlu
antimikrobiyal ilaglarin kullaniminin giderek artmasi olarak siralanabilir (28,29).
Ulkemizde kandidemilerde C. albicans izolasyon oram1 %32-65 arasinda
degismektedir (23).

Gilinimiizde mantar enfeksiyonlarinin giderek 6énem kazanmasi beraberinde
etkenin tiir diizeyinde tanimlanmasi, epidemiyolojik tiplendirilmesi, salginlarin
izlenmesi ve antifungal ilaclara karsi olusabilecek direncin saptanmasina yonelik
calismalarin yapilmasin1i zorunlu hale getirmistir (30). Bu amagla SCOPE
(Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance), NEMIS
(National Epidemiology of Mycoses Study), SENTRY (Antimicrobial Resistance
Surveillance Program) ve ARTEMIS (Global Antifungal Susceptibility Program)
gibi ¢esitli izleme programlar1 i¢inde Candida tiirlerinin dagilimi ve antifungal
direng Ozellikleri hakkinda yararli veriler toplanmistir. Ancak bu veriler belirli
merkezlerden elde edildiginden hastaligin goriilme sikligi hakkinda net bir bilgi
vermezler. Bu nedenle daha saglikli veri elde edebilmek i¢in popiilasyona dayali
izlem yapilmasi onerilmektedir (2,31).

Candida’larin tiplendirilmesinde gesitli fenotipik ve genotipik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda deoksiriboniikleik asit (DNA) temelli
yontemlerin  Candida’lar ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalarda basar1 ile
kullanilabilecegi bildirilmistir (30).

2.1.4. Patogenezi ve Viriilansi

Candida albicans hiicreleri ve memeli konak dokular1 arasindaki etkilesimler
oldukca karmagiktir. Floradaki mantarlar genellikle ©nce sayilar1 artarak
kolonizasyon ve daha sonra buna bagl olarak enfeksiyon meydana getirirler. Ilk

olarak, kolonizasyonu baslatmak i¢in bir epitel yiizeye adezyon gereklidir. Yiizeyel



mikozlarda, deri veya mukozanin biitliinligiiniin bozuldugu yerlerden yalanci hifleri
ile doku i¢ine giren Candida’lar tomurcuklanarak olusturdugu blastokonidyumlariyla
dokuya yayilir. Enfeksiyon siireci cogu olguda ylizeysel kandidoz olarak sonuglanan
epitelyal yiizeylerin igine penetrasyon sonrasi bitmektedir. Derin veya sistemik
mikozlarda ise genellikle 6nce gastrointestinal sistem kolonizasyonu meydana gelir,
sonra mukozay1 gecerek kana ulasilir. Bunun i¢in endotel yiizeylere penetre olup
dokulara ulagmasi1 gerekir. Fagositik etkinlik yetersizse hemen hemen her organ ve
sisteme yerlesebilir. Mantarlar dolasim sistemine ulastiklarinda oradaki hiicresel
savunma sistemi ile ylizlesmek zorundadirlar (28,32). Dermis ya da kan dolagimina
gecen Candida tiirlerine karst polimorfoniikleer lokositler savunmaya katilirlar.
Monosit ve eozinofiller fagositozda rol alirlar. Ayrica Candida tiirlerini doku
makrofajlar1 ve retikiiloendotelyal hiicreler de oldiirebilirler (33). Fagositlerin
Candida tiirlerini 6ldiirmelerindeki baslica mekanizmalar; myeloperoksidaz, hidrojen
peroksit ve siiperoksit anyon sistemleri olup kimotripsin benzeri katyonik proteinler
liretip membran gecirgenligini arttirarak da etki ederler. Isiya duyarli ve direngli
opsoninler de Candida tiirlerinin fagositozunu kolaylastirirlar (33,34).

Floradaki bakteriler, Candida tiirlerinin ¢ogalmasini besin maddelerini hizla
tiikketip toksik maddeler tireterek engellerler (35). Candida tiirlerine karg1 humoral ve
hiicresel bagisiklik gelisir, fakat hiicresel bagisikligin rolii daha fazladir. Yiizeyel
deri enfeksiyonlarinda hiicresel bagisikligin, sistemik enfeksiyonlarda ise dogal
direncin yaninda humoral bagisikligin 6ne ¢iktig1 sdylenebilir (28,36).

Candida enfeksiyonlarinin patogenezindeki major viriilans faktorleri konak
epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, germ tiip olusumu ve proteinaz iiretimidir.
Ayrica fosfolipaz sekresyonu, toksin iiretimi, fenotip degisimi, hiicre duvari ve yiizey
degisimi, hidrofobisite gibi faktorler de viriilans ve patogenezde rol almaktadir (37).
2.14.1. Adezyon (konak hiicre yiizeyine tutunma), Yiizey Degisimi ve

Hidrofobisite

Maya hiicre duvarinin viriilanstaki en 6nemli rolii, adezyon basamaginda
olmaktadir (38). Candida tiirlerinin mukozal epitel hiicrelerine veya endotel
hiicrelerine baglanmasi, kandidozun ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir adimdir. Yapilan
molekiiler calismalarda, epitele ve endotele baglanmada rol alan ligandin C.

albicans’in  yiizeyindeki hiicre duvari molekiillerinden mannoprotein oldugu



anlasilmistir (39). Bu mannoprotein epitele yapisarak invazyonda 6nemli rol oynar
(40). Antijen olarak konaga sunulan mannoprotein immunomodiilator etkilidir. C.
albicans’in germ tiip olusumu déneminde hiicre yiizey hidrofobisitesi degisir, plastik
yiizeylere ve epitele baglanma yetenegi artar (41). Diger ylizey karbonhidrat yapilari
olan beta glukan ve Kkitine karsilik; konakta bunlarin baglanabilecegi fukoz, N-
asetilglukozamin ve siyalik asit bulunur (42). C. albicans tutunma &zelligi en fazla
olan tiirdir (43). C. albicans yiizey ozelliklerine gore iki gruba ayrilir. Karbon
kaynag1 olarak yiliksek konsantrasyonda seker (6zellikle galaktoz) iceren ortamda
tireyen C. albicans kokenlerinin ylizey kompozisyonunu degistirebildigi, epitele daha
iyi baglandig1 ve daha viriilan oldugu gosterilmistir. Karbonhidrattan zengin diyetle
beslenen bireylerde oral kandidoz gelisimi bu sekilde agiklanabilir. ikinci grup,
yiizeyini degistirme 6zelligini kaybetmistir ve patojenik potansiyelleri ¢cok diistiktiir
(34,44,45).

2.1.4.2. Germ tiip - hif olusumu (dimorfizm)

Candida albicans‘in enfekte dokuda hem maya hem hif formu bulunmasina
ragmen, aktif semptomatik enfeksiyonu ile hif formu iligkilidir. Hif seklinin maya
sekline gore dokuya elli kez daha fazla yapismasi ve plastik yiizeylere tutunmayi
saglayan fibriler bir tabaka olusturmasi Candida tiirlerinin patogenez ve viriilanstaki
roliinii gostermektedir. Tomurcuklu hiicreden germ tiipe gegiste hiicre yiizey
bilesiminde degisiklikler meydana gelir ve gesitli adezinler olusur (37,46,47).
Notrofiller C. albicans blastosporlarini germ tiip ve uzun hiflere gore daha iyi
fagosite eder (42). Bazi arastirmacilar, enfeksiyon gelistirebilme agisindan iki seklin
de patojenite de Onemli oldugunu vurgulamiglardir. Dimorfizmin biyofilm
olusumundaki 6nemini incelemek icin yapilan bir ¢alismada, maya formunun (i¢
tabaka) yilizeye yapigsmada O6nemli oldugu, hif formunun (dis tabaka) da kalinlik
sagladigi bildirilmistir (43).
2.1.4.3. Toksinler

Ilk defa Henrici tarafindan C. albicans'da endotoksin benzeri toksin
bulundugu gosterilmistir. Toksin iiretimi, yiiksek molekiiler agirlikli toksinler ve
diisiik molekiiler agirlikli toksinler olarak 2 grupta incelenir. Glikoprotein yapidaki
toksinler ve kanditoksin yiiksek molekiil agirliklidir. Sistemik kandidozlu hastalarda

goriilen klinik belirtilerin ¢ogu zaman Gram negatif bakteri sepsislerinden ayirt



edilememesi, Candida toksinlerinin patogenezdeki roliine kanit olabilir. Ancak
bakteri toksinleri ile potens agisindan yarisamazlar. Bunun baslica sebebi de mayanin
konakg1 ile kommensal iligki kurmasidir. Ayrica kanditoksin iireten bir C. albicans
kokeninde diisiik molekiil agirlikli toksinler saptanmis bunlarin da alt1 ¢esidinin
oldugu gosterilmistir (38,45).

2.1.4.4. Enzimler

Konak¢1 dokuya yayilmak i¢in mikroorganizmalar hidrolitik enzimler
uretirler. Lipid ve proteinden olusan konakg¢i hiicre membrani bu enzimlerin
hedefidir. C. albicans igin 14 tanimli enzimden 2 tanesi patojenite de rol
oynamaktadir. Bunlar proteinaz ve fosfolipaz enzimleridir (48).

Candida albicans’n hiicre dis1 proteolitik aktivitesinden izolata ve g¢evre
kosullarina bagh olarak eksprese ettigi bir enzim ailesi olan aspartil proteaz enzimleri
sorumludur. Farkli caligmalar neticesinde kandidoz patogenezinde bu proteinlerin
Oonemli bir rol oynadigi ortaya konmustur. Sadece C. albicans’ta 10 farkli proteinaz
geni gosterilmis olup bununla birlikte diger Candida tiirlerinde de homolog genler
tanimlanmustir (49). Aspartil proteaz enzimleri in vivo enfeksiyon sirasinda patojenik
Candida tiirleri tarafindan salgilanir. C. albicans’in laboratuvar izolatlar1 ve klinik
izolatlarinin her ikisinde tiretilen proteaz diizeyi ile viriilans arasinda bir iligki vardir.
Dolayisiyla proteinaz iiretimi, mantar hiicrelerinin hem konak dokuya penetrasyon ve
kolonizasyonunu hem de konak bagisiklik sisteminden kagma yetenegini arttirir. Bu
enzimler immiinglobulin ve kompleman gibi konak savunma proteinlerinde
azalmaya sebep olabilirler. Aspartil proteaz genlerinde eksiklik bulunan genetigi
degistirilmis izolatlar yaygin kandidozu olan hayvan modelinde diisiik bir viriilans
gostermistir (28). Ray ve Payne’nin yaptigi bir caligmada, proteolitik olan ve
proteolitik olmayan proteinaz kokenlerinin farelerdeki oldiiriicii etkileri arasindaki
fark incelenmis ve proteolitik olan kokenlerin digerlerine oranla daha oSldiiriicti
oldugu gosterilmistir (50). C. albicans tiirlerinde, proteinaz liretimi ile konak dokuya
tutunabilme yetenegi arasindaki korelasyon cesitli calismalarda gosterilmistir.
Ghannoum ve Elteen yaptiklar1 ¢aligmada, yliksek proteolitik aktivite gosteren C.
albicans kokenlerinin insan yanak epitel hiicrelerine kolayca tutunabildiklerini, C.

albicans kokenleri ile yaptiklar1 diger bir ¢alismalarinda ise; yliksek proteolitik



aktivite gosteren kokenlerin yiiksek tutunma degerlerine sahip oldugunu
gostermislerdir (51).

Candida albicans hiicreleri lizofosfolipazin yanisira fosfolipaz A, B ve C ile
lizofosfolipaz transasetilaz aktivitesi gostermektedir. Fosfolipaz aktiviteleri olasi
viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir. Cilinkii bu enzimler konak hiicre membran
hasar1, tutunma ve penetrasyonu ile iliskilendirilmislerdir. C. albicans’in hiicre
duvar diger hiicre duvar1 bilesenlerinin kovalent baglanmasini saglayan dalli B-1,3
glukandan olusan iskelet yapisina sahiptir. Ayrica farkli hiicre duvarn
mannoproteinleri arasinda disiilfit kopriileri seklinde kovalent baglart da mevcuttur
ve bazi mannoproteinler kitine baglanmistir. Dolayisiyla C. albicans izolatlar
tarafindan fosfolipaz iiretimi fare modelinde viriilans ve epitelyal hiicrelere adezyon
ile sonuglanir (28).
2.1.4.5. Fenotip Degisimi

Candida albicans suslarindan bazilar1 fenotipik degisim sayesinde Ozgiil
besiyerinde farkli goriinimde koloniler meydana getirirler. Bir ¢alismada invaziv
enfeksiyona sebep olanlarin, kommensal kokenlere nazaran daha sik fenotipik
degisiklik yaptig1 ve invazyon i¢in optimal fenotipi se¢tigi sonucuna varilmistir (52).

Fenotip farkliligi, noétrofillerin kandidasidal aktivitelerine duyarliliklarinda,
mayalarin  epitel  hiicrelerine  tutunmasinda, proteinaz  salgilamalarinda,
hidrofobisitelerinde degisiklige neden olmaktadir (53).
2.1.4.6. Hemolitik Faktor

Candida albicans glukozdan zengin kanli agardaki kiiltiirlinde hemolitik
aktivite sergiler. Bu hemolitik aktivite mannoprotein ile iliskilendirilmekte ve konak
eritrositinin par¢alanmasindan sonra serbest kalan hemoglobinden demir eldesine
olanak sagladig1 i¢in olas1 bir viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir. Bu durum
C. albicans' konak serumunda yasayabilmesine katki saglamaktadir (28).
2.1.4.7. Slime faktor ve biyofilm olusturma

Slime Candida tiirleri tarafindan da olusturulan; mikroorganizmanin plastik
yiizeylere yapismasi ve prostetik materyallere kolonizasyonunda gorevli olan viskdz,
ekstraseliiler bir maddedir (54). Tibbi gereclerin implantasyonu ile birlikte; tiikiiriik,
mukus, serum veya kan gibi viicut sivilarindaki ¢esitli makromolekiiller (fibrinojen,

fibronektin, kollajen ve laminin gibi) yiizey iizerinde birikerek hazirlayici bir film
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tabaka olustururlar. Mikroorganizmalar genellikle bu film tabakasima tutunurlar. 1k
adezyon geri donilisiimlii ve gevsek olup ekzopolimer iiretimi ile siki bir tutunmaya
dontsiir. Ekzopolimerler, makromolekiillerin olusturdugu katmani saran slime
(glikokaliks) tabakasini olusturur. Cogalan mikroorganizmalar slime tabakasi i¢ginde
ekstraseliiler matriks salgilamaya devam ederek kalin bir biyofilm tabakasina yol
acarlar (45). Candida tiirlerinin siklig1 nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda
artmaktadir ve cogunlukla bu enfeksiyonlardan implante geregler sorumlu olup
gerecin yiizeyinde biyofilm saptanmaktadir. Farkli Candida tiirlerinin, hatta farkli C.
albicans suglarinin biyofilm olusturma kapasiteleri de farklilik gostermektedir.
Ortamdaki artmis glukoz miktar1 biyofilm olusumunu hizlandirmaktadir. Hafif
akimin oldugu ortamlarda (dolasim ve iiriner sistem gibi) statik ortamlara gore
biyofilm olusumu daha fazladir. Yiizeyin kimyasal yapisi da biyofilm olusum hizim
etkilemektedir ve polivinilkloriire oranla lateks ylizeylerde daha fazla biyofilm
goriiliirken, politiretan ve %100 silikonda ise azalmis olarak saptanmistir (55).
Biyofilm, mikroorganizmanin implante gereclere yapisip cogalarak, stirekli bir
enfeksiyon kaynagi olmasina sebep olur. Biyofilm tabakasinin mikroorganizmay1
opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksis gibi viicudun savunma mekanizmalarindan
korudugu bildirilmistir (56). En 6nemli 6zelliklerinden biri de antifungal ajanlara

direng gelisimine sebep olmasidir (55).

2.1.5. Risk Faktorleri

Candida tiirleri hafif yiizeyel enfeksiyondan, agir sistemik enfeksiyona kadar
cesitli klinik tablolara yol agabilirler. Normal flora igeren bdlgelerde fizyolojik
kosullarin degismesi, mukokutandz bariyerin ihlali, hormonal dengenin bozulmasi,
immun sistemi baskilayan ilaglarin kullanilmasi, kanser veya AIDS gibi immun
yetmezlige yol acan hastaliklar Candida enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikisini
kolaylagtirmaktadirlar (33,35). Ayrica kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya
da daha fazla kan Kkiiltiirlinde herhangi bir Candida tiiriinlin izole edilmesine
kandidemi denilmektedir. Ozellikle YBU’lerinde yatan hastalara yapilan
girisimlerden dolayr karsilasilan bir formdur. Yapilan calismalar sonucu kan
kiiltiirlerinden izole edilen Candida’larin ciddi 6nem arz ettigini ve oranlarinin
giderek arttigimi gostermektedir. Kandidemi gelisimdeki risk faktorleri; Kemoterapi,

notropeni, radyoterapi, bobrek yetmezligi/diyaliz, tiriner katater, 6zellikle abdominal
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cerrahi islemler, malign hastaliklar, diyabetes mellitus (DM), santral vendz katater
(SVK), immunsupresif tedavi, enteral veya parenteral beslenme, YBU’de 7 giinden

fazla kalma, yas ve yaniklar olarak siralanabilmektedir (57,58).

2.1.6. Enfeksiyonlari

Candida’lar genel anlamda degerlendirildiginde mukozal kolonizasyondan,
coklu organ tutulumuna kadar genis bir yelpazede yer alan ¢ok c¢esitli enfeksiyonlara
yol agabilirler. Temel olarak iki ana grupta enfeksiyonlar1 incelemek mimkiindiir;
yiizeyel ve invaziv Candida enfeksiyonlari.
2.1.6.1. Yiizeyel Candida enfeksiyonlari

Kandidoz

Genellikle C. albicans’m etken olarak saptandigi kandidoz derinin ylizeyel
mantar enfeksiyonudur. En sik etkilenen bdlgeler derinin kivrim yerleri olan katlanti
bolgeleri olup, nemli ve kapali alanlar diger etkilenen yerlerdir (59). Cilt, saclt deri,
parmaklar, tirnaklar, agiz, bogaz, vajina, bronglar ve gastrointestinal sistem
tutulabilir. Saglikli bireylerde epitelyal bariyer fonksiyonlarinin bozulmasia bagh
olarak gelisen kutan6z kandidoz tiim yas gruplarinda goriilebilirken o6zellikle
yenidogan ve yaslilarda daha sik goriiliir. Genellikle tedaviye yanitin iyi oldugu bu
enfeksiyonlar ylizeyel yerlesimlidir. Altta yatan predispozan durumu olan hastalarda
ise sistemik kandidoz gelisebilir (60).

Primer kutanoz kandidozlar

Katlant1 yerlerinden en sik tutulanlari parmak aralari, gluteal kivrimlar,
aksilla, kasik ve perianal bolgelerdir. Tutulan alanlar nemli ve kirmizi olup, parmak
aralarinda maserasyon bulunur. Benzer sekilde siklikla bebeklerde goriilen bez
kaynakli dermatitlerde de bezin diizenli olarak degistirilmemesi sonucu kronik nem
ve idrar irritasyonuna bagli olarak ciltte erozyonlar ve pistiillerin eslik ettigi
eritematdz lezyonlar bulunmaktadir. En sik rastlanan etken C. albicans’tir (59,60).

Oral kandidoz

Bagisiklik sisteminde ciddi bozukluk olan hastalarda siklikla goriilmekle
birlikte, yenidogan ve yaslilarda saglikli yetiskinlere oranla daha sik goériilmektedir.
Ayrica genis spektrumlu antibiyotik, steroid ve sitotoksik ila¢ kullanimi, radyasyon
tedavisi diger tetikleyici faktorlerdir. Hastalarin yanak mukozasi ve agiz iginde siit

kesigi gorliniimiinde beyaz plaklar olusur. Lezyondan alinan kazinti 6rneklerinin
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potasyum hidroksit (KOH) ile hazirlanan preparatlarinin incelenmesinde psddohif ve
blastosporlarin goriilmesi taniy1r destekler (59,60). Oral kandidozun en sik rastlanan
etkeni C. albicans olup bunu daha seyrek olarak diger tiirlerde izlemektedir (21).

