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Ozet

ELAJIK ASIT, GALLIK ASIT, KAFEIK ASIT VE GUMUS SULFADIAZININ
KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN KANDiDA TURLERi UZERINDEKI
IN VITRO ETKIiSININ FLUKONAZOL iLE KARSILASTIRILMASI

AMAC. Bu calismada; fenolik asit turevlerinden elajik asit, gallik asit ve
kafeik asit ile gtimis sulfadiazinin kandida ttirleri tzerindeki antifungal

etkinliklerinin arastirilarak flukonazol ile karsilastirilmasi amaclanmisir.

YONTEM. Calismada farkli hastalarin kan kultira érneklerinden izole
edilmis 30 kandida koékeni (8 C.albicans, 8 C.parapsilosis, 8 C.tropicalis, 4
C.glabrata ve 2 C.krusei) ile standart bir C.krusei kokeni (ATCC 6258)
kullanmilmistir. Antifungal etkinligin belirlenmesi icin mikrodiltisyon ve disk

diftizyon testleri kullanilmistir.

BULGULAR. MIK 50 degerlerine goére gimis stlfadiazin tiim kokenlere
diustik MIK degerlerinde (0,78-1,56 ug/ml) etkili bulunmus; flukonazol ise
C.krusei disindaki tiim kokenler tizerinde benzer etki (MIK degerleri
0,78-3,125 ng/ml) gostermistir. Elajik asit denedigimiz kokenlerin coguna
etkili bulunmustur. Elajik asit icin MIiK degerleri C.krusei ve C.glabrata icin
0,78 pg/ml, C.parapsilosis icin 3,125 ug/ml, C.tropicalis i¢cin 0,78-50 pg/ml
ve C.albicans icin 1,56-50 pug/ml bulunmustur. Gallik asit ve kafeik asit ise
ancak belirli kokenlere smirli olmak tzere duisik seviyede etkinlik

gosterebilmistir.

SONUC. Elde ettigimiz sonuglara gore gimus sulfadiazin, flukonazol ve elajk
asit kandida ttirlerine yiksek dtizeyde etkili bulunmus, gallik asit ve kafeik

asit ise dustik seviyede ve sinirh etkinlik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Elajik asit; Gallik asit; Kafeik asit; Gtimtis stulfadiazin;

Kandida tuirleri



Abstract

IN VITRO EFFECTS OF ELLAGIC ACID, GALLIC ACID, CAFFEIC ACID
AND SILVER SULFADIAZINE ON THE CANDIDA SPECIES ISOLATED
FROM BLOOD CULTURES AND COMPARISON WiTH FLUCONAZOLE

OBJECTIVE. In this study; it is aim to investigate by comparing with
flukonazole the antifungal effects of phenolic acid species ellagic acid, gallic

acid, caffeic acid and silver sulfadiazine on candida species.

METHODS. In the study, it is used the 30 candida strains (8 C.albicans, 8
C.parapsilosis, 8 C.tropicalis, 4 C.glabrata and 2 C.krusei) isolated from blood
cultures of diffirent patients and a standard C.krusei strain (ATCC 6258). For
determaning antifungal activity microdilution and disc diffusion tests are

used.

RESULTS. According to MIC-50 values, silver sulfadiazine is found effective
at low MIC values (0,78-1,56 ng/ml) for all strains and also fluconazole showed
similar effect (MIC values 0,78-3,125 pg/ml) on all strains except C.krusei.
Ellagic acid, is found effective for most of the strains we have tried. For ellagic
acid, MIC values are found 0,78 pg/ml for C.krusei and C.glabrata, 3,125
ug/ml for C.parapsilosis, 0,78-50 ug/ml for C.tropicalis and 1,56-50 png/ml
for C.albicans. Gallic acid and caffeic acid are able to exhibit only at low level

and limited activity to certain strains.

CONCLUSION. Depend on our experiments; silver sulfadiazine, fluconazole
and ellagic acid are found to be highly effective against the candida strains we

tried and also gallic acid and caffeic acid showed low level and limited efficacy.