Vulvovajinal kandidoz

Vulvada eritem, 0dem, kasinti, yanma ve beyaz krem renkli peynir kesigi
goriiniimiinde akintinin eslik ettigi bu klinik durumda en sik etken olarak C. albicans
izole edilir. Genis spektrumlu antibiyotik ve steroid kullanimi, gebelik, DM, siki ve
sentetik i¢ c¢amasirt kullanilmast hastaligin gelismesine katkida bulunan risk
faktorleridir (60).
2.1.6.2. invaziv Candida enfeksiyonlar

Kandidemi

Klinik olarak enfeksiyon bulgu ve belirtileri gézlenen hastanin en az bir kan
kiiltiirtinde bir Candida tiiriiniin izole edilmesi kandidemi olarak tanimlanmaktadir
(61). Kandidemiler invaziv Candida enfeksiyonlarinin yaklagsik %50-70’ini
olusturmakta ve yiiksek mortalite oranlari nedeniyle mutlaka tedavi edilmelidirler.
Kandidemi saptanan olgularm ¢ogu YBU’nde takip edilen hastalardir. Bu nedenle
YBU’nde yatis siiresi tanimlanmis risk faktdrleri arasinda en dnemlilerin biri haline
gelmektedir (62). Kandidemi igin yapilan bir risk belirleme ¢aligmasinda; kanser
hastalari, DM’si olanlar ve SVK kullanilan hastalarin kandidemi yo6niinden daha
yiiksek riske sahip oldugu belirlenmistir (63).

Yaygin (Dissemine) Kandidoz

Dissemine enfeksiyonun hematojen yolla gelistiginin gostergesi olarak
birbirine komsu olmayan iki organda Candida enfeksiyonu varliginin saptanmasi ile
gosterilebilir. Uzun siire notropenik kalan hastalarda (akut 16semi, aplastik anemi)
daha sik gelisen kronik dissemine kandidoz, genis etkili antibiyotik tedavisi
uygulanmasina ragmen atesin en az iki hafta siireyle devam ettigi ya da notropeni
diizeldikten sonra atesin basladigi hastalarda akilda tutulmasi gereken bir klinik
tablodur. Notropenik bireylerde, en az ii¢ gilin silireyle uygulanan genis etkili
antibiyotik tedavisine ragmen atesin devam etmesi, iki veya daha fazla viicut
bolgesinde Candida'nmin izole edilmesi ve atesi agiklayacak baska bir odak
bulunamamasi durumunda akut dissemine enfeksiyonun varligindan sz edilebilir

(61). Ates yiiksekligine ragmen organ tutulumu yoktur. Bununla beraber karaciger ve
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dalak biiyiiyebilir, alkalen fosfataz genellikle ¢ok yiiksek seyreder. Karakteristik
bulgu hedef lezyon (Bull’s eye) olarak da bilinen, radyolojik goriintilemede
karaciger ve/veya dalakta kiiciik, periferik yerlesimli lezyonlarin goriilmesidir (61).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar1

Son yillarda mantarlarmn etken oldugu iiriner sistem enfeksiyonlar1 (USE)’nda
artis gozlenmekte olup altta yatan ciddi rahatsizlig1 olan hastalarda 6nemli bir risk
olusturmaktadirlar. Toplum kokenli USE’lerde sik olarak izole edilmezken hastane
kokenli USE’lerde %10-30 oraninda etken olabilirler. Ozellikle iiriner kateteri, iiriner
sistemde obstriiksiyonu olan, DM’li hastalarda asendan USE’lerin en sik etkenleri
Candida tiirleri olup %50-70’ini C. albicans olusturmaktadir. Cesitli faktorlere bagl
olarak tiir dagilimi degisebilmekle birlikte diger tiirlerde etken olabilmektedirler.
Candida’lar tiretra ve dis genital organlarin florasinda bulunabildiklerinden, saglam
konakta ya da altta yatan predispozan bir nedeni olmayan hastalarda ortaya ¢ikan
kandidiiriler klinik olarak anlamli kabul edilmemektedir. Klinik olarak en yaygin
gozlenen durum asemptomatik iiriner sistem kolonizasyonu olup sistit, piyelonefrit
veya kandideminin eslik ettigi sepsise kadar degiskenlik gosteren klinige yol
acabilirler. Mantarlara bagh gelisen USE’de tami1 kriterleri tam olarak
tanimlanamamuistir. Tan1 i¢in Oncelikle ilk basamak idrar kiiltiirii tekrar edilmelidir.
Tekrarlayan tireme izole edilen etkeni dogrularken, iiremenin olmamasi
kontaminasyon lehine diislindiiriir. Tekrarlanan ikinci kiiltiirde de lireme var ancak
hasta asemptomatik ise predispozan faktorler gozden gecirilmeli, iiriner kateter
cikarilmali, antibiyotik tedavisi sonlandirilmalidir. idrarda maya iiremesinin sebati
halinde ultrasonografik olarak {iriner sistem obstriiksiyonunun varlig1 arastirilmalidir.
Obstriiksiyon saptanmiyor ve hasta asemptomatik ise muhtemelen bu durum
kolonizasyona baglidir ve tedavi 6nerilmemektedir (64,65).

Kandidiirinin tedavisi i¢in The Infectious Diseases Society of America
(IDSA)’nin 2004 yilinda yaymladigi kilavuzunda hastalarin c¢oguna tedavi
gerekmedigi belirtilmistir. Yine kilavuzda semptomatik alt veya {ist USE’si olan
hastalarin tedavi edilmesi, asemptomatik hastalarda ise kandidemi gelisimi igin
yiiksek riskli grupta olan bireylerde gelisen kandidiirilerin tedavi edilmesi
onerilmektedir. Kilavuzda yer alan asemptomatik kandidiirinin tedavi edilmesi

Onerilen hasta grubunu nétropenik, diisiik dogum agirlikli bebekler, iirolojik islem
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yapilacak hastalar, renal transplant alicilart olusturmaktadir. Cilinkii bu hasta
grubunda olusan kandidiiri, dissemine kandidozun bir gostergesi olabilir (66).

Candida Ozofajiti

Ozellikle AIDS’li hastalarda oral kandidozla birlikte goriilebilirken tek
basina da bir bulgu olarak ortaya ¢ikabilir (21). Hastada, agrili yutkunma, yutmada
zorluk ve retrosternal agr1 gibi semptomlar bulunur ve endoskopi esliginde alinan
biyopsi 6rneginin incelenmesi ile tan1 konulur (67).

Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar:

Mantarlarin etken oldugu santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlart ciddi
mortalite sebebi olup, Candida’lar en sik akut menenjit ve beyin apsesi olgularinda
etken olarak izole edilirler. Ozellikle hematolojik malignite, solid organ
transplantasyonu, kortikosteroid kullanimi, travma gibi risk faktorlerinin varlig
SSS’ye yayilim ya da direkt temas sonrasi hastalik tablosunun gelismesi igin
kolaylastirict faktorlerdir (68).

Pulmoner Kandidoz

Nétropenik ve YBU’de tedavi géren hastalarda daha sik goriilmekle birlikte
nadir rastlanilir. Genellikle hematojen yayilim sonucunda ya da kolonize olmus
orofarengeyal, mide iceriginin aspirasyonuna bagli gelisir. En sik etkenler C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei ve C. lusitaniae’dir.
Klinik olarak hastalarda ates, takipne, PA akciger grafisinde difiiz nodiiler
infiltrasyonlar gozlenir. Bronko alveoler lavaj (BAL) kiiltliri ve mikroskobik
inceleme kolonizasyon ve enfeksiyonu ayirt ettiremez. Kesin tan1 akciger dokusunun
histopatolojik incelemesi ile konur (69).

Bu enfeksiyonlardan baska gozde keratit ve endoftalmit, iskelet sisteminde de

osteomyelit ve artrit gibi invaziv enfeksiyonlara da yol agabilirler.

2.1.7. Tanmsi

Mantar enfeksiyonlarinin dogru laboratuvar tanisinda Candida’larda da
oldugu gibi genel anlamda incelenecek orneklerin uygun kosullarda alinmasi,
saklanmas1 ve gonderilmesi Oncelikli olarak dikkat edilmesi gerekli hususlardir
(15,70).

Candida enfeksiyonlarinin tanisi amaciyla incelenecek 6rnekler arasinda kan,

beyin omurilik sivisi (BOS), idrar, steril viicut bosluklarindan alinan sivi, solunum
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yolu, doku biyopsisi, agiz ve vajen siiriintii 6rnekleri ile deri, tirnak ve sagtan alinan
kazint1 6rnekleri sayilabilir (15,70). Bununla birlikte Candida’larin normal floranin
bir {iyesi oldugu unutulmamali ve kiiltiirden izole edilen mayanin etken olarak kabul
edilebilmesi i¢in ornek alinan klinik materyalin bolgesi ve hastalarin klinik
ozellikleri goz oniinde bulundurulmalidir. Laboratuvar tani igin, etkenin klinik
ornekten direkt mikroskobik olarak saptanmasi, kiiltiirden izolasyonu,
identifikasyonu ve histopatolojik olarak dokuda saptanmasi gerekmektedir (71).
2.1.7.1. Mikroskopi

Kandidoz tanisinda, Oncelikle yapilacak islem Ornegin direkt mikroskopik
incelemesidir. Deri ve tirnak kazmtilar1 inceleme icin %10-30’luk KOH ile
hazirlanir. Ayn1 zamanda boyali preparatta hazirlanabilir. Epitel hiicrelerinin ve
keratinin erimesi ile maya hiicreleri ve hifler daha iyi goriilmektedir (72). Steril viicut
stvilarinda, santrifiij sonras1 Gram boya uygulanmasi ile maya yapilar gram pozitif
olarak izlenmektedir (73). Mikroskobik inceleme ile psddohif yapilarinin goriilmesi
0zellikle mukokutanéz Candida enfeksiyonlarinin tanisinda degerlidir (72, 74). Cogu
maya hiicresi kismen veya tamamen gram pozitif boyanir ve bakterilerden daha
biiyiik olmalari, tomurcuklanan hiicrelerin varlig1 ile bakterilerden ayirt edilir (Sekil

2.1.) (27).

Sekil 2.1. Gram Boyama ile Gram Pozitif Boyanan Maya Hiicreleri (75).
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2.1.7.2. izolasyon

Candida tiirlerinin izolasyonununu saglamak i¢in hasta Ornekleri Patates
Dekstroz Agar veya Sabouraud Dekstoz Agar gibi rutin iiretim besiyelerine
ekilebilir. Primer izolasyon besiyerlerinin bilesimine bakteri ve hizli tireyen kiifleri
baskilayarak secicilik saglamak igin g¢esitli antimikrobikler (sikloheksimid,
gentamisin, kloramfenikol vb.) eklenebilir. Oda sicakliginda ve 37°C’de 24 saat
icinde tipik, mayamsi1 kokulu, beyaz-krem renginde yumusak yapidaki koloniler
goriilmektedir (18,73).

Candida albicans

Sekil 2.2. Sabouraud Dekstoz Agar’da C. albicans Kolonileri (76).
Kiiltiirde iireyen maya kolonilerini tanimlamada ilk yontem germ tiip testidir.
Uygulamasi kolay, ucuz ve hizli sonug veren bu test C. albicans’in diger Candida
tiirlerinden ayrimini saglamada basit ama ¢ok degerli bir testtir. Germ tiip yapimi i¢in
insan, koyun veya dana serumunda 35-37°C’de ii¢ saatlik inkiibasyon gereklidir.
Germ tilip maya hiicresinden parmak benzeri ¢ikint1 seklinde uzayan gergek hiftir. Bu
yap1 yalanci hiften, germ tiip ile maya hiicresinin birlestigi yerde daralma olmamasi

ve germ tlplin duvarlarmin birbirine paralel olmasi ile ayrlabilir (Sekil 2.3.)
(18,27,72).
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Sekil 2.3. Germ Tiip Yapilari (77).

Germ tiip testi pozitifligi etkenin Candida albicans/dubliniensis olabilecegi
konusunda 6n bilgi verebilir. Candida albicans/dubliniensis germ tiip pozitiftir ve
biiylik oranda fenotipik benzerlik gostermektedir. Bu nedenle bu iki tiirii ayirt etmede
klamidospor iiretimi kullanilabilir (27). Bu amagla tween 80 misir unlu besiyeri
kullanilmaktadir (32). Bu besiyerinde u¢ kisimlarinda genis, kalin duvarls,
klamidosporlarin ve septalarinda yuvarlak blastokonidya kiimelerinin bulundugu
psodohifler (bazen gergek hif) olusur (Sekil 2.4.) (34).

Sekil 2.4. Candida albicans’a Ait Klamidospor Yapilari (78).

2.1.7.3. Tiplendirme
Izolasyonda kullanilabilen bir diger besiyeri de kromojenik besiyerleridir.
Kromojenik besiyerlerinde Candida tiirlerinin koloni morfolojilerine ve renklerine

gore ayrimlar1 yapilmaktadir (Sekil 2.5.) (79). Bu besiyerleri, Candida tiirleri
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tarafindan iretilen enzimlerin etkilesime girmesi ile farkli renklere doniisen
kolonilerin elde edildigi kromojenik substratlar igerir (80). Bu besiyerleri tiplendirme
basamaginda kolaylik saglamaktadir. Ancak C. albicans disi Candida tiirlerinin
tiplendirmesinde kullanilabilecek diger testler karbonhidrat asimilasyonu ve

fermantasyonudur. Asimilasyonda, mayalarin oksijenli ortamda karbon kaynagi

olarak bir karbonhidrati kullanma yetenekleri test edilmektedir.

C. krusei

Sekil 2.5. Kromojenik Besiyerindeki Farkli Candida Tiirleri (81).
Fermantasyonda ise karbonhidratlarin CO2 ve etanol firetimiyle sonug¢lanan
anaerobik kullanimlar1 gozlenir. Ancak bu testler uzun zaman almaktadir. Bu
nedenle zamandan tasarruf etmek adma gelistirilmis yar1 otomatize hazir ticari
sistemler bulunmaktadir. Bunlar ortalama 48-72 saatte sonug¢ verebilmekte ve
geleneksel yontemlerle %95’lere varan bir benzerlik gosterebilmektedir (18).

Bu konvansiyonel yontemlerden baska son yillarda hasta serumu ve viicut
stvilarinda Candida tiirlerine 6zgiil antikor ve antijenler, metabolitleri ve hiice duvari
bilesenlerini saptamaya yonelik testler gelistirilmistir. Ancak bu testlerin en biiyiik
eksikligi yeterli duyarlilikta olmamalaridir. Bu nedenle diger tani1 yontemleriyle
birlikte kullanilmalari 6nerilmektedir (32).

Fungal enfeksiyonlarda patojenin en kisa siirede tanimlanip uygun tedaviye

baslanmasi prognoz agisindan 6nem tagimaktadir. Erken spesifik tani ve tedavi
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gereksinimlerine bagli olarak 6n plana ¢ikan molekiiler tan1 yontemleri etyolojik
tanida hiz, duyarlilik ve bazi durumlarda da 6zgiillik artisina neden olmaktadir.
Molekiiler tan1 yontemleri; klinik oOrnekte Candida varliginin ve tiiriiniin
saptanmasinda, epidemiyolojik tiplendirmede, viriilans faktorlerinin belirlenmesinde,
antifungal diren¢ genlerinin  arastirilmasinda, mutasyon incelemelerinde,
smiflandirma ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadir. Bu amagla hibridizasyon
yontemleri, niikleik asit ¢ogaltma yontemleri ve restriksiyon enzim analizi gibi

molekiiler testler kullanilabilmektedir (82).

2.1.8. Tedavi Secenekleri

Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde farkli grup antifungal ilaglar
kullanilmaktadir. Antifungal ilaclar; azol tiirevi bilesikler, ekinokandinler ve
poliyenlerden olusmaktadir (72). Antifungal ilaglarin gogunun ciddi yan etkiler, dar
antifungal spektrum, dokulara kétli penetrasyon ve direncli mantarlari segcme gibi
bircok olumsuz 6zellikleri vardir. Umut vaat eden yeni ilaglar gelistirilmekte ve
bunlarin bir kismi klinik olarak denenmektedir. Ancak mantar hiicrelerinin insan
hiicreleri gibi 6karyot yapida olmalarinin yanisira hiicresel ve molekiiler siireglerinin
cogunun benzer olmasi ve hatta proteinler ile genler arasinda oldukca fazla benzerlik
bulunmasi, uygun bir antifungal hedef bulunmasini zorlastirmaktadir (83).
2.1.8.1. Poliyenler

Amfoterisin B ve lipid formiilasyonlar1 polyen bilesiklerdir. Ergosterole
baglanarak fungal membranda por olustururlar. Bu suretle membran permeabilitesini
arttirip ozmotik biitiinliigii bozarak fungisit etkiye neden olurlar. Sistemik kandidoz
tedavisinde kullanilan baslica genis spektrumlu bir ilagtir. Emilim 6zelliklerinden
dolayr sadece parenteral formu mevcuttur. Nefrotoksisiteden otiirti lipid
formiilasyonlar1 (lipozomal amfoterisin B, amfoterisin B lipid kompleks)
gelistirilmistir. Bunlar az toksik ve giivenilir olup iyi tolere edilmektedir (72).
2.1.8.2. Azoller

Azoller, lanosterolden ergosterol sentezinde yer alan sitokrom P450 14a-
demetilaz enzimini inhibe ederek mantar hiicre membraninin sentezini sonlandirirlar.
Genelde fungistatik etkiye sahiptirler. Bu bilesikler iki alt gruba ayrilir: imidazol ve
triazoller (72).
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Imidazol

Ketokonazol, imidazol tiiri bir bilesiktir. Sistemik ve kutanéz kandidoz
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Ancak hepatik ve gastrik toksisitesinden dolay1 ve
daha az toksik alternatif ilaglarin klinik kullanimda olmasindan dolay1 nadir
kullanilmaktadir (72).

Triazoller

Flukonazol, kandidoz tedavisinde ve ayrica transplant olgularinin profilaksi
ve kronik supresyon tedavisinde kullanilan bir ila¢tir. Gastrik, hepatik ve
endokrinolojik yan etkilerinin diisiik olmasi ve beyin omurilik sivisina (BOS) iyi
gegmesi avantajlaridir. Flukonazol bir¢ok Candida tiiriine etkilidir, ancak C. krusei
flukonazole kars1 dogal direng sergilemektedir (72).

Itrakonazol, genis spektrumlu antifungal etkiye sahip bir ilactir. En 6nemli
avantaji Aspergillus spp.’ye de antifungal etki gosteriyor olmasidir. Kandidoz
tedavisinde kullanilmakta, Ozellikle diger azollere cevapsiz olgularda, Grnegin
flukonazole direngli C. krusei ve C. glabrata suslarmin bir kismina etkili
olabilmektedir. Kok hiicre transplantasyonunun uzun doénem profilaksisinde ise
flukonazole gore iistiinliik gésteren bir ilactir (72).

Yeni triazoller

Vorikonazol ve posakonazol genis antifungal etki spektrumuna sahip olarak
birgok Candida tiiriine etkilidir. Invaziv fungal enfeksiyonlarda kullanilmaktadir ve
flukonazole ve itrakonazole karsi direngli olan Candida tiirlerinin bazilarina karsi
etkili oldugu gosterilmistir. Ikisinin arasindaki en biiyiik fark posakonazoliin ayrica
Zygomycetes spp.’ye kars1 da etkili olmasidir (72).
2.1.8.3. EKinokandinler

Ekinokandinler 1,3-B-D-glukan sentezini inhibe ederler ve mantar hiicre
duvar sentezini durdurarak fungistatik etki gostermektedirler. Bu grupta kaspofungin,
mikafungin ve anidulafungin yer almaktadir. Sadece parenteral formlar1 mevcuttur
ve oldukca diisiik seviyede toksisiteye yol acan giivenli bilesiklerdir. Genis
antifungal etki spektrumuna sahip olmakla beraber amfoterisin B ve flukonazole
direngli Candida tiirlerine de etkili olmalari en 6nemli avantajlarindan birisidir.
Kullanim endikasyonlarinin arasinda 6zellikle 6zofageyal kandidoz ve kandidemi yer

almaktadir. Ayrica kaspofungin antibakteriyel tedaviye yanit vermeyen febril
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ndtropenide ampirik tedavi olarak kullanilmaktadir. Mikafungin ise hematopoetik
kok hiicre transplantasyon olgularinda flukonazolden daha iistiin olup antifungal
profilakside kullanilmaktadir (72).
2.1.8.4. Niikleik Asit Sentez Inhibitérleri

Flusitozin florlanmis bir primidin olup antimetabolit olarak etki gdsterir. Oral
formu bulunmaktadir. Mantar hiicrelerindeki protein, DNA ve RNA sentezini
engelleyerek antifungal etkinlik  gosterirler.  Flusitozinin  antifungal etki
spektrumunda, Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula tiirleri,
Sacharomyces cerevisiae ve bazi esmer kiifler bulunmaktadir. Sekonder direng
gelisme ihtimalinden dolayr amfoterisin B veya flukonazolle kombine edilerek

kullanilir (84).

2.1.9. Antifungal Diren¢

Antifungallere diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasinda en biiyiik roli,
invaziv mikozlarin en sik etkeni olmasi sebebiyle Candida tiirleri oynamaktadir.
Candida tiirlerinin direng gelisimi amaciyla antifungal ilaglarda degisiklik olusturma
ozelliklerinin olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir. Ayrica antifungal direng
genleri hiicreden hiicreye aktarilmadigi bu nedenle de antifungal direncin
antibakteriyel dirence gore daha yavas gelistigi gosterilmistir. Direngte rol oynayan
mekanizmalar diga attim pompalari, hedef degisiklikleri ve ilacin hedef bolgeye
girisinin azaltilmasi olarak siralanabilir (84).

Antifungal ilacin Candida tiirlerine karsi etkili olmasi, klinik basari i¢in
yeterli degildir. Konak, ila¢ ve etken patojenin birbirleri ile etkilesimleri, konagin
bagisiklik durumu, enfeksiyonun yeri ve siddeti, yabanci cisim varligi, enfeksiyon
bolgesinde ilacin etkinligi, tedavinin dozu ve siiresi ile antifungal rejime hastanin

uyumundan etkilenmektedir (84).
2.2. Trombositler

2.2.1. Giris

Kemik iligindeki megakaryosit adi verilen Oncli hiicrelerden iiretilen,
ortalama yasam siireleri 7 ila 10 giin olan, renksiz, 2-4 pm ¢apinda, disk seklindeki

¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Hemostaz, enflamasyon, antimikrobiyal direng, anjiyogenez
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ve doku iyilesmesi gibi viicuttaki onemli fonksiyonlarda gorev alirlar (85). Yasam
stiresinin ¢ogunu sessiz, doku hasarina ve mikrobiyal tehdide karsi “ndbetci” olarak
gegirirler (86). Trombositlere bek¢i hiicre ya da gardiyan hiicre denilmesinin en
onemli nedeni muhtemel zararli mikroorganizmalarin varhi@inmi tespit etme
yeteneklerindendir.

Insanda kandaki toplam trombosit sayist 150.000-400.000/ul’dir. Kanda
eritrositlerden sonra en ¢ok bulunan hiicre grubunu olustururlar (87). Eritrositlerde
oldugu gibi bunlar da c¢ekirdeksizdirler. Trombositler, plazma membraninin
sitoplazma igerisine parmak seklinde uzantilarindan olusan bir kanal sistemine
sahiptirler. Bu sistem sayesinde sitoplazmada bulunan aktif molekiillerin disg ortama
atilmasimi saglayan fonksiyonel bir yapi olugsmus olur. Trombosit hiicre duvari
tizerinde bircok girinti, ¢ikinti ve vezikiiller vardir. Bu yiizden morfolojik olarak

deniz siingerine benzetilir (88).

2.2.2. Tarihge

Giinimiizde trombositlerin enfeksiyonlara karsi konak savunmasina katkida
bulunan yap1 ve fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir. Son 10 yilda konak
patojen iliskisini arastirmak i¢in yeni tekniklerin gelismesi, protein kimyasinin daha
iyi bilinir hale gelmesi ve molekiiler biyolojinin gelismesi ile konak savunmasinda
trombositlerin rolii daha iyi anlagilmistir. Trombositler bakteriyel patojenler ile hizli,
direkt ve spesifik olarak etkilesime girerek ¢esitli antimikrobiyal etkinlik gdsteren
molekiilleri ortama salarlar ve kazanilmig immiin yanit1 sekillendirirler (86,89-94).

Trombositlerin antimikrobiyal 6zelliklerinden ilk olarak, Fodor ve ark.
tarafindan 1s1 hassas veya o-lisin kompleman proteinlerinden ayri olarak 1s1 stabil
bakterisidal kapasitesi olan serum proteinine B-lisin adin1 verdikleri 1887 yilindaki
caligmalarinda deginilmistir (95). 1901 yilinda Gengou ve ark. B-lisinin serumdaki
bakterisidal aktivitesinin koagiilasyon yetenegi igeren serum hiicrelerinden
kaynaklandigint ve komplemandan bagimsiz oldugunu gostermistir (96). 1938
yilinda Tocantins ve ark. yapmis olduklari ¢aligmalar 1s18inda trombositlerin immiin
sistem fonksiyonlariin olabilecegini iddia ettiler (97). Sonraki ¢alismalarda Hirsch
tarafindan trombositlerin tavsan serumunda bakterisidal aktivitesinin oldugu

gosterilmistir (98). Nihayetinde birgok diger arastirmact da trombositlerin Bacillus,
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Staphylococcus, Listeria, Salmonella gibi bir¢ok organizmaya karsi bakteriyostatik
ve/veya bakterisidal etkinlige sahip oldugunu gosterdiler (89).

Sonraki calismalarda bir¢ok arastirmaci serumda antimikrobiyal aktiviteye
yol agabilecek trombosit spesifik molekiiller {izerine yogunlasmistir. Bu
calismalardan ilki sayilabilecek olan Myrvik’in ¢alismasinda, trombosit kaynakli iki
serum faktoriiniin Bacillus subtilis’e karsi etkili oldugu gosterildi (89,99). Baska
arastirmacilar bu bulgular1 dogruladilar (99,100). Sonrasinda diger arastirmacilar
tavsan serumundan B-lisin oldugu kabul edilen ve S. aureus ve B. subtilis’e 6zgii
antimikrobiyal etki gdsteren molekiilleri izole ettiler (101,102). Bunlara paralel
olarak Weksler ve Nachman trombositlerden B. subtilis ve S. aureus suslarina karsi
in vitro bakterisidal aktivite gosteren 10 ve 40 kDa agirliginda iki katyonik proteini
izole ettiler (103). Bu ¢alismalarin hepsinde trombosit antimikrobiyal etki
molekiilleri katyonik 6zellik gosteren ve kiitleleri 6-40 kDa arasinda degisen kiiciik
molekiiller olarak tanimlandilar. Tew ve ark. B-lisin molekiillerinin trombin ile
stimiile edilen tavsan trombositlerinden salindigini1 ve doku hasar1 ile konak
savunmasinda gorevli molekiillerin trombositlerden salindigina dair bir baglantinin

oldugunu gosterdiler (104).

2.2.3. Trombositlerin Aktivasyonu

Trombositlerin aktivasyonu bes farkli yontem ile olabilmektedir. Bunlar sirasi
ile vaskiiler yapinin ya da doku biitiinliigliniin bozulmasi, soguga maruziyet, trombin
ile etkilesim, kalsiyum glukonat vb. kimyasallar maddeler ile etkilesim ve son olarak
degisik dalga boyundaki iginlar ile etkilesim olarak sayilabilir (86,89).

Aktive olmamig istirahat halindeki trombositlerin yiizeyinde toll benzeri
reseptor 2 (Toll Like Receptor 2, TLR2), TLR4 ve TLRY diisiik seviyede bulunur
(89,105). Trombositlerin aktivasyonu ile bu reseptorler onemli derecede artar.
Ornegin; 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlar aracilifiyla olusma ihtimali yiiksek olan
vaskiiler lezyonlarda TLR1 ve TLR6 ekspresyonu artarken, trombin aktivasyonu da
TLR9 ekspresyonunu énemli derecede arttirir (106).

Trombositler aktive edildiklerinde, antimikrobiyal konak savunmasindaki
bir¢ok gorevlerini kendilerine 6zgii yollarla ortaya koymaktadir (86,89). Bunlar;

a. Diskoid yapidan fagositozda 6nemli rol alan ameboid sekle doniisiim,

b. Graniil tasinmasi ve organizasyonunu kolaylastirmak adina hiicre iskeletinin
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yeniden yapilandirilmast,

c. Hasarli veya enfekte dokulara adezyon artisina aracilik eden reseptorlerin
salinimi,

d. Hiicre metabolizmasinin aktif hale gelmesi

e. Doku hasar1 veya enfeksiyon bulunan bolgelere dogru hareket ve bu
bolgelerde yogunlasma,

f. Konakgi hiicrelerle oldugu kadar mikrobiyal patojenlerle de etkilesime giren
psodopodlarin uzamasi,

0. Konak¢i hiicre savunma peptidlerini de iceren onceden olusmus graniil

molekiillerinin salinimi ve islenmesi.

2.2.4. Trombositlerin Ozellikleri

Cogu omurgasiz ve erken omurgali canlilarda hemosit ad1 verilen bir hiicre
tipi tim hemostatik fonksiyonu ve konak savunma fonksiyonlarini bir arada tasir.
Memelilerde ise evrimle birlikte hiicre tipleri ve goérevleri daha Ozellesmistir.
Trombositlerde konak savunmasi ve hemostaz1 birbirine baglayan hayati ve duyarl
hiicrelerdir (89).

Notrofil, bazofil ve eozinofiller tipik olarak gerekli insan graniilositleri olarak
kabul edilmektedirler. Bununla birlikte trombositlerde hem hiicre i¢ine hem de hiicre
disina salmabilen graniiller igerdiginden graniilosit olarak siniflandirilabilmektedir.
Trombositlerde genel olarak ii¢ tip graniil bulunmaktadir (89,91,107).

Birincisi dense (&) graniiller olup; vaskiiler tonus mediyatorlerini igerir.
Bunlar niikleotidler (ADP, GTP), biyoaktif aminler (histamin, serotonin) ve biyoaktif
(Ca*?, PO3’) minerallerdir.

Ikincisi alfa (o) graniiller olup; adezyon molekiilleri, trombosit mikrobisidal
proteinleri (PMP) ve kinosidinler, koagiilasyon faktorleri, mitojenik faktorler ve
proteaz inhibitdrlerinden olusan bes farkli proteini ihtiva etmektedir.

Ucgiinciisii  lizozomal (A) graniiller olup; doku yenilenmesini ve yara
iyilesmesini saglayan trombosit-fibrin tikag olusumunu yonlendiren proteaz ve
glikozidaz gibi ¢esitli enzimleri igermektedir (86).

Trombositlerin enfeksiyona karsi konak savunmasina katkisina dair bir¢ok
delil bulunmaktadir. Ornegin; trombositler de nétrofil ve monositlerle ortak yiizey

antijenlerini tasimaktadirlar. Bunlar, yaklasik 40kDa agirligindaki FcyRII reseptorii,
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Ig E i¢in FceRI reseptorii, C-reaktif protein reseptorii ve trombospondin CD36
(GPIV) reseptorleridir (89). Ayrica trombositler kompleman CR3 reseptorii,
kompleman fiksasyon iiriinii olan C3a ve C5a igin reseptorler igerirken, tiimor
nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve IL-6 gibi sitokinlere karsi duyarh
olup, bu sitokinlere karsi lokositlerin konak savunmasinda oynadigi role benzer
yaklasim sergilemektedirler (89). Bunlara ilaveten trombositler konak kan akimi ve
dokularinda bulunan patojenleri iclerine alabilmektedirler. Bu islemin heniiz ger¢ek

bir fagositoz olup olmadigi agiklanamamastir (86).

2.2.5. Trombositlerin Kemokin-Kinosidin Ozellikleri

Trombositler doku travmasi, endoteliyal hasar ve enfeksiyon odaklarina hizla
ve yogun bir bigimde hareket ederler. Bu tip alanlara go¢ ederek oralarda biriken ve
yogunlasan ilk hiicrelerdir. Her ne kadar trombositlerin bu hareket tarzi belirgin
hemostatik avantajlar saglasa da doku hasarinin oldugu bdlgelere yonlenmede
enfeksiyona karsi erken miidahalede de anahtar bir rol oynamalarini saglamaktadir
(86).

In vitro ve deneysel hayvan modellerinde, trombositlerin aktif olarak
patojenleri hedef aldigi, bakteri spesifik proteinler, kompleman proteinleri (C3a ve
C5a) ve akut faz yanitinin oldugu yerlerde biriktigi gosterilmistir (86,107).
Bakteriyel ~N-formile peptidler, trombositler iizerindeki N-formil peptid
reseptorlerine 6zellikle baglanma egilimindedir. Neticede trombosit hiicre yapisinda
yeniden diizenleme ve kalsiyum salinimi ile birlikte aktivasyon ve degraniilasyon
meydana gelir. Trombositlerin enfeksiyon bolgesinde tirettikleri ve ortama saldiklar
bircok kemokin ve kinosidin reseptorii mevcuttur. C3a ve C5a ile birlikte kemotaktik
sinyalleri algilayan trombositler, kemokinleri ortama salarlar. Bu kemokinler de
sirast ile C, CC, CXC ve CX3zC olup reseptorleri ise CCR1, CCR3, CCR4,
CXCR4’diir (108). Konak savunma mekanizmasinin en onemli yap1 taslarindan
birini bu kemokin ve resopterler ile baglanma ve aktivasyon olustururken
kemotaksiste Onemli rol oynar. Ayrica kinosidin olarak bilinen mikrobisidal
kemokinlerde (kemokin ligand 4; CXCL4 diger adiyla PF-4 ve kemokin ligand 5;
CCL5 diger adiyla RANTES) aktive trombositlerden salinarak diger immiin sistem

hiicrelerinin enfeksiyon bolgesine kemotaksisini yonlendirebilir (109).
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2.2.6. Trombositlerin Konak Hiicre Savunmasindaki Rolleri

Trombositler mikrobiyal patojenlerin erken tespitinde rol oynadiklar1 gibi
konak savunmalarinin iyilestirilmesi ve aktivasyonunda da gorev almaktadir (86).
2.2.6.1. Amplifikasyon Basamaklari

Trombositlerin konak savunma fonksiyonlarini aktive etmede Onemli bir
adim olarak degerlendirilmektedir. Trombositler S. aureus gibi mikroorganizmalar
ile karsilasip aktive olduklarinda & graniillerinden ADP ve ATP, o graniillerinden
PMP’ler ve Kkinosidinler salinir. Salimnan ADP ve ATP istirahat halindeki
trombositlerde bulunan P2X; ve P2Y1> adenoniikleotid reseptorlerine baglanir.
Boylelikle istirahat halindeki trombositler aktive olurlar ve PMP ve kinosidin
seviyelerinin daha da artmasina yol acarlar (86,110). Artan PMP ve kinosidin
seviyeleri de konak savunmasini enfeksiyon karsisinda gii¢lendirmektedir.

Zhang ve ark.’nin (86,111) akut enfeksiyon modeli olusturduklari deneysel
hayvan calisma modelinde, trombosit inhibitorii verilen gruptaki farelerde S.
aureus’un ortadan kaldirilmasinda azalma goriirken, mortalite oraninda artis
oldugunu  gozlemislerdir. Bu calismada mikroorganizmalarin  trombosit
degraniilasyonunu ve ADP sekresyonunu bozarak konak¢i savunmasindan kagmaya
calismasinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ornek olarak S. aureus’un adenozin
sentaz (AdsA) enziminin, ADP’yi AMP’ye hizla hidrolize edebilen ve bakterinin
konak¢it immiinitesinden korunmasini saglayan bir viriilans faktorii oldugu

gosterilmistir (112).

2.2.6.2. Trombosit Mikrobisidal Proteinleri (PMP) ve Kinosidinler (PK)

Trombositler direkt antimikrobiyal etki gosteren degisik yapida protein ve
peptid igeren graniiller bulundurmaktadir. Trombositlerden salinan mikrobisidal
proteinler baslica dort ana grupta toplanir. Bunlar (89,91,107);

a. Kinosidinler: Trombosit faktor 4 (PF-4, CXCL4), Trombosit baglayici
protein (PBP, CXCL7), normal T lenfosit hiicrelerinin ekspresyonu ve
salimimi (RANTES, CCLS5) olarak sayilabilir.

b. Defensinler: insan B defensin 2 (BD2), timosin p4 (Tp4),
Antimikrobiyal peptid tiirevleri: Fibrinopeptid A, fibrinopeptid B,

d. Trombosidinler: CXCL7’nin proteolitik tiirevleridir.
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Klasik defensinler diginda diger antimikrobiyal molekiillere topluca PMP
denmektedir.

Kinosidin kaynakli peptidler bakteriyel ajanlara karst hizli, gii¢li
antimikrobisidal aktiviteye sahiptirler. Ozellikle S. aureus, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium mikroorganizmalarina karsi nétral pH’da
etkinligi daha yiiksek izlenirken, ayn1 organizmalara kars1 etkinligi pH 5.5’de ¢ok
azdir (113). Aksine kinosidinlerin anti-Candida ozelligi pH 5.5’de gii¢lii iken,
bakterilerin tam tersine notral pH’da ise daha zayiftir. Bu ylizden, bir kinosidinin
mikrobiyal bir hedefe saldirmasmin anatomik ve fizyolojik igerigi onun segici
toksisitesi ile ilgilidir (114).

Son dénemde trombositlerin verdigi antimikrobiyal yanitin molekiiler etkileri
yogun bir bigimde arastirilmaktadir. PMP’nin bir alt kolunun mikrobisidal aktiviteye
sahip olan klasik kemokinler oldugu anlasilmistir. Bu polipeptidler hem kemokin
hem de mikrobisidal etkiye sahip fonksiyonlarini yansitacak sekilde kinosidin olarak
isimlendirilmistir. Trombositler birden ¢ok direkt antimikrobiyal aktiviteye sahip
kinosidinler ihtiva etmektedir (86,115).

Trombin gibi proteazlar, doku hasarin1 veya enfeksiyonu takiben konak
hiicresi tarafindan {tretilir ve kinosidinleri bolerek otonom mikrobisidal pargalar
halinde fonksiyon gdrmeleri icin serbestlestirir (92,116,117). Ozellikle vaskiiler
enfeksiyon bolgesinde trombin iiretiminin oldugu ve bu trombinin trombositler
tizerindeki degraniilasyonu giiglii bir sekilde tetikledigi gosterilmistir. Bu durum
endovaskiiler konak savunmasina cevabin PMP ve kinosidin salinimi ile nasil
koordine edildigini gostermektedir (117). Trombin (serin proteaz), trombosit
kaynakli proteazlar, doku hasar1 ile ortaya cikan proteazlar dogal PMP ve
kinosidinleri igleyerek ¢ok sayida antimikrobiyal peptid alt tipi olusturur. PMP,
kinosidinler, bunlarin parcalar1 ve sentetik tiirevleri in vitro, ex vivo ve in vivo olarak
gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mantarlara kars1 gii¢lii bir antimikrobiyal
etki gosterirler (92). Birgok arastirmaci tarafindan spesifik patojenlerin veya piirifiye
stafilokokal o toksinin, trombositlerden in vitro olarak PMP ve kinosidin salinimini
tetikledigi gosterilmistir (118,119).

Sonug olarak konak savunmasinda gorevli peptidler, klasik toksinler ve

benzeri molekiiller arasindaki yapisal, fonksiyonel ve evrimsel kesifler konak
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savunma mekanizmalarini anlamamiza yenilik¢i bir yaklasim getirmistir. Yine bu
kesifler minimal konak sitotoksisitesine sahip anti-enfektif peptidlerin gelistirilmesi
igin firsatlar yaratmistir (120). Kinosidinler dogal bagisiklik yanit1 ile kazanilmis
bagisiklik yanit olusturur ve Onemli immiinolojik mekanizmalar1 yonetir.
Kinosidinlerin iyi tanimlanmis kemotaktik fonksiyonlari ile 16kosit ve lenfositlerin
enfeksiyon alanina toplanmasini sagladigi ve bu hiicrelere ait antimikrobiyal
mekanizmalari aktive ettikleri bilinmektedir.

Kinosidinlerin enfeksiyonlara karsi konak savunma mekanizmasini nasil
calistirdigi  baz1  aragtirmacilarca  tanmimlanmistir  (120,121). Buna  gore
mikroorganizmaya karsi yanit olarak trombositler aktive olur. Aktivasyon sonrasi
PMP, kinosidin ve ADP/ATP degraniilasyonu yasanir. Degraniile olmus olan ADP
komsu trombositlerdeki P2X1/P2Y 1> reseptorlerine baglanarak trombositleri aktive
eder. Boylece aktive olmus trombositlerden tekrar PMP ve kinosidin salinimi

gerceklesir. Bu dongii enfeksiyon sinirlandirilana kadar devam eder.