Keywords: Ellagic acid; Gallic acid; Kaffeic acid; Silver stuilfadiazine; Candida

species
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Kandida tuirleri insanda firsatci enfeksiyonlara neden olan énemli bir mantar
grubudur. Bagisikligi baskilanmis hasta poptilasyonunun artisina paralel
sekilde bu enfeksiyonlarin sikliginda ve siddetinde artis gortilmektedir.
Nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda da kandida turleri giderek o6n
plana c¢ikmaktadir. Kandida turleri icerisinde Candida albicans en sik
enfeksiyon etkeni olmakla birlikte C.glabrata, C.parapsilosis, C.tropicalis ve

C.krusei gibi kandidalar da giderek artan siklikta enfeksiyon olusturmaktadir.

Kandida enfeksiyonlarimin tedavisinde kullanilabilen smirhh sayidaki
antifungallere kars1 diren¢ gelisiminin yanisira bu ilacglarin toksik yan etkileri
ve Ozellikle biyofilm olusumuna bagh tedavi basarisizliklar1 yeni tedavi
alternatiflerinin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir. Bu amacla
yapilan calismalarda dogal, kolay ulasilabilir ve uygun maliyetli bitkisel
ozlerin antifungal o6zellikleri siklikla test edilmektedir. Fenolik asitler de
mantarlar tzerindeki etkisi merak edilen ve calismalar1 hala devam eden

bitkisel maddelerdendir.

Bizim calismamizda hastanemizde yatan hastalarin kan kulturlerinden izole
edilmis kandida koékenlerine elajik asit, gallik asit, kafeik asit gibi fenolik
asitlerin ve giimus sulfadiazinin in vitro antifungal etkinliginin mikrodiltisyon

ve disk diftizyon yontemleri ile arastirilmasi hedeflenmistir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

Diinyadaki toplam 6karyotik turlerin sayisi yaklasik 8,7 milyon olarak tahmin
edilirken mantarlar bu miktarin yaklasik % 7’sine tekabul etmektedir
(611.000 tur). Mantarlar arasinda 600 kadar tirtiin insan patojeni oldugu
tahmin  edilmektedir. = Patojen mantarlar insanda  yuzeysel cilt
enfeksiyonlarindan cilt ve cilt alti dokularin invazif enfeksiyonlarmma ve
nihayet yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar degisebilen klinik

tablolara neden olabilmektedir (1).

Kandida ttirleri dogumdan itibaren insanin cilt ve mukozalarinda kolonize
olabilen 6nemli insan patojenleridir. Kolonizasyon durumu viicut direncinin
ve fizyolojik ~ dengelerin = bozulmasiyla  kolaylikla  enfeksiyonlara
déntisebilmektedir. Ornegin kadinlarin %75'inde yasam boyu en az bir kez ve
cok defasinda tekrarlamalar gosteren vajinal kandidiyaz gortilmektedir. Buna
karsilik bagisikligi baskilanmis hastalarin cogunda orofaringeal kandidiyaz
ortaya cikmaktadir (2). Son yillarda immiin diiskiin hastalarin sayica artisina
ve gereginden fazla genis spektrumlu antibiyotik kullamimina bagli olarak
kandida enfeksiyonlarn gittikce artmaktadir. Takribi 200 kadar turti bulunan
kandidalarin yaklasik %10u insanda enfeksiyon yapabilmekle birlikte bu
enfeksiyonlarin %901mda 5 tur (C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis,

C.glabrata ve C.krusei) etken olarak rol oynamaktadir (3, 4).

Yeni epidemiyolojik calismalar, kandidiyaz sikliginin 100.000’de 1,2 ile 25
arasinda degistigini gostermektedir. Buna karsiik kandidemiye bagh

mortalite oram yaklasik %40 olarak bildirilmektedir (5).