2.2.7. Diger Antimikrobiyal Etki Mekanizmalar:

Konak savunma peptidlerine ilaveten trombositler diger antimikrobiyal
faktorleri de Tretebilir. Hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen radikalleri
trombositlerin uyarilmasina cevap olarak nétrofillerde iiretilenden daha az miktarda
olsa da dretilir. Bu ozellikleri nétrofillerde oldugu gibi baskin degildir (86,122).
Bununla birlikte, oksijen radikallerinin trombositlerin antihelmintik aktiviteleri i¢in
kagmilmaz oldugu raporlanmistir (122). Bu etki mekanizmasina ilaveten
trombositlerin potansiyel fagositoz rolii oldugu bilinmekle birlikte bu durumu
destekleyen ileri c¢aligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat trombositler klasik
fagositozdan ziyade patojenleri kaplayarak “coversytes” olarak da adlandirilabilecek
bir fonksiyon ortaya koymaktadirlar (123). Bu tarz fagositozda bakterilerin
trombositler tarafindan hiicre i¢ine alinmasi acik kanalikiiler sistem araciliiyla
olmaktadir. Son olarak trombositlerin biiylik antimikrobiyal kompleksler i¢in bir
platform olarak goérev yaptiklar1 da ileri siiriilmiistiir. Ornegin trombin, aktive
trombositlerin yakinlarinda bakterisidal kompleksler olusturmak ig¢in >100 kDa
plazma proteinlerini aktive ettigi, bu aktivasyon sonrasinda antimikrobiyal etki

gosterdikleri de gosterilmistir (124).
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2.2.8. Immun Yamtin Giiclendirilmesinde Trombositlerin Rolii

PMP, kinosidin ve diger etkin molekiillerin direkt antimikrobiyal aktivitesine
ilaveten trombosit yaniti bir¢cok konak savunma mekanizmasimi tetikler ve
enfeksiyon bolgesine savunma hiicrelerini ¢ekmektedir (86). Ornegin, bakteriyel
enfeksiyonlara karsi konak savunmasinda trombositlerin nétrofiller ile etkilesimi
anahtar rol oynamaktadir. Mikrobiyal ligandlar trombositler tarafindan Toll-benzeri
reseptorler (TLR) araciligiyla tanmurlar. Sirasiyla, TLR aracili sinyal iletimi
trombosit yiizeyinde belirli baz1 ligandlarin ve glikoproteinlerin {iretimini arttirir.
CD62P, trombositleri nétrofil ve monositlere dzellikle P-selektin glikoprotein ligand
1 (PSGL-1; diger adi CD162) araciligiyla baglayan en 6nemli liganttir (125). Fakat
PSGL-1’in inhibisyonunun trombosit-monosit etkilesimini dnlemede yetersiz kaldigi
g6z oniinde bulunduruldugunda diger birgok ligand ve glikoprotein muhtemelen bu
baglanmaya katilmaktadir (125,126). Bu sekildeki trombosit-mikroorganizma
etkilesimi noétrofil fagositozunu ve patojenlerin intraselliiler ortamda 6ldiiriilmesini
arttirirken hizli bir bicimde her iki konak hiicresinin aktivasyonuna yol acan
trombosit-nétrofil kompleksi olusumunu da kolaylastirir (102). Hasarli ya da
enfeksiyonun oldugu bolgeye kinosidinler veya diger kemoatraktanlar tarafindan
¢ekilen notrofiller “notrofil hiicre dist tuzagi” (NET) olustururlar. Bu elektronegatif
DNA komplekslerinin katyonik konak savunma peptidlerini (PMP, kinosidin ve
defensinler) arttirdigi ve mikroorganizmalar1 tuzaga distirdiigii distiniilmektedir
(127,128). Ayni sekilde trombositler nétrofillerin Gram pozitif ve negatif bakterilere
yanitta kullandig1 oksidatif patlamanin giictinii arttirmaktadir (129).

Notrofillere ilaveten trombositler dendritik hiicreleri de aktive ederler. Bu
aktivasyon dendritik hiicrelerin T ve B lenfositlere patojen antijenlerinin sunumunu
ve bu hiicrelerin olgunlasmasini kolaylastirir (86). Farkli glikoproteinler araciligiyla
trombositler bakterileri taniyarak etkilesime girerler ve bunun bir sonucu olarak
mikroorganizmalarin dalaktaki dendritik hiicrelerde birikmesini saglarlar. Bu siire¢
sonunda mikroorganizmalara ait antijenlerin islenerek T lenfositlere sunumu
kolaylagmaktadir. Bu etkiler CD8" T lenfositlerin ¢ogalmasini kolaylastirir. Ayrica
trombositler ile etkilesim sonrasi dendritik hiicrelerden sitokin {iretimi artar (86,130).

Trombositler ayrica mikrobiyal patojenlere karst kazanilmis bagisiklik

yanitinin bir pargasi olan B lenfosit cevabini da koordine ederler. Bu kazanilmis
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yanit trombositlerin CD4" T lenfositlere yardimi ile olmaktadir. Bu etkilesim
sonunda uzun siireli IgG tiretimi olmaktadir (86,131). Bu sonuglar trombositlerin 1gG
gibi anahtar role sahip antikorlarin iiretimi i¢in B lenfosit aktivasyonunu gerekli kilan
T ve B lenfositlerin birbirleriyle etkilesiminde koprii gorevi gosterdigini ortaya
koymaktadir (86).

Sonug olarak; trombositler ¢esitli TLR iireterek ve notrofiller ile muhtemelen
T ve B lenfositler arasinda etkilesimde koprii olusturarak, bakteriyel patojenlerin
molekiiler yapilarin1 ve erken uyari1 sinyallerini tantyarak bakteriyel patojenleri

dogrudan ya da dolayl olarak tespit ederler (89).

2.2.9. Trombositlerin Cesitli Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Trombositler ve mikrobisidal proteinleri ve kinosidinler viral, bakteriyel,
fungal ve protozoan patojenlere karst hizli, direkt ve gilicli etkinlik gosterirler
(86,89,91,107). Son donemde kinosidinlerin antimikrobiyal konak savunmasindaki

bilinirligi artmaktadir.

2.2.9.1. Bakteriyel Patojenler ile Trombositlerin Etkilesimleri

Trombositler her tiirlii mikroorganizma ile (virlis, bakteri, mantar ve
protozoa) etkilesime girerler. Fakat her mikroorganizma i¢in farkli etki
mekanizmalar1 s6z konusudur. Bu etkilesimler direkt ya da dolayli olabilir ve
belirgin antimikrobiyal yaniti ve mekanizmalar1 ortaya koyabilir (89-94,132). Bu
konuda yapilan ilk c¢aligmalarda sirasiyla trombositlerin bakterilere oncelikle
yapistigi, kiimelendigi, aktive ve degraniile oldugu gosterilmistir (133-135).

Trombosit-bakteri etkilesimi asama asama belirgin bir bi¢imde ortaya
konmustur;

1. Direkt temas

2. Morfogenez

3. Baglangi¢ kiimelenmesi

4

Geri dOniistimsiiz kiimelenme

Trombosit-bakteri etkilesiminin bu asamalar1 bakteriden bakteriye hatta ayni
cinsin farkli tiirlerinde bile farkli olabilmektedir. Ornegin Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Escherichia coli hizla trombositlere
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yapisir ve kiimelenmeyi in vitro olarak arttirir (133-135). Bu mikroorganizmalarin
disinda Fusobacterium, Listeria, Mycobacterium, Yersinia, Pseudomonas ve
Salmonella gibi farkli patojenik tiirlerinde trombositlerle etkilestigi ve in vitro
kiimelenmelerine yol agtiklar1 gosterilmistir (133-139). Bunlarin aksine kan dolasimi
enfeksiyonu yapabilen Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus pneumoniae

gibi patojenler geri doniisiimsiiz kiimelenmeyi tetiklemez (133).

Gram Pozitif Bakteriler ile Trombositlerin Etkilesimi

Gram pozitif bakterilerin trombositlerle etkilesiminde gosterilmis cesitli
mekanizmalar vardir. Baslicalari;

1. Trombositler ile S. aureus toksinlerinden biri olan o toksin ile yapilmig
caligmalarda bu toksinin eritrosit, trombosit hatta 10kosit hiicre membrani ile
etkilesime girerek hasar olusturduguna ve nihayetinde hiicresel lizis yaptigina
inanilmaktadir (89).

2. Benzer sekilde S. aureus protein A, konak IgG, trombosit Fc reseptorleri
etkilesimi ile trombosit kiimelenme, degraniilasyon ve morfolojik degisiklikler
yolaginin tetiklendigini gostermislerdir (89).

3. Son donemde yapilmis bir ¢aligmada ise trombositlerin S. aureus’u aktif

bir sekilde fagosite ettigi gosterilmistir (140).

Gram Negatif Bakteriler ile Trombositlerin Etkilesimi

Gram negatif mikroorganizmalarin trombosit etkilesim mekanizmalar1t Gram
pozitif mikroorganizmalar kadar net ortaya konmus degildir. Son donemde kabul
goren goriis kan dolasimi ile iliskili enfeksiyon yapabilen gram negatif patojenlerin
trombositler ile dnemli etkilesimleri oldugu ve bu etkilesimin viriilans ve konak
savunmasi arasinda bir denge olusturdugu yoniindedir (89-94). Bu etkilesimi
gosteren en iyi Ornekler Pseudomonas aeruginosa ve Yersinia tiirleridir. P.
aeruginosa’nin major viriilans faktorii olan fosfolipaz C doza bagimli trombosit
kiimelenmesine neden olur (141). Ayrica yapilan son ¢alismalarda P. aeruginosa’nin
fosfolipaz A2 yapisinin trombositler ile etkilesimleri incelenmis ve bu viriilans
faktoriine sahip suslarin bu faktorii icermeyen P. aeruginosa suslarina nazaran daha

oliimciil oldugu gosterilmistir (142).
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Yersinia tiirleri ile trombositlerin in vitro etkilesiminin arastirildigi bir
calismada bu etkilesimin trombosit kiimelenmesi ile sonuclandigi gosterilmistir
(143). Baska bir calismada ise sadece Y. pseudotuberculosis’in trombositlerin
aktivasyonuna ve kiimelenmesine neden oldugu Y. enterocolitica’nin ise yapmadigi
gosterilmistir. Bununla birlikte Y. enterocolitica’nin da pY'V plazmidi igeren susunun
trombositler ile etkilesime girdigi, pYV igermeyen suslarin ise etkilesime girmedigi
gosterilmistir (86,89,143).

2.2.9.2. HIV-1 ile Trombositlerin Etkilesimi

Son caligmalarda trombosit aktivasyonunun ve CXCL4 (PF-4) saliniminin
HIV-1 infeksiyonuna karsi olan konak savunmasinda anahtar rolii oldugu
gosterilmistir (144). Baska bir ¢alismada major HIV baskilayici1 faktér 6zelligine
sahip ve CCL5 olarak da adlandirilan baska bir trombosit kinosidini tanimlanmistir
(145). Bu kinosidin CD8" T lenfositlerden de salgilanmaktadir. Bu sonuglar
trombosit kaynakli CXCL4’lin genis spektrumlu bir HIV-1 inhibitérii oldugunu

gosteren raporlar ile tam uyumludur (86).

2.2.9.3. Parazitler ile Trombositlerin Etkilesimi

Trombositler Schistosoma mansoni, mikrofilaryalar, Toxoplasma gondii,
Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum ve Plasmodium vivax gibi birgok farkli
protozoa ile etkilesim gostermektedir. Bu etkenlerle etkilesimde IgE ve trombosit
yizeyindeki IgE reseptoriine ihtiyag oldugu goriilmektedir (91). Trombositlerin
protozoal enfeksiyonlara karsi konak savunmasina katkisinin antikor bagiml
hiicresel sitotoksisite mekanizmasi ile oldugu ortaya konmustur (91).

Bir baska calismada Plasmodium falciparum’a karsi konak savunmasinda
CXCL4 kinosidininin gerektigi gosterilmistir (86). Bu kinosidinin enfekte eritrositler
icine girisi kemokinler i¢in Duffy antijen reseptoriiniin (DARC, Fy) varlig: ile
miimkiindiir. CXCL4 spesifik olarak Plasmodium ile enfekte eritrositler iginde birikir

ve sindirim vakuoliiniin lizis etkisi ile paraziti hizla dldiiriir (86, 146).

2.2.9.4. Mantarlar ile Trombositlerin Etkilesimi

Trombositler ve onlarin immiin savunma fonksiyon iirlinleri ayni zamanda

Candida spp., Aspergillus spp. gibi mantarlara kars1 da etkilidir (86). Invaziv fungal
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enfeksiyonlardan zigomikoz etkenlerine (Rhizopus spp., Rhizomucor spp., Mucor
spp. ve Absidia spp.) yonelik yapilmis ¢alismalarda da trombositlerin aktive olduktan
sonra konidya ve hiflere giiclii bir sekilde adezyon gosterdigi ve graniil bagimli
mekanizmalarla fungal biliylime ve yayilimi1 anlaml 6lciide azalttigi gosterilmistir
(147).

Istirahat halindeki trombositlerin zigomikoz etkenlerine ait hifal yapilarla
temasi sonrasi yiizeylerinde CD62P {iretimi yapilmaktadir. CD62P, a graniillerde yer
almakta ve aktivasyon sonrasi hizla trombosit ylizeyine salinmaktadir. Trombosit
yiizey glikoproteinleri adezyon, ligand etkilesimi ve kiimelenme sathalarinda
oncelikli bir rol oynamakta ve farkli trombosit fonksiyonlar1 i¢in de gereklilik arz
etmektedir (147).

Invaziv Candida enfeksiyonlarinda kan dolasimda bu mayalarin yer degisimi
s0z konusudur. Mayalar kan dolagimda fibrinojen, fibronektin, kompleman ve diger
plazma bilesenleri gibi cesitli proteinlerle etkilesim halindedir. Ayrica norofiller ve
trombositler gibi kan hiicreleriyle de etkilesim halinde olduklar1 ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (148). Maish ve Calderone, C. albicans’in fibrin-platelet tikaglara
adezyonunu gostermislerdir (149,150). Yine aymi arastirmacilar C. albicans’a ait
hiicre duvar parcgaciklarinin trombositleri kiimelendirebildigini ortaya koymuslardir
(151). Klotz ve ark. C. albicans’in endotele ve subendoteliyal ekstraseliiler matrikse
adezyonu iizerine ¢alismalar yapmislar ve maya-trombosit etkilesiminin trombositler
kiimelendikten sonra gelistigini gostermislerdir (152,153). Ancak biitiin bu
caligmalarda arastirmacilar trombosit kiimelenmesinin mayalarin hiicre duvar
parcaciklar1 veya sitozolii ile miimkiin oldugunu gosterirken canli bir maya hiicresi
ile bu kiimelenmeyi gosterememislerdir. Willcox ve ark. C. albicans’in diger
Candida tiirlerinin aksine trombosit kiimelenmesini bagaramadig1 sonucuna varirken
trombositlerin bazi Candida tiirlerini 6ldiirebilirken C. albicans’t éldiiremedigini
gostermislerdir. Ancak Yeaman ve ark. trombositlerin Candida tiirlerince aktive
edildigini ve Candida’lara kars1 aktif olan PMP salgiladiklarini gostermislerdir (154-
156). Robert ve ark. ¢alismalarinda bir fare modeli kurarak farkli Candida tiirlerinin
in vivo trombositleri baglama yeteneklerini test etmislerdir. Farelere blastokonidya
enjeksiyonu sonrast C. albicans’in kan dolasimindan temizlenme oraninin

inkiibasyonun birinci dakikasinda %97 seviyesinde oldugunu buna karsin C.
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glabrata’nin dolasimdan temizlenme oraninin C. albicans’dan sekiz kat daha diisiik
oldugunu gostermislerdir. Trombositlerin tim Candida tiirlerine adezyonu
mikroskobik olarak gosterilmis ve bu durumun trombositlerin aktivasyonuna isaret
ettigi kabul edilmistir. Trombosit adezyonunun morfolojik degisiklik mekanizmasi

ile olustugu degerlendirilmistir (148).
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3. GEREC ve YONTEM

“Trombositlerin  Candida albicans Uzerine Antifungal Etkinliginin

Arastirilmas1” konulu tez ¢alismasi, deneysel nitelikte bir arastirmadir. Calismamizin

etik kurul onayi, Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu'nun 13.03.2017 giinii yapilan toplantisinda HNEAH-
KAEK 2017/KK/24 numarasi ile alindi. Calismamiz Saglhk Bilimleri Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden mali destek alinarak yapildi.

3.1. Kullanilan Cihazlar

(@)

Trombosit santrifiij cihazi (Magellan Autospin Biologic Therapies,
Arteriocyte Celluler Therapies, A.B.D.)

Etiiv (EN 500, Niive, Tiirkiye)

McFarland densitometre (Biomerieux, Fransa)

Vorteks cihazi (NM110, Niive, Tiirkiye)

Kan sayim cihazi (Cell Dyn Sapphire, Abbott Diagnostic, A.B.D.)
Calkalayic1 (Thermolyne Maxi Mix Il Type 65800, Thermo Fischer
Scientific, A.B.D.)

Tiip santrifiijii (NF 200, Niive, Tiirkiye)

ELISA Mikroplak yikayic1 (CA-200, CIOM Medical, Cin)

Otomatik strip yikayict (ELX50, BioTek, A.B.D.)

ELISA Mikroplak okuyucu (ELx800, BioTek, A.B.D.)

ELISA Mikroplak vorteksi (MX-M, Dragon Lab, Polonya)

3.2. Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri

o

Antikoagiilan (Kansuk ACD-A 500 ml, Kansuk Laboratuvari,
Tiirkiye)

Trombosit santrifiij seti (Magellan Autospin Biologic Therapies,
Arteriocyte Celluler Therapies, A.B.D.)

%10 Kalsiyum glukonat ampul (Calcium Picken Ampul, Adeka Ilac,
Tiirkiye)
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o Serum piht1 aktivasyon tiipii 9 ml (Vacuette®, BD Vacutainer,
Plymouth, Ingiltere)

o K3EDTA tiip 5 ml (BD Vacutainer, Plymouth, Ingiltere)

o Siyah burgu kapakli steril cam tiip (Sisecam, Tiirkiye)

o Steril plastik konik tiip 50 ml (Firat Plastik, Tiirkiye)

o Yuvarlak tabanl steril cam tiip (Sisecam, Tiirkiye)

o Sabouraud Dekstroz Agar besiyeri (BesLab, Tiirkiye)

o Brain Heart Broth (Buyyon) (Merck, Almanya)

o %0,9 Izotonik Sodyum Kloriir (Polifarma, Tiirkiye)

o PBS soliisyonu (ChemBio, Tiirkiye)

o Pipet 0,5-10 ul (Witeg, Almanya)

o Pipet 20-200 pl (BrandTech, A.B.D.)

o Pipet 100-1000 pl (BrandTech, A.B.D.)

o Filtreli steril pipet ucu 0,1-10 pl (DNaz, RNaz ve pirojen igermeyen)
(AHN, Almanya)

o Filtreli steril pipet ucu 1-200 ul (DNaz, RNaz ve pirojen igermeyen)
(AHN, Almanya)

o Filtreli steril pipet ucu 100-1000 pl (DNaz, RNaz ve pirojen
icermeyen) (AHN, Almanya)

o Steril 6ze (Looplast, LP, Italya)

o Biiyiiteg (Baloo, 8711G, Tiirkiye)

3.3. Kullanilan ELISA Kitleri

o Human PF-4 (Elabscience, Cin)
o Human TMSB4 (Elabscience, Cin)
o Human IL-8 (Invitrogen, A.B.D.)

3.4. Ornek Kabulii

Calismamizda, Saglik Bilimleri Universitesi Sultan Abdiilhamid Han Egitim
ve Arastirma Hastanesinde ¢alismaya katilmak isteyen kan bagisci secim kriterlerine
uygun 9 goniilliiden 50’ser ml kan alindi. Elde edilen Trombositten Zengin Plazma
(TZP)’nin C. albicans ATCC 10231 standart susu iizerine antifungal etkinliginin

gosterilmesi ve bu etkinlikte rol oynadigr distiniilen kemokin, kinosidinlerin tespiti
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amaci ile calisma, Sultan Abdiilhamid Han Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.5. Calismaya Alinma Kriterleri

Ulusal kan ve kan iriinleri rehberindeki kan bagis¢isi secim Kriterlerine
uygun bagisc1 adaylarindan kan ornekleri alindi. Calisma stiresi igerisinde bagisei
adaylarinda herhangi bir hastalig1 olan veya ilag kullananlar ¢calisma dis1 birakildi.

Tim calisma boyunca tek C. albicans ATCC 10231 susu canlandirilarak
kullanildi.

3.6. Yontem

Calismaya katilan dokuz goniilliiden elde edilen TZP ve kontrol grubu
amaciyla da tampon soliisyonunun (Phosphate buffered saline, PBS) C. albicans
ATCC 10231 susunun 10 koloni olusturan birim (kob)/ml ve 10* kob/ml farkli
konsantrasyonlarindaki antifungal etkinlikleri ve bu etkiyi ne kadar siire ile devam
ettirebildikleri arastirilmak istendi. Ayn1 zamanda bu etkiden sorumlu olabilecegi

diistiniilen kemokin, kinosidinlerin de degisimi ELISA yontemiyle 6lciildii.

3.7. Trombositten Zengin Plazma (TZP)

TZP elde edilmesi amaciyla Magellan PRP™ Kiti igerisinden ¢ikan 60 ml
enjektore 6 ml ACD-A eklendi. Bu enjektor ile bagiggilarin brakiyal veninden 54 ml
tam kan ¢ekildi. Toplamda 60 ml ACD-A karisimli tam kan tam otomatize kapali
sistemli MagellanPRP™ (Arteriocyte Celluler Therapies, A.B.D..) cihazina baglandi
(Sekil 3.1.) ve 3 ml TZP elde edildi.
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Sekil 3.1. MagellanPRP™ Tam Otomatize Trombosit Santrifiijii.

3.8. Otolog Trombin Elde Edilmesi

Trombin elde edilmesi amaciyla her bir goniilliiden yaklasik 9 ml tam kan
Vacuette® serum pihti aktivasyon tiipiine (BD Vacutainer, Plymouth, ingiltere)
alindi. Her bir tiip i¢ine 1 ml %10 Kalsiyum Glukonat (Calcium Picken Ampul,
Adeka llag, Tiirkiye) ilave edildi. Oda 1sisinda yaklasik 10-15 dakikada pihti
olusumu gergeklesti (Sekil 3.2.A.). Bu piht1 igeren tiip elde sert bir sekilde 1-2 dakika
calkalanip piht1 parcalandi (Sekil 3.2.B.). Kismen pargalanan pihti vorteks cihazi
(NM110, Niive, Tirkiye) ile bir dakika siire ile homojenizasyon amaciyla
vortekslendi.

Sonrasinda 3 dakika siire ile 3000 rpm devirde tiipler santrifiij edildi (NF 200,
Niive, Tiirkiye yukarida Tiirkiye denmis). Sekilli elemanlarin tiipiin dibine ¢6kmesini

miiteakip tist kisimdan trombin igeren serum elde edildi (Sekil 3.2.C.).
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Sekil 3.2. Otolog Trombin Elde Edilme Basamaklari.

3.9. Calisma Gruplarimin Hazirlanmasi

Calisma gruplarmin hazirlanabilmesi igin ilk asamada C. albicans ATCC
10231 susu CLSI (Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii, A.B.D.) M44-A2
dokiimaninda belirtilen inokulum hazirlama prosediirii dogrultusunda Sabouraud
dekstroz agar (SDA) (BesLab, Tiirkiye) iizerine ekilerek 35°C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 plak iizerinde belirgin olan kolonilerden 5 tanesi alinarak
5ml steril %0,9 izotonik sodyum kloriir (SF) iginde siispanse edildi. Siispansiyon 15
sn siireyle vortekslenerek homojenize edildi.

McFarland densitometre (Biomerieux, Fransa) kullanilarak, tiiplerin
bulaniklik degeri steril %0,9 SF ile diliie edilerek 0,5 McFarland olacak sekilde
ayarlandi. 0,5 McFarland’lik C. albicans stok maya siispansiyonu yaklasik olarak
1x108 kob/ml maya hiicresi igermekteydi.

Diliisyon islemleri sonunda son konsantrasyonlar1 1x10* kob/ml ve 1x10°
kob/ml olacak iki ayr1 grup hazirlandi. Bunun igin 1x10® kob/ml iceren stok maya
siispansiyonundan 1 ml alinarak 9 ml PBS igeren tiipe eklenir. Boylelikle sonraki
asamalarda kullamlmak iizere 1x10° kob/ml maya iceren siispansiyon hazirlanmis
oldu.

Calismamizda 3 grup olusturuldu (Tablo 3.1.). Bunlar sirasi ile;
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1. 1x10*kob/ml maya igerikli Trombositten Zengin Plazma (TZP) Grubu
2. 1x10%kob/ml maya igerikli Trombositten Zengin Plazma (TZP) Grubu
3. 1x10%kob/ml maya icerikli Kontrol (PBS) Grubu

Tablo 3.1. Calisma Gruplari.

TZP Grubu PBS (Kontol)

Grubu
Buyyon 700 ul 700 pl
C. albicans 100 wl 100 ul
(1x10)(1x10°) " :
Trombin 40 ul 40 ul
TZP 160 pl -
PBS - 160 pl

TZP: Trombositten zengin plazma, PBS: Fosfatli tampon soliisyonu

3.10. Trombositten Zengin Plazma (TZP) Grubu

Koloni sayilar1 ayarlanmis (1x10° ve 1x10° kob/ml) 100 pl C. albicans agz
kapakli cam ¢aligma tiiplerine eklendi. Bunun iizerine 700 pl buyyon, 160 ul TZP
son olarak 40 pl trombin eklendi (Tablo 3.1.). Calisma tiiplerinde 10x daha diliisyon
gerceklestiginden son maya konsantrasyonu 1x10° ve 1x10* kob/ml haline geldi.

Tiipler 30°C *de etiivde 200 rpm'de ¢alisan ajitator (Thermolyne Maxi Mix III
Type 65800, ThermoFischerScientific, A.B.D.) iizerinde inkiibasyona kaldirildi
(Sekil 3.3.). Daha 6nceden belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4., 8., 16. saat) tiipler
kontrol ekimleri ig¢in ¢ikarildi. Ekim Oncesi tiipler tekrar vortekslenerek
homojenizasyonlari1 saglandi. Ekimler sirasinda 10 ul 6rnek filtreli steril pipet ucu
(0,1-10 pl, AHN, Almanya) kullanilarak 90 ul steril %0,9 SF ile steril bos petri
tizerinde ucu) pkaristirildi.

Bu 100 pl 'lik (10* ve 10° son C. albicans konsantrasyonlar1) karisim SDAK
yiizeyine yayildi. Boylece baslangic maya konsantrasyonlar: 10% ve 10* olan iki
trombositten zengin plazma grubu olusturulmus oldu (TZP-10% ve TZP-10%). 30°C’de

18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloniler sayim i¢in degerlendirildi.
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Sekil 3.3. Otolog trombin,-TZP/PBS (Kontrol Grubu) ve C. albicans Karigiminin

Etiivde Bekletilmesi ve Calkalanmasi.

3.11. Kontrol (Phosphate buffered saline, PBS) Grubu

100 pl 1x10° kob/ml C. albicans g¢aligma tiiplerine eklendi. Bunun iizerine
700 ul buyyon, 160 ul PBS son olarak 40 ul trombin eklendi (Tablo 3.1.). Calisma
tiiplerinde 10x daha diliisyon gerceklestiginden son maya konsantrasyonu 1x10*
kob/ml haline geldi.

Tiipler 30°C’de etiivde 200 rpm'de calisan ajitator lizerinde inkiibasyona
kaldirildi. Daha 6nceden belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4., 8., 16. saat) tiipler kontrol
ekimleri ig¢in c¢ikarildi (Sekil 3.3.). Ekim Oncesi tiipler tekrar vortekslenerek
homojenizasyonlari saglandi. Ekimler sirasinda 10 pl 6rnek, 90 ul steril %0,9 SF ile
karistirildi (son konsantrasyon 10% kob/ml elde edildi) ve 100 ul'lik tiim hacim SDAk
yiizeyine yayildi. Boylece baslangic maya konsantrasyonu 10° olan kontrol grubu
olusturulmus oldu (PBS-kontrol). 30°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi

koloniler sayim i¢in degerlendirildi.

3.12. Kemokin, Kinosidinlerin ELISA Metodu ile Olgiilmesi

C. albicans iizerine antifungal etkinligi arastirilan TZP’nin bu etkinliginden
sorumlu olabilecegi diistiniilen ¢ farkli kemokin, kinosidin daha o6nceden
belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4., 8., 16. saat) tiipler kontrol ekimleri i¢in etiivden

cikarildiginda es zamanli olarak ELISA yontemiyle iiretici firma talimatlari
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dogrultusunda her defasinda degerlendirildi. Olgiimii yapilan parametreler sirasiyla;
Human PF-4 (Elabscience, Cin), Human TMSB4 (Elabscience, Cin), Human IL-8
(Invitrogen, A.B.D.) idi. Belirlenen ekim saatlerinde ELISA testleri; ELISA
Mikroplak yikayict (CA-200, CIOM Medical, Cin), Otomatik strip yikayic1 (ELx50,
BioTek, A.B.D.), ELISA Mikroplak vorteksi (MX-M, Dragon Lab, Polonya) ve
ELISA Mikroplak okuyucu (ELx800, BioTek, A.B.D.) kullanilarak caligildi.

Sonuglar bilgisayar sistemine kaydedildi.

3.13. Ureme Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Etiiv i¢inde 30°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi bitiminde SDA’daki
tiremeler sayildi (Sekil 3.4.).

1 numarah géniilliiye ait plak goriintiileri

103 TZP

10* TZP

10° PBS
(Kontrol)

1.Saat 2.Saat 4 Saat 8.Saat 16.Saat
Ekim Ekim Ekim Ekim Ekim

Sekil 3.4. Bir Goniilliye Ait Her 3 Calisma Grubunun SDA Plaklarinda Ekim

Zamani Ve Gruplandirmalari.

3.14. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde www.e-picos.com (NY, New York yazilimi) ve
MedCalc istatistik paket programi kullanildi. Tanimlayici istatistik degerleri medyan,

1. ¢eyreklik, 3. ¢eyreklik ve minimum-maksimum olarak verildi. Calismaya dahil
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edilen denek sayisinin 30’dan az ve 9 olmasi nedeniyle normallik testi yapilmadan
non-parametrik testler kullanilmistir. Non-parametrik testlerde, iki bagimli grup
ortalama siralarin1 karsilagtirmak i¢in “Wilcoxon Signed Ranks Test” kullanilmustir.
Non-parametrik testlerde, ikiden fazla bagmli grup ortalama ranklarin
karsilagtirmak igin “Friedman test” kullanilmistir. Verilerin istatistiksel agidan

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alind1.
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4. BULGULAR

4.1.  Goniilliilere Ait Tam Kan Degerleri

Goniilli bagisgilarin tam kan (TK) analizinde medyan Beyaz Kiire (WBC)
sayist; 7,07x10%/ul iken medyan Trombosit (PLT) sayis1 244x10%/pul olarak gdzlendi.

4.2. TZP Degerleri

Tam kan ve TZP’ye ait beyaz kiire, notrofil, lenfosit ve trombosit sayilar
Tablo 4.1.’de verilmistir. TZP’de beklendigi lizere trombosit sayisi artmisken,
beraberinde beyaz kiire sayisida artti.

Trombositten Zengin Plazma (TZP)’deki medyan Beyaz Kiire (WBC) sayisi;
49,4x10%ul, medyan Trombosit (PLT) sayist 2165x10%/ul olarak saptandi.
Bagisgilarin TZP Ozellikleri Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir. TZP’deki trombosit ve
WBC verimliliginde yaklasik 9 kat artig saptandi.
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Tablo 4.1. Goniilli Bagisgilarin Tam Kan (TK) ve Trombositten Zengin Plazma

(TZP) Degerleri.
BAGISCI 1 2 3 4 5 6 7 8 9
RBC (x106/p1) 575 524 511 413| 375 508 429 483 527
HGB (g/dI) 16,90 1590/ 16,10] 13,00 11,00 16,40| 12,60 16,00 15,10
HCT (%) 46,10 43,40 4370 36,70 30,60| 44,60| 3500 4360 41,20
MCV (fl) 80,20/ 82,80 8560 88,70| 81,60 87,80 8150 90,30| 7820
MCH (pg) 29,40/ 30,40| 31,60] 31,50] 29,20 32,20| 29,20 33,10/ 28,60
MCHC(g/dl) | 36,60] 36,70| 36,90| 3550 3590| 36,70] 3590/ 36,70| 36,50
RDW (%) 11,70 12,20 12,40| 12,10 1390 11,20] 12,70| 11,80] 11,40
PLT (x10%u)) | 185,00| 224,00 194,00 255,00| 254,00| 229,00| 255,00] 244,00| 254,00
MPV (i 938| 879 837 863 1010/ 739 858 811 848
T [WBCGlo | 571)  754) 771 774 707| 653) 636] 725 570
NEU (x10°/pl) 360 349 417 481 380 325 4728 459 244
LYM (x10°/p]) 1,77 373| 288 255 251 284 168 212] 2,62
MONO(I0/u)|  0,24] 013] 044 0415 057 025/ 019 035 054
EOS (x10°/pl) 0,08 018 018 022 013 018/ 0721 018 007
BASO(Iov) | 0,02 001 003 001 006 002 001 001 003
NEU (%) 63,00 46,40| 54,10 62,20 53,70| 49,80| 67,20] 63,30] 42,70
LYM (%) 31,00 4950 37,40| 33,00 3560 4340| 26,40 29,30| 46,00
MONO (%) 4271 172| 573 1,89 811 381 294 482 945
EOS (%) 145 235 237 280 181 271 329 247/ 1,30
BASO (%) 033 009 040 016 078 026 011 019 051
RBC (x106/p1) 197 124 135 267 290 271 237 261 231
HGB (g/dl) 5000 3,75/ 3534 716| 601 826 622 808 6,10
HCT (%) 16,10 10,30| 10,10| 2440 20,60| 24,10| 19,80| 24,20| 18,20
MCV (fl) 81,70 8290| 74,80 91,20] 71,10] 89,00 8340 92,70 79,10
MCH (pg) 2530| 30,20] 24,80 26,80] 20,70| 30,550| 26,20] 30,90| 26,50
MCHC(g/dl) | 31,000 36,50| 33,20] 29,40| 29,10| 34,30| 31,50| 33,40 33,50
RDW (%) 12,10 12,20| 32,80 12,80 36,60] 12,00{ 14,80] 11,90| 12,20
PLT (x10%p1) |1900,00[2698,00| 1716,00/2040,00|1236,00| 2786,00| 3796,00|2526,00| 2165,00
MPV (i 976| 873 812 940/ 1030 771 870 833 842
p|WBC10vu) | 3450 3320 39,20/ 7860| 6320 8280 3850| 7080 49,40
NEU (x10°/p1) 791| 551| 9726 2930 1500 2860| 6,88 3840/ 19,20
LYM (x107u) | 21,40] 2490| 2420 34,90 3840 43,70 2370 2530| 2410
MONO(xlovu)  4,87| 252 538 1350 907 9728 747 637 578
EOS (x10°/pl) 008 011/ 021 053] 031 093 029 040 030
Basoxo/u)| 021 0413] 017 032 040 029] 018 027 014
NEU (%) 22,90| 16,60] 23,60 37,30] 23,80 34,60 17,80 54,30| 38,70
LYM (%) 62,10/ 75,10| 61,70| 4450/ 60,70 52,80| 61,60 3580| 48,70
MONO (%) 1410 759| 13,70 17,20 14,40 11,20] 19,40 9,00 11,70
EOS (%) 024 033 054 068 049 112 074 057 061
BASO (%) 061 040/ 045 041 063 035 046 038 027
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4.3.  Goniillillere Ait Tam Kan ve TZP Degerlerinin Istatistiksel Analizi

Calismaya katilan goniilliilerin tam kanlarinda Olgiilen beyaz kiire, notrofil,
lenfosit ve trombosit sayilari; TZP’den daha diisiik olarak tespit edildi. Tam kan
degerleri ile TZP degerleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml1 idi (p<0,05).

Tablo 4.2. Goniilli TK ve TZP Gruplarindaki Degerlerin Analizi.

o TK TZP
Hiicre tipi ) .
Medyan(%25-%75)] Min-Max |[Medyan(%25-%75)| Min-Max
Beyazkiire sayist| ;¢ 0357 625) | 570-7.74 | 49,4(36,5-74.7) |33.20-82.80
(x10%/ul)
Notrofil sayist |5 )3 37,4 435) | 2.44-481 | 15(7,395-28,95) | 5,51-38,40
(x10%/ul)
Lenfosit sayist | 5 651 945-2.86) | 1,68-373 | 24,9(23,9-36,65) |21,40-43,70
(x10%/ul)
Trombosit sayist | 4 569.954) 185-255 | 2165(1808-2742) | 1236-3796
(x103/ul)

Non-parametrik testlerde, iki bagimli grup siralarmi karsilastirmak icin “Wilcoxon Signed Ranks Test”

kullanilmigtir.

Biitiin hiicre tiplerine ait degerler her iki grup i¢in karsilastirildiginda
wilcoxon istatistik degeri z=-2,666 olarak saptanmis ve buna karsilik gelen p degeri
olan 0,008<0,05 oldugundan biitiin hiicre tipleri ortalama siralar1 arasinda anlamli

farklilik saptanmustir.

4.4. Koloni Sayimm

Koloni saymmlari SDA plaklarina yapilan ekimlerin 18-24 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda biiylite¢ (Baloo, 8711G, Tiirkiye) yardimiyla yapildi.
Sayilan kolonilerin karisikliga yol agmamasi icin iizerleri steril tek kullanimlik
Ozenin sivri tarafi ile ¢izildi. Kolonilerin sayilabilecegi iist deger 500 olarak
belirlendi. Koloni sayisi 500 ve iizerinde olan tiim degerler 500 olarak kabul edildi.

10® maya konsantrasyonuna sahip TZP grubunun (TZP-10%) saatlere gore
tireyen koloni medyan degerleri sirasiyla 1. saat i¢in 3, 2. saat i¢in 7, 4. saat i¢in 34,
8. saat i¢in 143 ve son olarak 16. saat i¢in 500 olarak bulundu (Tablo 4.3.).

10* maya konsantrasyonuna sahip TZP grubunun (TZP-10%) saatlere gore
tireyen koloni medyan degerleri sirasiyla 1. saat i¢in 19, 2. saat i¢in 48, 4. saat i¢in

166, 8. saat i¢in 500 ve son olarak 16. saat igin 500 olarak bulundu (Tablo 4.3.).
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10° maya konsantrasyonuna sahip PBS (kontrol) grubunun saatlere gore
tireyen koloni medyan degerleri sirasiyla 1. saat i¢cin 242, 2. saat i¢in 280, 4. saat i¢in
500, 8. saat i¢in 500 ve son olarak 16. saat i¢in 500 olarak bulundu (Tablo 4.3.).

Biitiin bagis¢ilara ait her saatlik tireme sonuglart Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil
4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.”de gosterilmistir.

Tablo 4.3. U¢ Calisma Grubuna Ait 18-24. Saat Sonunda SDA Plaklarinda Ureyen

Koloni Sayilari.

Bagiscl 1 1234 .5 6|78/ 9 |Medyan
1.Saat 350 o 4 2 4 3 0o 5 o 3
2.Saat 120 70 23 20 8 7 1 4 1ul 7
4 Saat 34 15| 600 76 29 28 34| 20 65 34

10° TZP
S 8.Saat 93| 103| 253 134/ 100 191| 185 143] 243] 143
. 16.Saat | 500/ 500 500/ 500 500 500/ 500 500 500 500
U n 1.Saat | 119| 298 197 321| 242 274 208 202| 255 242
ru 2.Saat | 243| 273| 3000 500 280/ 353 341] 224 194 280
e ¢ |10°PBS| 4.Saat | 500/ 500, 500, 500 500 500 500 482 500, 500
m 1 8.Saat | 500 500, 500 500 500, 500 500/ 500 500[ 500
e a 16.Saat | 500/ 500/ 500 500 500 500/ 500 500/ 500 500
r 1.Saat 19 16/ 300 64 200 19/ 10 19 40 19
1 2 Saat 74 43| 150, 43] 48 31 69| 48 98 48

4.Saat | 167| 166| 412 198 55 157 152] 141 316, 166
8.Saat | 500, 500/ 500 500 413] 500, 500/ 500[ 500 500
16.Saat | 500( 500/ 500/ 500 500 500] 500, 500/ 500, 500

10* TZP

TZP: Trombositten zengin plazma, PBS: Fosfatli tampon soliisyonu.
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Sekil 4.1. 1-9. Bagiscilara Ait iki Farkli TZP Grubunun Candida albicans Uzerine

1. Saat Etkinligini Gosteren Koloni Sayim Plaklart.
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Sekil 4.2. 1-9. Bagiscilara Ait iki Farkli TZP Grubunun Candida albicans Uzerine

2. Saat Etkinligini Gosteren Koloni Sayim Plaklari.
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Sekil 4.3. 1-9. Bagiscilara Ait iki Farkli TZP Grubunun Candida albicans Uzerine

4. Saat Etkinligini Gosteren Koloni Sayim Plaklari.

51



On N N m
a = = Ay
b en <+ en
< o o o
m — — —

Sekil 4.4. 1-9. Bagiscilara Ait iki Farkli TZP Grubunun Candida albicans Uzerine

8. Saat Etkinligini Gosteren Koloni Sayim Plaklari.
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Sekil 4.5. 1-9. Bagiscilara Ait iki Farkli TZP Grubunun Candida albicans Uzerine

16. Saat Etkinligini Gosteren Koloni Sayim Plaklari.
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4.5. TZP ve Kontrol Gruplarinda Uremelerin Karsilastiriimasi

Trombositten zengin plazma ve PBS iceren kontrol gruplari arasinda 1x10°
kob/ml Candida albicans igeren tilipler ajitator {izerinde 30°C'lik etiivde
bekletildikten sonra ¢aligmanin 1., 2., 4., 8. ve 16. saatlerinde SDA plaklarina ekim
yapilip, 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirildiginde;

TZP grubunda 1., 2, 4, 8 ve 16. saatlerde tireyen koloni sayilarinda PBS-
kontrol grubu olan ile i kiyaslandiginda 8. saatte dahil olmak tizere fark istatistiksel
olarak anlamli iken (p=0,008<0,05), 16. saatte bu farkin esitlenerek istatistiksel
anlamliligin ortadan kalktig1 (p=1>0,05) yani trombositlerin antifungal etkinligini
kaybettiigi goriildi (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. 10° Maya Konsantrasyonuna Sahip TZP ve PBS Gruplarinda Ureyen

Koloni Sayilariin Saatlere Gére Karsilastirma Istatistikleri.