2.1. KANDIDA TURLERI

Kandida turleri, filogenetik analizlere gore en buyuk mantar grubu olan
Ascomycotina’larin Saccharomycotina alt bélimunde yer alirlar (3). Klinik

orneklerde ve kultirde 3-6 mikrometre (um) boyunda, oval ya da

2



Genel Bilgiler

yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiticreler (blastokonidyum veya blastosporlar)
seklinde bulunurlar. Ozel kaltar ortaminda tomurcuklanan
blastokonidyumlarinin kopmadan uzamasi sonucu gercek hifler, bogumlar
olusturarak uzamasi sonucunda ise yalanci hifler (psédohif) meydana gelir.
C.albicans, blastokonidyum ve yalanci hif ile birlikte gercek hif olusturma
ozelligine sahip ¢ kandida taruduar. Diger kandidalarda da yalanci hiflerin
gorinimu ve bunlara blastokonidyumlarin baglanma sekli tanimlamada

yardimecl 6zelliklerdir (6, 7).

C.albicans hala en yaygin patojen olmasina ragmen, C. glabrata, C. krusei,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. guilliermondii ve C. auris gibi
diger kandida ttirleri de gintimtizde patojen olarak daha sik gozlenmektedir
(8). Bunun nedeni gelismis tanimlama yo6ntemleri, hasta o6zellikleri, yapilan

miuidahaleler ve kullanilan ilaclar ile iliskili olabilir (9).
2.1.1 Kandidalarin iireme kosullar1

Kandida turleri basit kultir ortamlarmmda, aerop kosullarda, 2-8 pH'da
25-37°C’de ve 24-72 saatte urerler. Genellikle 24 saat icinde kremsi veya
beyaz, nemli, diizgliin veya burusuk kenarli, maya kokulu yumusak koloniler

meydana getirirler (3).
2.1.2 Hiicre duvar ve antijenik yap1

Kandida hucreleri; hticre duvari, sitoplazmik membran, sitoplazma,
mitokondri, 80S ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve membran
ile cevrili bir cekirdekten olusur (6). Hiicre duvar1 konak ile ilk temas noktasi
olmas1 nedeniyle direnc¢ ve virtllansta oldukca 6nemlidir (8). Sert yapis: ile
hiicreye sekil verir, konak hiicresine tutunmay: saglar, konak savunmasina
ve osmotik basin¢ artisina karsi hiicreyi korur. Ayrica duvardaki bazi yapilar
immiin sistemi wuyaric1 oOzellikteyken, bazilarnn antifungaller icin hedef
olusturmaktadir (3). C.albicans ile diger kandidalarin duvar yapis1 birbirine
benzer oldugu icin C.albicans'in htuicre duvarina etki eden bir maddenin
digerlerine de etki edebilecegi dustunular (10). C.albicans hiicre duvar1 4 ana
bilesenden olusur. Huicre duvarinin %80-90'm1 karbonhidratlar, kalan

kismini proteinler, lipidler, beta-glukanlar ve az miktarda kitin olusturur. 1,6



Genel Bilgiler

B-glukan; suda ¢oéztinen bir bilesen olup mannoproteinleri 1,3 g-glukan ve
kitin’e baglayarak duvar yapisinin gii¢clenmesine katkida bulunur. Ortamdaki
seker miktarinin artisit mannoprotein miktarimi ve fibriler yapilar1 arttirir.
Maya-hif déniisiimii sirasinda da duvar kalinhigi ve yapisi degisir. Ornegin:
C.albicans'm maya ve hif formlarinin duvar yapilarn glukan ve mannan icerigi
acisindan birbirine benzerken hif formundaki kitin miktar1 mayadakinden ¢
kat daha fazladir (3, 10).

Hiicre membrani: Hiicre membram htuicre icine ve disina molekil gecisinde
o6nemli rol oynar. Huicre duvar bilesenleri sentezinde ve htucre ici olaylarin
diizenlenmesinde gorev alan enzimler de hticre zarinda bulunurlar. Hucre
membran bilesenleri (6rnegin; ergosterol) antifungal ilaclarin en O6nemli
hedefidir.