N=9
10% TZP-PBS N P degeri
1.saat-1.saat
Negatif Ranks 0
Pozitif Ranks 9 0,008*
Esit Ranks 0
2.saat-2.saat
Negatif Ranks 0
Pozitif Ranks 9 0,008*
Esit Ranks 0
4.saat-4.saat
Negatif Ranks 0
Pozitif Ranks 9 0,008*
Esit Ranks 0
8.saat-8.saat
Negatif Ranks 0
Pozitif Ranks 9 0,008*
Esit Ranks 0
16.saat-16.saat
Negatif Ranks 0
Pozitif Ranks 0 1
Esit Ranks 9

Non-parametrik testlerde, iki bagimli grup siralarini karsilastirmak ig¢in “Wilcoxon Signed Ranks Test”
kullanilmistir.
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TZP grubunda 1., 2, 4, 8 ve 16. saatlerde iireyen kolonilerin PBS-kontrol
grubu ile i kiyaslandiginda ortalama olarak 8. saatte halen etkili oldugu, 16. saatte ise
trombositlerin antifungal etkinligini kaybettiigi gorildi (Tablo 4.5.).

10* kob/ml maya konsantrasyonu igeren calisma grubunda TZP’nin
antifungal etkinliginin 10% kob/ml PBS-kontrol grubu ile i kiyaslandiginda 4. saatte
devam ettigi, 8. saatte ise bu antifungal etkinligin cok azaldigi, 16. saatte ise bu
etkinligin ortadan kalktigi goriilmiistiir (Tablo 4.5.). Etkinlikteki bu diisiisiin maya
konsantrasyonundaki fazlaliktan 6tiirii olabilecegi degerlendirildi.

10® kob/ml ve 10* kob/ml maya konsantrasyonu iceren TZP gruplari iireme
ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde ise 1., 2., 4. ve 8. saatteki lireme sayilari
TZP 10° grubunda daha azdi. Bu iireme ortalamalarindaki diisiiklik maya
konsantrasyonuna baglandi. 16. saatte ise hangi konsantrasyonda olursa olsun iireme

ortalamalarinin ayni oldugu goriildii (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. TZP ve PBS Gruplarinda Farkli Saatlerdeki Ureme Ortalamalari.

Candida albicans ATCC 10231

TZP 103
. PBS10®
TZP 104

500,00

400,00

300,00

200,00

Ortalama kob/ml

100,00

00

1,00 2,00 4,00 8,00 16,00
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4.6. TZP ve Kontrol Gruplan ile ile C. albicans Uremesi Arasindaki

Mliskinin

Incelenmesi

103 kob/ml maya konsantrasyonuna sahip TZP ve PBS-kontrol gruplarinin C.
albicans tiremesi iizerine etkisi degerlendirildiginde 1., 2., 4. ve 8. saatte iireyen
koloni sayisinin TZP’li grupta daha az oldugu tespit edildi. iki grup arasindaki bu
fark istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 4.6.).

Her iki grubun 16. saattteki tireme iizerine etkisi istatistiksel olarak
birbirinden farkli degildi.

Tablo 4.6. TZP ve Kontrol Gruplari ile ile Candida albicans Uremesi Arasindaki

Mliskinin incelenmesi.

Candida albicans Ureme Ortalamalar:

1. saat 2. Saat 4, saat 8. saat 16. saat
(Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS)

103 TZP
5,8+11 8,3+6,6 40,1+£21,4 | 160,5+60,6 500+0
grubu
PBS-kontrol
235,1+61,2 | 300,8+£90,7 498+6 5000 500+0
grubu

TZP: Trombositten zengin plazma, PBS: Fosfatli tampon soliisyonu.

4.7. TZP ve Kontrol Gruplari Ureme Sonuclari ile ELISA Testlerinin

Olciimleri Arasindaki iliskilerin incelenmesi

10% kob/ml ve 10* kob/ml maya konsantrasyonu igeren TZP ve PBS-kontrol
gruplar1 ile ELISA testlerinin her bir parametre igin degerlendirme sonuglari

asagidaki gibidir.

4.7.1. Timosin-p4 (TMSB4)

PBS-kontrol grubunda TMSB4’tin 1., 2., 4., 8. ve 16. saatlerdeki ELISA
sonuglari incelendiginde 1. saatte (140,5+22,2) en yliksek degere ulastig1 saptandi.
16. saatte ise bu deger minimuma indi. icerisinde trombosit icermedigi diisiiniilen ve
TMSB4 degerlerinin sifir olmasi beklenirken bu sonuglarin elde edilmesi; otolog

trombin yapim asamasinda kalsiyum glukonat eklenilmesi ile tam kandaki az
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sayidaki trombositlerin pihtilasmaya yol agmasi neticesinde ortama TMSB4
salimmdan kaynaklandig1 degerlendirildi. Ayn1 sekilde gerek TZP-10° ve TZP-10*
gruplarinda bu degerler saatlere gore degerlendirildiginde kontrol grubuna gore 7-10
kat yiikksek Olciildii. Bu yiikseklik TZP igerisindeki yogun trombosit
konsantrasyonuna baglandi (Tablo 4.7.A.).

TZP-10®° ve TZP-10* gruplarindaki TMSB4 degerleri incelendiginde
sonuglarin birbirine yakin oldugu ve ayni miktarda trombosit igeren her iki ¢alisma
grubunun arasinda minimal bir farklilik olmasia ragmen bu durumun istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptand1 (p>0,05) (Tablo 4.7.A., Tablo 4.7.B.).

Calismada planlanan 1., 2., 4., 8., ve 16. saatlerdeki maya koloni sayilarindaki
artisa gore TZP-10° ve TZP-10* gruplarindaki TMSB4 degerleri incelendiginde ise
trombositlerin aktivasyon ile ortama yiiksek miktarda TMSB4 saldig1, bu defensinin
mayalar ile etkilesime girerek onlarin iiremesini baskiladigi, tedricen miktarinda

azalma oldugu goriildii (Tablo 4.7.A., Tablo 4.7.B.).
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Tablo 4.7.A. TZP ve Kontrol Gruplart Human TMSB4 Sonuglari.

TZP 10 TZP 103 PBS 103 Tzlzalrgfl;;lzr;im
Ort+SS Ort£SS Ort+£SS p
l.saat |11452+2257| 112242452 | 140,5£22,2 0,68
2.saat | 827,9+114,4 | 756,8+107,6 | 105,7£16,7 011
TMSB4 |4.saat | 846,7+72.8 | 806,8+191,6 | 128,2+20,8 0.77
8.saat | 862,7+134,7 | 748,6+100,5 | 107,8+21,2 011
16.saat | 752,9+364,7 | 702,6+408,5 | 99,7+28.8 0.95

Tablo 4.7.B. TZP ve Kontrol Gruplart Human TMSB4 Sonuglarmin Grafigi.

Human TMSB4
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4.7.2. Trombosit Faktor-4 (PF-4)

Her ii¢ ¢alisma grubuna (TZP-10°, TZP-10% PBS-kontrol) ait PF-4 degerleri
arastirildiginda ayni saatlerde birbirine yakin sonuglar elde edildi ve tiim saatler

incelendiginde her ii¢ grupta da ikinci saat verileri haricinde genel olarak PF-4

miktarinda azalma gozlemlendi (Tablo 4.8.A., Tablo 4.8.B.).

Her ii¢ grup saat saat incelendiginde PBS-kontrol grubundaki bazi PF-4
degerlerinin gerek TZP-10° gerekse TZP-10* gruplarindan daha yiiksek oldugu
goriildii. Bu yiiksek verilerin elde edildigi saatler maya koloni sayilari ile

karsilastirildiginda PBS-kontrol grubundaki koloni tiremeleri her iki TZP grubunda
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tireyen koloni sayilarina gore daha yiiksek oldugundan PF-4 ’iin antifungal etkinlikte

rol almadig diisiiniildii (Tablo 4.8.A., Tablo 4.8.B., Tablo 4.3.).

Tablo 4.8.A. TZP ve Kontrol Gruplart Human PF-4 Sonuglari.

TZP 10* TZP 103 pBS10° | 4P 10°- TZP 10¢
Karsilastirma
Ort£SS Ort+SS Ort+SS p
lsaat | 158,6+17 138,9430 | 152,3+28,9 0,05"
2.saat 0,4+0.5 0,9+2.3 0,6+0,9 0,92
PF4 |4.saat | 145,6427,9 | 134,4+43,3 |169,4+33.9 0,31
8.saat | 111,5+12,4 | 117,449,6 | 120+17,2 0,09
16.saat| 73,8+19,6 | 584+203 | 67,7124 0,14

Tablo 4.8.B. TZP ve Kontrol Gruplarit Human PF-4 Sonuglarinin Grafigi.
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4.7.3. interlokin-8 (IL-8)

PBS-kontrol grubunda IL-8’in 1., 2., 4., 8. ve 16. saatlerdeki ELISA sonuglari
incelendiginde en yiikksek 20,2+2,4 olarak olgiildi. PBS-kontrol grubu TZP

icermediginden IL-8 degerlerinin sifir olmasi beklenirken bu sonuglarin elde
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edilmesinin; otolog trombin yapim asamasinda tam kandaki az sayidaki
trombositlerin  pihtilagmaya yol ag¢masi neticesinde ortama IL-8 salinimdan
kaynaklandig1 degerlendirildi. Bu gruptaki saatlere gére IL-8 degerleri arasinda
minimal degisiklik saptandigindan Tablo 4.9.B.’de diiz bir hat olarak gosterildi.
Fakat gerek TZP-10° gerekse TZP-10* gruplarinda en yiiksek degerler sirasiyla
24683,2+15962,9 ve 28592,4+16757,4 olarak olciildi. Bu yiikseklik TZP’li
gruplardaki yogun trombosit konsantrasyonuna baglandi (Tablo 4.9.A..).

TZP-10% ve TZP-10* gruplarindaki IL-8 degerleri incelendiginde sonuglarin
birbirine yakin oldugu ve ayn1 miktarda trombosit igeren her iki ¢aligma grubunun
arasinda minimal bir farklilik olmasina ragmen bu durumun istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05) (Tablo 4.9.A., Tablo 4.9.B.).

Her iki TZP grubunda IL-8 degerlerindeki artis dikkat ¢ekiciydi. Bu IL-8
seviyesindeki artis farkli saatlerdeki maya koloni sayilarindaki artisa gore
incelendiginde; trombositlerin aktivasyon ile degraniile olup ortama IL-8 salmaya
stirekli devam ettigi, IL-8’in mayalar ile etkilesime girmedigi ve Candida albicans
tiremesini baskilamada etkisinin olmadig1 diistiniildii (Tablo 4.9.A., Tablo 4.9.B.,
Tablo 4.3.).
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Tablo 4.9.A. TZP ve Kontrol Gruplart Human IL-8 Sonuglari.

TZP 103- TZP 10*

TZP 104 TZP 103 PBS 103
Karsilastirma
Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
1.saat 17,3+4 20,4455 14,8+2 0,26
2.saat 37,4+11,6 36,6+12,7 20,2424 0,37
IL-8 |4.saat 837,3+544,6 991,74533,6 | 6,4+0,2 0,31
8.saat 6611,8+4380 8126,6+6033,5 | 0,3+0,5 0,01"
16.saat | 28592,4+16757,4 | 24683,2+15962,9| 5+10,9 0,52

Tablo 4.9.B. TZP ve Kontrol Gruplart Human IL-8 Sonuglarinin Grafigi.
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5. TARTISMA

Candida tiirleri insan viicudunun, barsak liimeni, deri, agiz ve vajen
mukozasinda normal flora tiyesi olarak bulunurlar (157,158). Mantar enfeksiyonlari
1980’11 yillardan sonra artis gostermis olup bu artisin en 6nemli sebepleri arasinda
YBU’lerde takipli olan hastalarin, kanser hastalarmin, solid organ nakilli hastalarin
gelisen tip teknolojisi sayesinde yasam siirelerindeki artis sayilmaktadir (23,24).
Candida tiirleri en sik izole edilen insan mantar patojenleri arasinda yer almaktadir
ve yiizeyel mukozal enfeksiyondan ciddi derin sistemik enfeksiyona kadar genis
hastalik spektrumuna sahiptir (157,158,73).

Candida tiirleri i¢inde hastalardan halen en sik izole edilen tir Candida
albicans tir. Temelde konak¢inin dogasina zarar vererek cesitli enfeksiyonlara sebep
olurlar. Bundan dolayi, C. albicans enfeksiyonlar1 saglikli bireylerde ¢ok sik
goriilmez (159). Saglam deri ve mukozalarin enfeksiyon gelisimini engellemede rolii
biiytiktiir. Cilt biitiinliigiiniin bozuldugu her durumda saglikli bireylerde de duyarli
bolgelere Candida invazyonu olabilir. Penetrasyon derecesine gore yiizeyel
enfeksiyondan invaziv enfeksiyona kadar degisen klinik tablolarla karsilasiimaktadir
(160).

Candida  enfeksiyonlarinin  tedavisinde  temel  antifungal ilaglar
kullanilmaktadir. Antifungal ilaclar; azol tiirevi bilesikler, ekinokandinler ve
poliyenlerden olusmaktadir (161,162). Ancak antifungal ilaglarin dar etki spektrumu,
ciddi yan etki problemi, dokulara kotii penetrasyon gibi bir¢ok olumsuz 6zellikleri
vardir. Umut vaat eden yeni ilaglar gelistirilmekte ve bunlarin bir kismi1 klinik olarak
denenmektedir. Ancak mantar hiicrelerinin insan hiicreleri gibi Okaryot yapida
olmalarmin yanisira genetik ve molekiiler benzerlikler hatta proteinler arasindaki
benzerlikler uygun bir antifungal hedef bulunmasmi zorlastirmaktadir (83). Bu
nedenledir ki alternatif tedavi seceneklerine ihtiya¢c duyulmaktadir.

Trombositten zengin plazmanin (TZP) giin gectikce kullanim alam
yayginlasmaktadir. Antibakteriyel etkinligi birgok ¢aligma ile gosterilmis bu

tamamlayic1 destek tedavisinin antifungal tedaviye de alternatif olarak ilave bir
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tedavi  yontemi  olarak  kullanilabilecegi  yapilan  farkli  c¢aligmalarla
degerlendirilmektedir (86,147,154-156).

Cesitli calismalarda TZP etkinligindeki temel farkliligin en 6nemli nedeni
olarak elde edilen TZP’nin igerigindeki trombosit sayisinin degiskenligi buna bagh
olarak ortaya ¢ikan kemokin, kinosidin ve anti-inflamatuvar sitokin miktarlarindaki
degisiklikler oldugu gosterilmistir (163). Amable ve ark. yapmis olduklar
caligmalarinda santrifiij asamasinda yergekimi giicii (g), siiresi ve santriflij 1sisinin
TZP muhteviyatin1 olusturan trombosit sayilarini etkiledigini gostermislerdir (163).
Ayni ¢aligmada tam kan testi sonuglarindan elde edilen trombosit sayisinin en fazla
kac kat arttirilabilecegi lizerinene ¢alismadaki bir¢ok degerin farkli kombinasyonlari
(9, santrifiij siiresi, santrifiij 1s1s1 ve ¢ift devirli santrifiij vb.) kullanilarak en verimli
TZP degerleri bulunmaya caligilmistir. Birbirinden farkli 17 metod kullanilmasina
ragmen TZP’deki trombosit sayilarini en disik 0,6 kat, en yiiksek 5,2 kat
arttirabilmislerdir. ~ Calismamizda MagellanPRP™  tam  otomatize sistemi
kullamlilarak bagiscilarin TZP’deki trombosit sayist medyan degeri 2165x10%/ul
olarak bulunurken periferik kanlarindaki trombosit sayist medyan degeri ise
244x10%ul olarak tespit edildi. Bu sonuglara gore yaklasik olarak minimum 7,
maksimum 15 Kkat artis saglandigi gozlendi.

Mantarlar ile trombosit etkilesimleri tizerine farkli arastirmacilar tarafindan
cesitli mantar tiirleri lizerine yapilmis ¢aligmalarda trombositlerin degisik
mekanizmalar1 kullanarak etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Robert ve ark., Perkhofer
ve ark., Skerl ve ark., Klotz ve ark., Yeaman ve ark. ve Willcox ve ark. kendi
caligmalarinda trombositlerin Candida tiirlerine, Aspergillus tiirlerine ve zigomikoz
etkenlerine (Rhizopus spp., Rhizomucor spp., Mucor spp. ve Absidia spp.) karsi farkli
mekanizmalar1 kullanarak antifungal etkinlik gosterdigini belirtmislerdir. Yaptigimiz
literatiir taramalarinda TZP’nin in vitro olarak C. albicans {izerine antifungal
etkinligini ile bu etkinlikten sorumlu olabilecegi degerlendirilen kemokin,
kinosidinlerin zamana gore degisimlerini birarada degerlendiren bir g¢alismaya
ulasilamadi.

Calismamizda iki farkli maya konsantrasyonu (10% ve 10* kob/ml) igeren
TZP’nin C. albicans iiremesi tizerine 1., 2., 4., 8. ve 16. saat iiremeleri koloni

sayimmlart ile incelendi (Tablo 4.3.). Her iki TZP grubunun C. albicans iizerine in
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vitro fungistatik bir etkisinin oldugu gosterildi. Bu etkinin 10 maya konsantrasyonu
iceren TZP grubu ile PBS-kontrol grubu kiyaslandiginda 8. saatte halen siirdiigii, 16.
saatte ise trombositlerin antifungal etkinligini kaybettigi gortldi (Tablo 4.5.).

Maya konsantrasyonu arttirildiginda (10* kob/ml) TZP’nin antifungal
etkinliginin 10% kob/ml PBS-kontrol grubu ile i kiyaslandiginda 4. saatte devam
ettigi, 8. saatte ise bu antifungal etkinligin ¢ok azaldigi, 16. saatte ise bu etkinligin
ortadan kalktig1 goriilmistiir (Tablo 4.5.).

10% kob/ml ve 10* kob/ml maya konsantrasyonu iceren TZP gruplari iireme
ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde ise 1., 2., 4. ve 8. saatteki lireme sayilari
TZP-10® grubunda daha azdi. Bu iireme ortalamalarindaki diisiiklik maya
konsantrasyonuna baglandi. Her iki grupta esit miktarda TZP kullanilmis olmasina
ragmen bu farka TZP’den salinan kemokin, kinosidin ve trombosit mikrobisidal
proteinlerin (PMP) daha yogun miktardaki C. albicans iizerine etkinliginin erken
sonlanmasimin neden olabilecegi diisliniildii. 16. saatte ise hangi konsantrasyonda
olursa olsun lireme ortalamalarinin ayn1 oldugu goriildii.

Willcox ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada farkli Candida tiirlerinin
trombositleri  kiimelendirebilme yetenekleri ve TZP’nin Candida tiirlerini
oldiirebilme becerilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada trombositleri belirli oranlarda
Candida hiicreleri ile karistirmislar ve 37°C’de 4 saatlik inkiibasyon sonunda yapilan
ekimlerde koloni sayim1 yapmislardir. Ekimler sirasiyla 0. dk, 30. dk, 1. saat ve 4.
saatlerde yapilmigtir. Sonugta C. albicans hari¢ diger tiirlerin trombositlerin
kiimelenmesini saglayabildigini, C. tropicalis ve C. stellatoidea’nin TZP’li ortamda
belirli oranlarda 6ldigiinii buna karsin C. parapsilosis, C. krusei ve C. kefyr’in
tiremelerinin baskilandigim1 ve C. albicans suslarmin ise canliligii korudugunu
saptamiglardir (164). Ancak Yeaman ve ark. yaptiklan gesitli ¢alismalarda Candida
tirlerinin  trombositleri uyararak PMP salimmini tetikleyebildiklerini ve bu
PMP’lerinde Candida tiirlerine karsi etkili olduklarini géstermislerdir (154-156).
Robert ve ark., ¢alismalarinda farkli Candida tiirlerinin in vivo olarak trombositleri
baglayabilme yeteneklerini bir fare modelinde aragtirmislardir. Belirli bir sayida
hazirlanan blastokonidyalarin farelere enjekte edildikten sonra 1., 3. ve 15.
dakikalarda kan alimini miiteakip dolasimdan temizlenmesini 6l¢gmiislerdir. Sonucta

C. albicans’in C. glabrata’ya kiyasla dolasimdan 8 kat daha hizli temizlendigini
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gostermiglerdir. Bu durumu da taramali elektron mikroskopta trombositlerin Candida
hiicreleriyle karsilaginca yasadiklar1 morfolojik degisimleri ortaya koyarak trombosit
aktivasyonu lehine yorumlayarak agiklamislardir. Biitin  bu ¢alismalar
gostermektedir ki Candida tiirleri trombositlerle etkilesim igindedir ve farkl
mekanizmalar vasitasiyla onlar1 aktive ederek degisen derecelerde antifungal etkinlik
ortaya ¢ikarmaktadir. Bizim ¢alismamizda da TZP-10%lii grupta bu antifungal
etkinligin 8. saatte dahil devam ettigi gosterilmistir. 16. saatte ise bu etkinlik
sonlanmigtir. Literatiir arastirmalarimizda mantarlar ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
bizim yaptigimiz sekilde uzun zaman dilimine yayilmis ¢oklu ekimlerin kullanildig:
bir protokole rastlanmadi. Bu tarz ¢alismalarin genellikle TZP ile bakteri etkinlik
calismalar1 oldugu goriildii.

Mariani ve ark. trombositlerin doku iyilesmesindeki roliine ilave olarak
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia ve Streptococcus faecalis gibi hastane kaynakli enfeksiyonlarin en
onemli etkenleri lizerine trombositlerin etkilerini arastirmiglardir. Calismalarinda saf
trombositten zengin plazma kullanmiglardir. Bu TZP’yi %10°luk Kalsiyum Klorid ile
aktive ettikten sonra bu bes mikroorganizmay1 farkli bakteri konsantrasyonlarininda
(10* kob/ml, 10° kob/ml, 10° kob/ml) plaklara ekmislerdir. 18-24 saatlik inkiibasyon
sonrasun; 1., 2., 4. ve 18. saatlerde koloni sayimlarina gecilmistir. Tiim gruplarda
TZP’nin kontrol gruplarina gore ilk saatlerde onemli derecede bakteri iiremesini
baskiladigini, bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu, fakat bu etkinin
zamanla azaldigin1 gostermislerdir. Bakteri konsantrasyonunun arttig1 10° kob/ml’lik
gruplarda antibakteriyel etkinlik siiresinin kisaldigin1 gozlemlemislerdir. Bakteri
caligmalarinda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da degisen maya konsantrasyonlari
(10% kob/ml ve 10* kob/ml) ile muamele edilen TZP’nin antifungal &zelliginin
oldugu gosterildi. Yine Mariani ve ark. buldugu gibi daha yogun konsantrasyonlarda
mikrobisidal etkinligin azaldigi saptandi. Mariani ve ark. yaptigi ¢alismada etki
stiresi ilk saatlerde olmakla birlikte bizim ¢alismamizda bu siire daha uzundu. Bunun
nedeninin bizim ¢aligma gruplarindaki TZP’nin iceriginde 16kosit bulunmasi olarak
degerlendirildi. Oysa Mariani ve ark.’ning¢alismalarinda saf trombosit kullanmiglardi.
Ancak bakteri ve mantar gibi farkli mikroorganizmalar {izerine -etkinliklerin

calisilmasit nedeniyle tam bir kiyaslama yapmamizin dogru olmayacagini
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degerlendirdik. Ayrica bizim ¢alismamizda kullanilan trombosit sayilarinin
(2165x10%/ul) Mariani ve ark. ¢alismasinda kullandigindan (290x10%/ul) ¢ok daha
yiikksek olusunun da bu etki siiresinin uzamasinda bir diger etken olabilecegi
diisiiniildii (165).

Anitua ve ark. TZP igerisindeki 16kosit miktarinda ilave artisin antimikrobiyal
etkinligi arttirmadigini1 gostermislerdir (166). Fakat TZP’nin antimikrobiyal etkinligi
lizerine yapilan bagka calismalarda ise Idkositlerden ziyade trombositlerin
antimikrobiyal etkinlikten sorumlu oldugu, trombositlerin baglattigi bu etkiyi
16kositlerin arttirmis olabilecegi Yang ve ark. ile ile Drago ve ark. tarafindan iddia
edilmektedir. Yang ve ark. yaptigi ¢calismada TZP igerisinde azda olsa l6kositlerin
yer almasinin, TZP’nin uzamis antimikrobiyal etkisinin lokositler tarafindan
gerceklestirilmis olabilecegini disiindiirmiistiir. Drago ve ark. yaptigi ¢alismada
TZP’deki 10kosit miktarindaki artisin  dogrudan antimikrobiyal potansiyeli
giiclendirdigi savunulmustur (167,168). Bizim ¢alismamizda da TZP grubunun PBS-
kontrol grubuyla karsilagtirilmas1 sonucu antifungal etkinliginin ana sebebinin
trombositlerin  varligi oldugu diisliniiliirken ayni zamanda kullanilan TZP’nin
16kositli olusunun da bu etkinlikte rol oynayabilecek ikinci bir neden olabilecegi
distinildii.

Mayalarin iiremelerinin kontrol edildigi inkiibasyon siiresi olduk¢a onemli
olan bir diger konudur. Bu kontroliin sik sik (saat bas1 gibi) yapilmas: her ne kadar
ideali olsa da orneklem sayisindan dolayr yapilabilir degildir. Ciinkii bir ekim
biterken dogrudan diger ekime gecilmesi gerektiginden ekim saatlerine
yetisilemeyecektir. Calismamizda maya liremelerinin kontrol edildigi siireler 1., 2.,
4., 8. ve 16. saatler olarak belirlenmistir. 16. saatte TZP grubundaki maya liremeleri
kontrol grubuyla (PBS) esdeger hale gelmistir. Her ne kadar saat basi ekim
yapilamamis olsa da calismada kullanilan ekim saatleriyle TZP grubunun antifungal
etkinliginin saptanmasi agisindan yeterli oldugu sonucuna varildi. Fakat ¢alisma
protokoliimiiz sonucunda elde edilen veriler incelendiginde TZP-10° grubunda 8.
saatte dahil olmak iizere antifungal etkinin oldugu ve 16. saatte bu etkinin sonlandig1
tespit edilirken C. albicans igin bu etkinin sonlanim noktasinin net belirlenmesi
maksadiyla 10., 12. ve 14. saatlerde ilave ckimler yapilmasinin daha uygun

olabilecegi diisiintildii.
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Calismamizda trombositlerin aktivasyonu i¢in kullandigimiz kalsiyum
glukonat uygulamasinin ilk saatlerinde trombositlerden salgilanan mikrobisidal
molekiillerin yogunlugunu arttirdigi bilinmektedir. Buna ilaveten Moojen ve ark.
yaptig1 ¢alismada TZP’ye trombin eklenmesinin l6kositleri etkilemedigi, bu ylizden
1-4. saatlerdeki antimikrobiyal aktivitenin ¢ogunlukla trombosit kaynakli oldugu
gostermislerdir (169). Bununla birlikte aktive trombositlerden salinan belirli bazi
kemokinler ve kinosidinler mevcuttur. Bunlarin ¢ogu o graniillerde yer almaktadir.
Bunlar i¢inde en iyi bilinen ve ilk tanimlananlart Trombosit Faktor-4 (PF-4) ve B-
Tromboglobulin (B-TG)’dir. Bunlardan baska 6ncelikli olarak l6kositlerden koken
alan ancak trombositlerden de salgilanan IL-8 bir diger kemokindir. Ayrica biraz
daha sonra tanimlanmis bir kemokin olan RANTES (T Lenfosit Hiicrelerinin
Ekspresyonu ve Salinimi) ve bir polipeptid olan Timosin-p4 (TMSB4)’iinde ¢esitli
trombosit fonksiyonlari ile iligkili oldugu bilinmektedir (170-172). IL-8, nétrofillerin
doku enflamasyonunun bulundugu alana toplanmasini saglayan bir kemoatraktan
olarak gorev yapar. RANTES’in trombin ile aktive olmus trombositlerin o
graniillerinden salinarak esasen monositler i¢in kemoatraktan gérev yaptig1 bununla
birlikte eozinofilleri etkileyerek onlari degraniile ettigi ve bazofillerden de histamin
salinimint tetikledigi gosterilmistir (171). TMSB4 ise anjiogenez, yara iyilesmesi ve
enflamasyonun diizenlenmesinde gorev almaktadir (172). Bizim c¢alismamizda
oldugu gibi literatiir taramalarimizda Gi¢ farkli parametreyi degerlendiren herhangi bir
caligmaya rastlanilmadigindan elde edilen sonuglar karsilastirmali  olarak
degerlendirilemedi. Yalnizca Willcox ve ark. ¢alismasinda IL-8’in C. albicans ve
diger Candida tiirlerinden bazilar1 ile karsilasmis trombositlerden salindigi
gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda da C. albicans ile muamele edilen TZP
gruplarindan IL-8 salinimi tespit edildi. Hatta ¢caligmanin ilerleyen saatlerinde her iki
TZP’li grupta IL-8 seviyelerinde dikkat c¢ekici artiglar gozlendi. Bu IL-8
seviyesindeki artis farkli saatlerdeki maya koloni sayilarindaki artiga gore
incelendiginde; trombositlerin aktivasyon ile degraniile olup ortama IL-8 salmaya
stirekli devam ettigi, IL-8’in mayalar ile etkilesime girmedigi ve Candida albicans
tiremesini baskilamada etkisinin olmadig: diistintildii. Ancak PBS-kontrol grubu TZP
icermediginden IL-8 degerlerinin sifir olmasi beklenirken ¢ok diisiik miktarlarda

degerler elde edilmesinin; otolog trombin yapim asamasinda tam kandaki az sayidaki
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trombositlerin  pihtilagmaya yol agmasi neticesinde ortama IL-8 salinimdan
kaynaklandigr degerlendirildi. Ayni durum ile c¢alismamizin TMSB4 ELISA
analizlerinde PBS-kontrol grubunda da karsilasildi. TZP-10° ve TZP-10* gruplarinda
TMSB4 analizlerinde PBS-kontrol grubuna gore 7-10 kat yiiksek degerler 6l¢iildii.
Bu yiikseklik TZP gruplari igerisindeki yogun trombosit konsantrasyonuna baglandi.
Calismada planlanan 1., 2., 4., 8., ve 16. saatlerdeki maya koloni sayilarindaki artisa
gore TZP-10° ve TZP-10* gruplarindaki TMSB4 degerleri incelendiginde ise
trombositlerin aktivasyon ile ortama yiiksek miktarda TMSB4 saldigi bu defensinin
mayalar ile etkilesime girerek onlarin iiremesini baskiladigi, tedricen miktarinda
azalma oldugu goriildi. Halbuki IL-8 seviyelerinde ilerleyen saatlerde de artis s6z
konusuydu. Bu sonuglara goére aktive edilen TZP’nin C. albicans {iremesini
baskilamada TMSB4 {izerinden etkili oldugu, IL-8’in ise herhangi bir etkisinin
olmadig1 sonucuna varildi.

PF-4’lin aktive trombositlerden salgilanip trombosit kiimelenmesinde rol
oynadigi bilinmektedir (170-172). Calismamizin PBS-kontrol grubundaki bazi PF-4
degerlerinin gerek TZP-10° gerekse TZP-10* gruplarindan daha yiiksek oldugu
gorildii. Bu yiiksek veriler elde edildigi saatlerdeki maya koloni sayilari ile
karsilastirildiginda PBS-kontrol grubundaki koloni tiremeleri her iki TZP grubunda
iireyen koloni sayilarina gore daha yiiksek oldugundan PF-4’{in antifungal etkinlikte
rol almadig1 diistiniildii. Literatiir taramasinda ¢ok sinrli sayida TZP’nin C. albicans
tizerine etkinligi ile ilgili yayina ulagilirken bu ¢alismalarin higbirinde sonuglarimizi
kiyaslayabilecegimiz PF-4’tin antifungal etkinlikteki roliinii gdsteren herhangi bir
veriye ulasilamadi.

Son olarak Drago ve ark. TZP ile dort farkli bakteri ve C. albicans iizerine
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu
(MBK) belirlemek iizere yaptiklar1 calismada; bakteriler icin MBK degerlerini MIK
degerlerinin 3-4 kat1 olarak bulurken, C. albicans i¢in bulunan MIK degerlerinin
bakterilere kiyasla 2 kat gibi yiiksek olusu nedeniyle mayay1 6ldiiremediklerini ifade
etmiglerdir (168). Calismamizda literatiirdeki en yiiksek trombosit degerlerine
ulasmay1 saglayan sistemlerden biri olan tam otomatize kapali MagellanPRP™
cihaz1 kullanildi. En diisiik konsantrasyonda en yiiksek trombosit degerleri elde

edilen grubumuzda dahi Drago ve ark. ¢alismasindaki gibi C. albicans iiremelerini

68



tamamen yok edemedik. Koloni iiremeleri {izerine bask1 sinirlt bir siireyle gecerliydi.
Hastalarda kullanilan ilaclar gibi tekrarlayan dozlarda TZP uygulamalar ile bu etki
daha uzun siirelere erisebilir hatta iiremeleri tamamen baskilayacak degerler elde
edilebilir. Ayrica antifungal etkinlikte rol oynabilecegi diisiiniilen biitiin kemokin,

kinosidin ve PMP’leri kapsayan genis ¢apli bir projeye gereksinim duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Trombositten Zengin Plazma (TZP) grubunda Beyaz Kiire (WBC) sayisi;
49,4x10%ul, Trombosit sayis1 2165x10%/ul olarak saptanmistir. Calismamizda
kullandigimiz MagellanPRP™ tam otomatize sisteminin bagiscilarin
periferik kanlarindaki trombosit sayisint giivenilir bir sekilde (minimum 7,
maksimum 15 Kat) arttirdigi gorilmistir. TZP eldesinde maksimum
etkinlik’nins1 igin tam otomatize kapali sistemlerin kullanilmasi ile en yiiksek
trombosit ve 16kosit degerleri elde edilebilir. Bu degerler basariy1 etkileyen
en 6nemli etkendir.

. TZP’nin ¢esitli mikroorganizmalar iizerine yapilan caligmalarda birtakim
farkliliklar1 gozlenmektedir. Bunun en Onemli nedeninin elde edilen
TZP’deki trombosit sayisindan kaynaklandigi, dolayisi ile sayiya ve
aktivasyona bagli olarak ortaya cikan kemokin, kinosidin ve platelet
mikrobisidal protein miktarlarindaki degisikliklerden bu farkliligin ortaya
¢iktig1 diisiintilmiistiir.

. TZP’nin C. albicans izolat: iizerine 10® kob/ml maya konsantrasyonunda
antifungal etkinligini gostermek amaciyla yapilan koloni sayim medyan
degerleri 1. saat i¢in 3; 2. saat icin 7; 4. saat i¢in 34; 8. saat i¢in 143 ve son
olarak 16. saat i¢in 500 olarak bulunmustur. Bu iiremeler TZP’nin C.
albicans tizerinde 8 saat boyunca antifungal etki gosterdigi, zamanla bu
etkinin azaldigi, 8-16. saatte etkinin kayboldugunu gostermektedir.

. TZP’nin kontrol grubuna goére C. albicans iiremesi iizerine -etkinligi
karsilagtirildiginda 1., 2., 4. ve 8. saatte lireyen koloni sayisinin TZP’li grupta
istatistiksel anlaml1 olacak sekilde daha az oldugunu gostermistir.

. 1ki farkli maya konsantrasyonuna sahip (10% ve 10* kob/ml) TZP’li grubun
antifungal etkinlikleri kiyaslandiginda gerek maya iiremesi iizerine baski
giiciiniin, gerekse giiciinii devam ettirme siiresinin  10° maya
konsantrasyonuna sahip TZP’de daha yiiksek oldugu saptanmistir. 10° maya

konsantrasyonuna sahip TZP’li grupta etkinlik 8. saatte dahil devam ederken
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10* maya konsantrasyonu iceren grupta antifungal etkinligin 4. saatten sonra
azalarak kayboldugu bulunmustur.

. TZP’nin koloni iiremeleri {izerine baskisi smirli bir siireyle gecerliydi.
Hastalarda kullanilan ilaglar gibi tekrarlayan dozlarda TZP uygulamalar ile
bu etki daha uzun siirelere erigebilir hatta liremeleri tamamen baskilayacak
degerlerin elde edilebilicegi 6ngoriildii.

. Calismamizda C. albicans ile muamele edilen TZP gruplarindan IL-8 salinim1
tespit edildi. Hatta calismanin ilerleyen saatlerinde her iki TZP’li grupta 1L-8
seviyelerinde dikkat ¢ekici artiglar gozlendi. Bu IL-8 seviyesindeki artis farkli
saatlerdeki maya koloni sayilarindaki artisa gore incelendiginde;
trombositlerin aktivasyon ile degraniile olup ortama siirekli 1L-8 salmaya
devam ettigi, IL-8’in mayalar ile etkilesime girmedigi ve Candida albicans
tiremesini baskilamada etkisinin olmadigi diistiniildii. TMSB4 analizlerinde
TZP gruplarinda PBS-kontrol grubuna gore 7-10 kat yiiksek degerler ol¢iildii.
Bu yiikseklik TZP gruplar igerisindeki yogun trombosit konsantrasyonuna
baglandi. Calismada planlanan 1., 2., 4., 8., ve 16. saatlerdeki maya koloni
sayilarindaki artisa gore TZP-10% ve TZP-10* gruplarindaki TMSB4 degerleri
incelendiginde ise trombositlerin aktivasyon ile ortama yiiksek miktarda
TMSB4 saldig1 bu defensinin mayalar ile etkilesime girerek onlarin iiremesini
baskiladigi, tedricen miktarinda azalma oldugu goriildii. PF-4’tin PBS-kontrol
grubundaki degerlerinin gerek TZP-10° gerekse TZP-10* gruplarindan daha
yiiksek oldugu goriildii. Bu yliksek veriler elde edildigi saatlerdeki maya
koloni sayilart ile Kkarsilastirildiginda PBS-kontrol grubundaki koloni
tiremeleri her iki TZP grubunda iireyen koloni sayilarina gore daha yiiksek
oldugundan PF-4’1in antifungal etkinlikte rol almadig1 diisiiniildii.

Sonu¢ olarak TZP’nin Candida albicans koloni iiremeleri {izerine
baskisi smirli bir siireyle gecerliydi. Hastalarda kullanilan ilaglar gibi
tekrarlayan dozlarda TZP uygulamalari ile bu etki daha uzun siirelere
erisebilir hatta liremeleri tamamen baskilayacak degerler elde edilebilir.
Ayrica antifungal etkinlikte rol oynabilecegi diisiiniilen biitlin kemokin,
kinosidin ve PMP’leri kapsayan genis c¢apli bir projeye gereksinim

duyulmaktadir.
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Riza Aytag Cetinkaya® - Ercan Yenilmez! - Patrizio Petrone?® - Soner Yilmaz® - Bayhan Bektore” -
Berksan Simsek® - Tugba Kula Atik® - Mustafa Ozyurt” - Aytekin Unlii®

European Journal of Trauma and Emergency Surgery https://doi.org/10.1007/s00068-018-0957-0

. Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

Stipheli servikal lezyonlu kadinlarda yiiksek riskli HPV'lerin genotip dagilimi.

Fatih Sahiner, Kenan Sener, Mehmet Yapar, Murat Dede, Nuri Yigit, Berksan Simsek, Ayhan
Kubar.