Hiicre iskeleti: Hiicre iskeleti yapisinda yer alan mikrottibtller; sitoplazmik

akiskanlig1 ve organellerin hareketliligini diizenler (3).
2.1.3 Kandidalara kars1 immiin yanit

Kandidalarin insan viicudunda zararsiz bir kolonizasyon mu yoksa yasami
tehdit eden bir enfeksiyon mu olusturacagim etkileyen bashca iki faktor so6z

konusudur;

1) Etkili bir bagisiklik yanitinin olup olmamasi,
2) Mantarin kendi morfolojisini degistirme kabiliyetinin bulunup

bulunmamasi.

Kandidalarin tek hiticreli maya formunun yaninda psddohif veya gercek hif
olusturabilme o0zelliginin patojeniteyi kolaylastirdigi diistintilmektedir. Tek
huicreli maya formu daha c¢ok kolonizasyon ile iliskili iken psédohif ve hif
formlan ise genellikle enfeksiyon ile iliskilidir. Saglikli bireylerde mantarin
konakta buiyiimesi zararsiz kommensal formla simirlandirlirken; immun
duskiinlik durumunda mantar bliytiimesi kontrol edilemeyebilir ve mantar
hifleri mukozal ytizeyleri gecerek enfeksiyona neden olabilir. Hifler aracilig: ile
ilerleme damarlara kadar devam ederse mantar tim viicuda yayilir ve
sonucta doku hasar1 meydana gelir. Bu sekilde sistemik enfeksiyon olusumu

ozellikle immun duskiun hastalarda hayati tehdit edicidir.
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Dendritik htcreler, kandida tlrlerine karsi T hiicre aracili immun
savunmanin baslatilmasinda buyltik 6neme sahiptir. C.albicans'in dendritik
hiicreler tarafindan taninmasi; dendritik hiicre ytlizeyindeki patern tanima
reseptorleri (PRR) ve fungal hiicre duvarindaki patojenle iliskili molektiler
paternler (PAMP) arasindaki etkilesimlerle gerceklesir. Fungal hicreler
dendritik hiicreler tarafindan tespit edildikten sonra fagosite edilir ve
antijenik peptitler asidik vezikiillerde islenir. Bu fungal peptid antijenleri
major doku uyumluluk kompleksinin simif II (MHC II) molekitlleri tizerinde
birlestirilir ve aktive edilmis dendritik hiticrenin ytzeyine tasimir. Mantar
antijenleri bellek T lenfositlere sunulur. Hem CD4+T lenfositler (yardimci T
lenfositler) hem de CDS8+T lenfositler (sitotoksik T lenfositler) antifungal
immunitede o6nemli rol oynar ve bunlarin aktivasyonu dendritik hiicre

poptilasyonlar tarafindan kontrol edilir (11).

Dolasima gecen maya hticreleri polimorf ntiveli 16kositler (PMNL) tarafindan
oldariliirler. Ozellikle C.albicans'm 6ldirilmesi icin miyeloperoksidaz ve
hidrojen peroksit kullaniirken diger kandidalar icin oksidatif olmayan
mekanizmalar kullanilir. Ek olarak IL-2, TNF-, IL-12 gibi sitokinler de

kandidalara karsi1 savunmada goérev alirlar (3).

C.albicans'm hiicre yulzeyinde bulunan molekiiller antikor olusumunu
saglamakla birlikte antikor araciligi ile bagisik yanitin hiticresel yanita

nisbetle bu enfeksiyonlarda fazla etkili olmadigi diistintilmektedir (11).
2.2. PATOGENEZ VE VIRULANS FAKTORLERIi