Giilhane Tip Dergisi, Aralik 2012, Cilt 54, Say1 4, 298.

Evaluation of Platelet Indices in Young Male Patients with Hepatitis C

Hepatit C Enfeksiyonu Olan Geng Erkek Hastalarda Platelet Parametrelerinin Degerlendirilmesi
Murat Afyon, Cumhur Artuk, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, Ayper Kaya

J Clin Anal Med 2016;7(5): 706-10. DOI: 10.4328/JCAM.4537

A Case of Chronic Hepatitis B Virus Infection in an Anti-HBc negative Patient: An Atypical
Serological Profile

Atipik Serolojik Profil Olarak Anti-HBc Negatif Kronik Hepatit B Viriis Enfeksiyonu Olgusu
Murat AFYON, Berksan SIMSEK, Ayper KAYA

Viral Hepatitis Journal 2016; 22(1):34-36. Doi: 10.4274/vhd.98159

Kronik hepatit B virus enfeksiyonu olan 18-30 yas aras1 erkek hastalarda hepatit seroprevalansi
Murat Afyon, Berksan Simgek.
Gtilhane T1p Derg 2016;58:373-376. doi:10.5455/Giilhane.212062

. Assessment of laboratory indices for predicting severity of fibrosis in treatment naive young male

patients with non-cirrhotic hepatitis B virus infection.
Murat Afyon, Cumhur Artuk, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, Ayper Kaya.
Cukurova Med J 2017; 42(2): 299-307. DOI: 10.17826/cutf.322924

Evrensel Kan Uriinleri
Berksan Simsek, Ismail Yasar Avci.
IKSST Derg 10(1):1-6,2018. DOI:10.5222/iksst.2018.001

Deniz Harp Okulu Ogrencileri ve Personelinde Hepatit A Viriis Enfeksiyonuna Duyarliligin
Aragstirilmast
Evaluation of susceptibility to hepatitis a virus infection in naval academy students and staff
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http://dx.doi.org/10.5455/medscience.2016.05.8533

Murat Afyonl,Murat Zermanl,Berksan Simsek2
DOI : 10.26657/Gulhane.263985

. Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri Kitaplarinda (proceedings) basilan
bildiriler:

. Antimicrobial Resistance of Nosocomial Gram-Negative Bacteria in Gulhane Military Medical
Academy Hospital Intensive Care Units.
B. SIMSEK, O. BEDIR, R. GUMRAL, A. KILIC, A. BASUSTAOGLU.
50th ICAAC program kitab1, 17.

. Achromobacter xylosoxidans Keratitis in a Therapeutic Soft Contact Lens Wearer.
Berksan SIMSEK, Umit YOLCU, Alfrida PELLUMBI, Volkan HURMERIC, Orhan BEDIR,
Abdullah KILIC, Mehmet A. SARACLI, Ahmet C. BASUSTAOGLU.
European Journal of Microbiology&Immunology, Volume 1, Number 2, 171.

. Retrospektif Olarak Antiniikleer Antikor Pozitif Olan Hastalarda indirekt immiinofloresan (IiF) ve
Immiinoblotting (IB) Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi.
Berksan Simsek, Hacer Misirlioglu, Sema Oren, Ugur Musabak, Mehmet Baysallar, Ahmet
Basustaoglu
Turkish Journal of Immunology, Volume:1, Number:15, Supplement(21th congress of
immunology-abstract book), 111.

. Anti-Gliadin (AGA) ve Anti Doku Transglutaminaz (tTG) Sonuglarinin Retrospektif
Degerlendirilmesi
Berksan Simsek, Hacer Misirlioglu, Sema Oren, Ugur Musabak, Mehmet Baysallar, Ahmet
Basustaoglu.
Turkish Journal of Immunology, Volume:1, Number:15, Supplement(21th congress of
immunology-abstract book), 111.

. A Case of Ankle Joint Tuberculosis.
Berksan Simsek, Ahmet Burak Bilekli, Gulin Rodoplu, Ozgul Kisa, Ali Albay.
32nd Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology, Program kitabi, 91.

. Supraclavicular cutaneous abscess caused by M. tuberculosis complex: Case Report.
Gulin Rodoplu, Hasan Huseyin Arslan, Berksan Simsek, Turan Ilica, Ozgul Kisa, Ali Albay.
32nd Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology, program kitabi, 90.

. Expression of Hepatitis B virus "e" antigen gene region in yeast.
Berksan Simsek, Kenan Sener, Mehmet Yapar, Fatih Sahiner, Ayhan Kubar
Journal of Antivirals&Antiretrovirals, August 2012 VVolume 4, Issue 4, 175.

. New-Developed Anti-caries pH-Sensitive Release System and its Effct on Streptococcus mutans
Giinseli Giiven Polat, Ozlem Mart1 Akgiin, Berksan Simsek, Mehmet Ali Saragli, Senem Heper,

Vasif Hasirci.
21.TDA International Dental Congress, EXPODENTAL 2015, 28-30 May1s 2015, P091,

Kongre Programi ve Ozetler,357.

Evaluation And Comparison Of In Vitro Hemostatic Functions Of Apheresis Vs Random- Donor
Platelet Concentrates Via Thrombin Generation Test

Ibrahim Eker, Riza Aytag Cetinkaya, Soner Yilmaz, Aytekin Unlii, Ercan Yenilmez, Tugba Kula
Atik, Bayhan Bektore, Berksan Simsek, Umit Savasc1, Ertugrul Yazici, Orhan Giirsel, Sebahattin
Yilmaz, Ismail Yagar Avci

X1I™ Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),

Kongre kitabi, 258.
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10. A New Alternative For Prehospital Hemorrhagic Shock Resuscitation: Lyophilized Plasma

11.

12.

13.

14.

Soner Yilmaz, Ibrahim Eker, Riza Aytag Cetinkaya, Ercan Yenilmez, Aytekin Unlii, Bayhan

Bektore, Tugba Kula Atik, Turan Bayhan, Berksan Simsek, Burcu Eser, Ertugrul Yazici, Orhan

Gilirsel, Nazif Zeybek, Sebahattin Yilmaz, Mehmet Ali Saragli, Ismail Yasar Avci
X1I'™ Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),

Kongre kitabi, 263.

Weak D Detection Rates In A Blood Center From Blood Donors

Bayhan Bektore, Tugba Kula Atik, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, Ilker Murat Sen, Gékhan
Oziz, Riza Aytag Cetinkaya

XII'™ Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),
Kongre kitabi, 295.

Distribution Of Blood Groups Among Blood Donors In A Blood Center Of A Training Hospital
Tugba Kula Atik, Bayhan Bektore, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, IIker Murat Sen,

Riza Ayta¢ Cetinkaya

XII™ Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),

Kongre kitabi, 296.

Newborn Blood Group Detection Rates
Bayhan Bektore, Tugba Kula Atik, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, Riza Ayta¢ Cetinkaya
X11™" Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),

Kongre kitabi, 297.

Distribution Of Blood Groups Among Patients In A Blood Center Of A Training Hospital During
Five Years Period

Bayhan Bektore, Tugba Kula Atik, Ercan Yenilmez, Berksan Simsek, Riza Ayta¢ Cetinkaya
XII™ Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016),

Kongre kitabi, 297.

D. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri Kitaplarinda basilan bildiriler:

Bir Egitim Hastanesi Yogun Bakim Unitelerinden Gelen Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen
Enterobacteriaceae Uyesi Bakterilerin Antibiyotik Duyarlilik Durumlari Ve Genislemis

Spektrumlu Beta Laktamaz Siklig1.

Yesim MACKAN, Berksan SIMSEK, Orhan BEDIR, Abdullah KILIC, Ahmet Celal
BASUSTAOGLU.

Giilhane Mikrobiyoloji Giinleri, 20-22 nisan 2010, program ve 6zet kitab1, 245-246.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve

Proteus mirabilis izolatlarinin antibiyotik duyarlilik durumlari ve Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamaz pozitiflik siklig1.

Berksan SIMSEK, Orhan BEDIR, Ramazan GUMRAL, Abdullah KILIC, Ahmet Celal
BASUSTAOGLU.

Giilhane Mikrobiyoloji Giinleri, 20-22 nisan 2010, program ve 6zet kitabi, 247-248.

Stipheli Genital Lezyonlu Kadinlarda Yiiksek Riskli HPV'lerin Genotip Dagilimi.
Fatih Sahiner, Kenan Sener, Mehmet Yapar, Berksan Simsek, Ayhan Kubar.
4. Ulusal Viroloji Kongresi, Kongre Kitabi, 175.

Immiinolojik belirteg seviyeleri anormal olarak saptanan bir bireyde gozlenen Cryptococcus

neoformans menenjiti
Sinasi Taner Yildiran, Ramazan Giimral, Berksan Simgek, Mehmet Ali Saragli.
I. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitabi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Ulkemizde Kuduz Tarihgesi
Serhat Duyan, Orhan Bedir, Berksan Simsek, Ahmet Celal Basustaoglu.
I. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitab.

GATF hastanesinde izole edilen Acinetobacter baumannii suslarinin antimikrobiyal direng
oranlarinin belirlenmesi

Aylin Uskiidar Giiglii, Serhat Suyan, Berksan Simsek, Mustafa Giiney, Ramazan Giimral, Orhan
Bedir

10. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri, Program ve 6zet kitabi, 147.

GATA Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda gesitli klinik drneklerden izole edilen S. aureus
suslariin antibiyotik diren¢ durumlarinin arastirilmast.

Kemal Tekin, Soner Yilmaz, Mustafa Giiney, Berksan Simsek, Orhan Bedir, Ahmet Celal
Basustaoglu

10. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri, Program ve 6zet kitabi, 150.

. Giilhane Askeri Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda 2010-2011 yillarinda izole

edilen Salmonella spp. ve Shigella spp. suslarinin antibiyotik diren¢ durumlari.

Serhat Duyan, Berksan Simsek, Mustafa Giiney, Ramazan Giimral, Orhan Bedir, Ahmet Celal
Basustaoglu.

10. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri, Program ve dzet kitabi, 155.

. 2011 yilinda GATF Mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen Enterobacteriacea tiirlerinin

kliniklere gore dagilimi ve direng durumu.
Serhat Duyan, Mustafa Giiney, Soner Yilmaz, Berksan Simsek, Ramazan Giimral, Orhan Bedir.
10. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri, Program ve 6zet kitabi, 157.

GATF hastanesinde izole edilen Acinetobacter baumannii suslarinin antibiyotik duyarlilik
durumlari

Berksan Simsek, Mustafa Giiney, Ramazan Giimral, Orhan Bedir, Abdullah Kilig, Ahmet Celal
Basustaoglu

35. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitabi, 284.

Idrar kiiltiirlerinden izole edilen Escherichia coli suslarinin antibiyotik duyarhiliklari: Iki yillik
gozlem

Berksan Simsek, Mete Tez.

2.Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitabi, 240.

Gida sektorii ¢calisani 1480 vakada nazal siiriintii 6rneklerinin irdelenmesi
Ercan Yenilmez, Murat Afyon, Berksan Simsek, Asim Ulgay, Hakan Erdem
5.Ekmud Bilimsel Platformu.

2012-2015 Yillart Arasinda Idrar Kiiltiirlerinden izole Edilen Escherichia Coli Suslarinin
Antibiyotik Duyarliliklar

Berksan Simgek

3.Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitabi, 251.

Kan ve Kan Bilesenleri Kullaniminda Siirekli Uyanik Miy1z? GATA Bolge Kan Merkezinde
Hemovijilans Sisteminin Kurulmasi

Umit Savase1, Soner Yilmaz, Zahide Sezer, Ertugrul Yazici, Berksan Simsek, Gokhan Ozgiir,
Ibrahim Eker, Ismail Yasar Avci, Sebahattin Yilmaz, Levent Yamanel, Riza Aytag Cetinkaya
VIII. Ulusal Kan Merkezleri ve Transflizyon T1ibb1 Kongresi (14-18 Aralik 2015), Kongre kitabi,
283.

15. Hemovijilans Uygulamalarinin {lk 6 Aylik Yansimalar1 Ne Bekliyorduk Ne Oldu?

Zahide Sezer, Umit Savasc1, Soner Yilmaz, Ertugrul Yazici, Berksan Simsek, Gokhan Ozgiir,
Ibrahim Eker, Ismail Yasar Avci, Sebahattin Y1lmaz, Levent Yamanel, Riza Ayta¢ Cetinkaya

88



VIII. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi (14-18 Aralik 2015), Kongre kitabi,
285.

16. Aferez Ve Random Trombosit Siispansiyonlarinin Hemostatik Etkilerinin Trombin Jenerasyon
Testi Ile Karsilastiriimasi
Ibrahim Eker, Riza Aytag Cetinkaya, Soner Yilmaz, Aytekin Unlii, Ercan Yenilmez, Tugba Kula
Atik, Bayhan Bektore, Berksan Simsek, Umit Savasci1, Ertugrul Yazici, Orhan Giirsel, Sebahattin
Yilmaz, Ismail Yasar Avci, Ahmet Emin Kiirekgi
5.Ulusal Pediatrik Hematoloji Sempozyumu (12-14 Mayis 2016), Bildiri kitabi, 94

E. Sozlii sunulan bildiriler

1. Trombositten zengin plazmanin ¢oklu ila¢ direncine sahip ¢esitli bakteriler iizerine Antibakteriyel
Etkinliginin in-vitro aragtirtlmasi
Riza Aytag Cetinkaya® - Ercan Yenilmez! - Patrizio Petrone?- Soner Yilmaz® - Bayhan Bektore* -
Berksan Simsek® - Tugba Kula Atik® - Mustafa Ozyurt” - Aytekin Unlii®
XIX. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Kongresi Kongre Kitab1, Sayfa 92-95.
28-31 Mart 2018, Gloria Golf Resort, Antalya

2. Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Fakir Plazma (TFP)’min Coklu lag Direncine
Sahip Acinetobacter Baumannii’ye Kars1 Antibakteriyel Etkinliginin In Vitro Arastirilmasi
Riza Aytag Cetinkaya® - Ercan Yenilmez! - Soner Yilmaz? - Bayhan Bektore® - Berksan Simsek* -
Tugba Kula Atik® - Mustafa Ozyurt® - Ismail Yasar Avcr’
XI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi Kongre Kitabi, Sayfal68-171.
11-15 Mart 2018 , Side-Antalya

F. Yazilan ulusal/uluslararasi Kitaplardaki boliimler:

1. Biyoter6rizm Ajanlariyla Calisirken Laboratuvarda Biyogiivenlik
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda Biyogiivenlik, 288-303.

2. Personel Egitimi
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda Biyogiivenlik, 152-161.

3. Bakterilerin Genel Ozellikleri
Saglik Bilimlerinde Mikrobiyoloji, 9-19.

4. Idrar Orneklerine Yaklagim
Hemsirelik Uygulamalarinda Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1, 329-337

G. Ceviriler:

1. 9.7.1 Balgam: Direk Baki ve Boyali Preparasyon, Klinik Mikrobiyoloji Yo6ntemleri El Kitabi,

Ugiincii Bask.

2. 9.7.2 Aspiratlar ve Bronkoskopi Ornekleri, Klinik Mikrobiyoloji Yéntemleri El Kitabr,
Ugiincii Bask.

3. 3.17.39 Oksidaz Testi, Klinik Mikrobiyoloji Yéntemleri El Kitab1, Ugiincii Bask.

4. 3.17.40.Fenilalanin Deaminaz Testi, Klinik Mikrobiyoloji Yontemleri El Kitab1, Ugiincii
Baski.

5. 3.17.41 PYR (L-Pirolidonil-B-Naftilamid) Testi, Klinik Mikrobiyoloji Yontemleri El Kitabi,
Uciincii Baski.
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VII- Bilimsel Etkinlikleri
Odiiller

1. “Kongre diizenlemede gosterilen basar1” takdir.
Prof Dr. Ahmet Celal BASUSTAOGLU
GATA Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 Baskani
2. Poster Sunumu Birincilik Odiilii
A New Alternative For Prehospital Hemorrhagic Shock Resuscitation: Lyophilized Plasma
Soner Yilmaz, Ibrahim Eker, Riza Aytag Cetinkaya, Ercan Yenilmez, Aytekin Unlii, Bayhan
Bektore, Tugba Kula Atik, Turan Bayhan, Berksan Simsek, Burcu Eser, Ertugrul Yazici,
Orhan Giirsel, Nazif Zeybek, Sebahattin Yilmaz, Mehmet Ali Saracli, Ismail Yasar Avci
X" Annual Conference of Asian Association of Transfusion Medicine (2-6 April 2016)
3. Sozlii Bildiri Ugiinciiliik Odiilii
Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Fakir Plazma (TFP)’nin Coklu lag
Direncine Sahip Acinetobacter Baumannii’ye Kars1 Antibakteriyel Etkinliginin in Vitro
Aragtirilmast
Riza Aytac Cetinkayal * Ercan Yenilmezl ¢ Soner Yilmaz2 ¢ Bayhan Bektore3 ¢ Berksan
Simsek4 *Tugba Kula AtikS » Mustafa Ozyurt6 » Ismail Yasar Avci7
XI. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi Kongre Kitabi, Sayfal68-171.
11-15 Mart 2018, Side-Antalya
4. Sozlii Bildiri Tkincilik Odiilii
Trombositten zengin plazmanin ¢oklu ilag direncine sahip cesitli bakteriler {izerine
Antibakteriyel Etkinliginin in-vitro arastirilmasi
Riza Aytag Cetinkayal ¢ Ercan Yenilmezl ¢ Patrizio Petrone2+ Soner Yilmaz3 ¢ Bayhan
Bektore4 « Berksan Simsek5 *Tugba Kula Atik6 « Mustafa Ozyurt7 « Aytekin Unlii8
XIX. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart Kongresi
Kongre Kitabi, Sayfa 92-95.
28-31 Mart 2018, Gloria Golf Resort, Antalya

VIl1I- Diger Bilgiler
Egitim programu haricinde aldigi kurslar ve katildigi egitim seminerleri

1. Tirkiye’de Bulagici Hastaliklarin Epidemiyolojik Siirveyansi ve Kontrolii Sisteminin
Giiglendirilmesi Projesi-1I;

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar modiilii (Kasim 2008)

Parazitoloji modiilii (Ocak 2009)

Antimikrobiyal duyarlilik testlerimodiilii (Ocak 2009)

Hastane Infeksiyonlar1 Egitim Programi (Nisan 2009)

Tatarcik Hummasi Sempozyumu (Nisan 2009)

12th Annual ESCV Meeting (Eyliil 2009)

Temel Epidemiyoloji Kursu (Subat 2010)

Hantaviriis Sempozyumu (Mart 2010)

ook wn
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10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21,
22,
23.

24,
25.
26.
27.

Giilhane Mikrobiyoloji Giinleri; Antimikrobiyal Kemoterapi, Laboratuvar Uygulamalar1 ve
Yenilikler (Nisan 2010)

1.Ulusal HPV ve Kanser Sempozyumu (Nisan 2010)

50. ICAAC (Eyliil 2010)

Bildirimi Zorunlu Paraziter Hastaliklar Egitimi-(Egitimci olarak 2 defa) (Kasim-Aralik 2010)
Gida ve Su Kaynakli Enfeksiyon Etkenleri Egitimi (Aralik 2010)

E-test kursu (Ocak 2011)

Clinical Implications of Antimicrobial Susceptibility Testing: ESCMID Postgraduate
Technical Workshop (Mart 2011)

21. Ulusal immiinoloji Kongresi (Nisan 2011)

1.0toimmiin Hastaliklarinda Klinik ve Tan1 Kursu (Nisan 2011)

1% European Conference of Microbiology&Immunology (Mayis 2011)

Tiiberkiilozda Temel Laboratuvar Tan1 Teknikleri Egitimi (Ekim 2011)

Bildirimi Zorunlu Paraziter Hastaliklar Uygulamali Egitimi-(Egitimci olarak 3 defa) (Kasim-
Aralik 2011)

10. Antimikrobik Kemoterapi Giinleri (Nisan 2012)

2nd World Congress on Virology (Agustos 2012)

35.Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi (Kasim 2012)

2.Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi (Kasim 2013)

Tiirkiye’de Bulagici Hastaliklarin Epidemiyolojik Siirveyansi ve Kontrolii Sisteminin
Gtglendirilmesi Projesi-1llI;

LKYS Egitimi (Mart 2014)

VII. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi Temel Kurs (Aralik 2014)
3.Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi (Kasim 2015)

VIII. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi (Aralik 2015)

X. Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibb1 Kongresi (Mart 2017)

Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar

Giilhane Mikrobiyoloji Giinleri 2010
KLIMUD Giresun Bélge Toplantis1 2018
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