Virtalans faktoérleri mikroorganizmalar konak savunmasindan korumak icin
uretilen mikrobiyal trtnlerdir. Mantarlara ait virtilans faktoérleri
‘kolonizasyonu baslatanlar ve ilerletenler’ ile ‘konaga zarar verenler’ olmak
uzere iki grupta toplanabilirler. Kolonizasyonu baslatanlar konak ile mantar
hiicresi arasinda siki baglantilar kurarken, zarar verenler ise mantar

hiicresinin dokuda yayillmasim saglar ve doku hasarini arttirir.
2.2.1 Adezyon

Maya ile konagin ilk karsilasmasinda konak epitel ve endotel hticrelerine

adezyon ilk ve en oOnemli asamayr olusturmaktadir. Adezyon oOzelligi en
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yuksek kandida tira C.albicanstir. Maya htuicresinin konaga tutunmasinda
konagin hormonal ve imminolojik durumunun yaninda mantarin ytizey

ozellikleri de 6nemlidir.
2.2.2 Mantar hiicre yiizey hidrofobisitesi

Mantar hiticre yuzeyinde hidrokarbonlarin ve apolar yapidaki fenilalanin,
metionin gibi hidrofobik molektllerin bulunmasi1 konak hiicre yulzeyine
tutunmay1 destekler (12). Mantar hticre ylizey adezinleri: Konak hticrelerine

tutunmada gorev alan molektullerdir.

a) Aglutinin benzeri sekans proteinleri: C.albicans ailesi, huicre ytizeyi
glikoproteinlerini kodlayan 8 gen icerir (ALS1-7 ve ALS-9). Bunlardan
sentezlenen proteinlerin en 6nemli gorevleri konak dokusundaki laminin,
fibronektin, kollajen, epitel ve endotellere baglanmay1 saglayarak virtilansi

arttirmaktir (12, 13).

b) Hifal hiicre proteinleri: Maya-hif déontisiminde, insan yanak epiteline
baglanmada ve biyofilm olusumunda gorev alirlar. C.albicans’ta bulununan
bu proteine benzer bir protein C.dubliniensis’te de gortilmustiir ancak diger

kandidalarda Hwp proteininin olmadigi diistintilmektedir (10, 12).

c) Mannoprotein: Yiiksek galaktozlu ortamlardaki fibriller yapimin artisi ile
birlikte bu glikoprotein miktarinda da artis goézlenir. Bu protein insan agiz ve
vajen epitellerine tutunup ileri evrede oral ve vajinal kandidiyaza neden olabilir

(12).
2.2.3 Maya-hif doniisiimii

Maya hiticreleri uygun kosullar altinda (37°C sicaklik, 7.5-8 aras1 pH) hiicre
ici siklik adenozin monofosfat (cAMP), siklik guanozin monofosfat (cGMP) ve
bazi iyonlarin miktarinin artmasi sonucu hifal uzama meydana getirirler. Bu
olusum doku invazyonunu kolaylastirir ve fagositozu gticlestirir, bu nedenle

de 6nemli bir virtilans faktorudur (3, 14).
2.2.4 Fenotipik degisim

Ozellikle C.albicans kolonileri yuvarlak, bombeli ve beyaz renkli normal maya
morfolojisinden; yass1 ve opak forma déntsebilir. Mikroskobik olarak beyaz
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huicrelere ait koloniler yuvarlak goértinurken opak kolonilere ait hticreler
uzamis sekilde gorulur. Ayrica duz yuzeyli maya kolonileri yildizs: (kenarlar
cikintili) kolonilere doéntisebilir ve bu durum virilans artisi1 ile ilgili

olabilmektedir (3, 10).
2.2.5 Enzimler

Salgisal Aspartil Proteinaz: Karboksil ya da asit proteinaz olarak da
adlandirlabilir. Bu enzim lezyon bdélgelerindeki albtimin, hemoglobin, keratin,
kollajen, musin ve salgisal immunglobulin A (IgA) gibi bircok proteini

parcalayabilir ve fungal adheransa yol acabilir (15, 16).

Fosfolipazlar: Fosfolipaz enzimi membran fosfolipidlerini parcalayarak
dokuya invazyonda gorev alirlar. Fosfolipaz enzim aktivitesi etken
kandidalarda daha ytiksek iken, kolonizasyona neden olanlarda daha
duastuktur. C.albicans kékenlerinin ytliksek fosfolipaz aktivitesine sahip oldugu
bilinmektedir (3, 17, 18). C.albicans dis1 kandidalarda da fosfolipaz aktivitesi
gorulebilir (3).

Biyofilm: Biyofilm olusumu mikroorganizmanin ytizeye tutunmak suretiyle
baslattig: bir hayatta kalma mekanizmasidir. Biyofilmin zeminini mayalar, tist
kismini ise hif formlarn olusturur. Bunlar glikoprotein ve polisakkarit matriks
tarafindan cevrelenerek azalmis metabolik aktivite gosterirler. Biyofilm
icindeki mantarlarin virtilans 6zellikleri artar ve antifungal ilaclara duyarsiz
veya daha az duyarh hale gelirler. Kandida turleri protez ytizeylerde, kan ve
uriner Kkateterler tUizerinde biyofilm olusturabilirler. Dokularda glukoz
konsantrasyonunun ytikselmesi ile serum ve diger proteinlerin bulunmasi

biyofilm olusumunu destekler (10, 12).

Ozellikle immiin diiskiin hastalarda biyofilmden kopan planktonik hiicrelerin
hematojen yayilimi sonucu derin doku enfeksiyonlari, kandidemi veya
septisemi ortaya cikabilir. Dis plaklart da ashnda biyofilm yapida olup,

curuklerin ve oral kandidiyazin gelisiminden sorumludurlar (12).
2.3. KANDIDA ENFEKSIYONLARI

Tibbi acidan énemli fungal enfeksiyonlar iki grupta simmiflandirilabilir (11). lk
grup; deri, mukoza gibi ytizeylerin mikozlaridir. Toplumda oldukc¢a yaygin olan
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yuzeyel mikozlar hafif seyirli enfeksiyonlara yol acar ancak immun diskin
kisilerde enfeksiyon siddeti daha fazla olabilir. Ikinci ana grup ise steril viicut

boélgelerini iceren invazif mantar enfeksiyonlaridir (19).
2.3.1 Yiizeyel Kandida Enfeksiyonlar:

Oral kandidiyaz: Oral kandidiyaz insanda oral kavitenin en yaygin mikotik
enfeksiyonudur (20). C.albicans ve daha nadir olarak diger kandidalar
toplumun yaklasik %75’inin oral kavitesinde kolonize olurlar ve immun
sistemi saglam Kkisilerde genellikle iyi huylu olarak kalirlar (1). Immiin
sistemin baskilanmasi durumunda ise dudaklar, damak, dil, diseti ve yanak
mukozasi dahil agiz ici her yerde enfeksiyona yol acabilirler. Oral kandidiyaz
vakalarmin buytk cogunlugu yasami tehdit edici degildir ancak hematojen
yayillim sonucunda fulminan enfeksiyonlar meydana getirebilirler. Bu nedenle
risk altindaki tim hastalarda oral kandidal enfeksiyonlar etkili bir sekilde
tedavi edilmelidir (20). Oral kandidiyaz’da en sik etken C.albicanstir. Siklik
sirasina gore etken olabilecek diger kandidalar ise C.glabrata, C.parapsilosis,

C.tropicalis, C.krusei ve C.dublinensis’dir (3).

Kandida ozefajiti: Derin kandidiyaz grubunda degerlendirilebilecegi gibi
orofaringeal kandidiyaz ile birlikte ya da tek basina degerlendirilebilir. Siklikla
immun diskiun hastalarda gortlir. Etken kandidalarin gortilme sikligi oral

kandidiyazdaki gibidir (3).

Kandida vulvovajiniti ve balanit (Penil kandidiyaz): Kadinlarin % 75’
hayatlar1 boyunca en az bir defa kandida vulvovajiniti gecirirler. Etken olarak
en sik C.albicans gorular. C.glabrata ise ikinci sirada yer alir. Enfeksiyon
gelisimi icin hazirlayici1 faktoérlerden bazilann diyabet, gebelik ve genis
spektrumlu antibiyotik kullamimidir. Balanit de en sik diyabet ile iliskili

olarak ortaya cikar ve esler arasi gecis s6z konusu olabilir (3).

Primer kutanéz kandidiyazlar: Intertrigo; 1s1, nem, maserasyon, strtiinme
ve havasizlik ile indtiklenen veya siddetlenen deri kivrimlarn enfeksiyonudur.
Siklikla aksilla, perine, meme alti kinisikliklart ve abdominal katlantilan
etkiler. Obezite, diabetes mellitus, immun dusktnlik durumu hem hastaligin

ortaya cikisin1 hem de niikstint kolaylastirir (21).
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Onikomikoz ve paronisi: Onikomikoz; dermatofitler, dermatofit disi
mantarlar ve mayalarin etken oldugu tirnak enfeksiyonlar1 olup klinikte
karsilasilan en yaygin tirnak hastaligidir (22). Paronisi en sik el ve ayak bas
parmaginda gorulur (3). C.albicans ve C.parapsilosis en sik gorulen

etkenlerdendir (23).

Kronik mukokutanodz kandidiyaz: Endokrinopatiler, otoimmuin hastaliklar
ve hiicresel immun sistemdeki degisikliklere bagh olarak, genelde C.albicans
tarafindan olusturulan kalici ve tekrarlayan enfeksiyonlardir. Nadiren

dissemine veya invazif kandidiyaza ilerleyebilir (24).
2.3.2 invazif Kandida Enfeksiyonlar

Kandidemi ve invazif kandidiyazis: Kandida tiirleri sepsis etkenleri
arasinda ilk siralarda yer alr. Invaziv kandidiyazis veya kandidemisi olan
hastalarda 6liim oranlar1 oldukca ytiksektir (%40 - %60). Tedavinin gecikmesi
mortaliteyi daha da arttiracag: icin etkenin erken tamimlanmasi ve uygun
antifungal tedavinin en kisa siirede baslanmasi kritik éneme sahiptir. invazif
enfeksiyonlarda en sik gortilen kandida tuarleri; C.albicans, C.glabrata,
C.tropicalis, C.parapsilosis ve C.krusei'dir (25). C.albicans dis1 kandidalar bazi
merkezlerde tiim vakalarin % 50’sinden sorumlu olup dogal direncg (C. krusei)
ile veya azoller (C. glabrata) ve ekinokandinler (C.parapsilosis) icin azalmis
duyarhlik ile iliskilidirler. Invazif kandidemi ve kandidiyazis etyolojisinde
antifungal ajanlarin yaygin kullaniminin (6zellikle azoller) bliytik etkisi vardir

(4).

Gastrointestinal kandidiyaz: Saglikl bireylerde gastrointestinal sistem, oral
ve vajinal kavitede C.albicans kommensal olarak bulunur. Bu nedenle immiuin
sistemi baskilanmis hastalarin gastrointestinal kanalinda olusan yaralar

onemli bir giris kapisi olup kandidiyaz gelisiminde rol oynayabilir (26).

Pulmoner kandidiyaz: Sistemik kandidiyazla aym anda ortaya cikabilen
pulmoner kandidiyaz siklikla dissemine enfeksiyonlarin bir sonucudur ve
nadiren gortulmektedir. Tanis1 kapali veya acik biyopsi ile akciger
dokusundaki kandidal apsenin histopatolojik olarak goértilmesi ile konulur

(27).



Genel Bilgiler

Kandida endokarditi: Kandidalara bagl enfektif endokarditler tiim enfektif
endokarditlerin yaklasik %1-2’sini olusturur ancak mortalite oranlar1 %30-
80 arasinda seyrettigi icin bu oran oldukc¢a 6nemlidir. Son yillarda fungemi

gorilme sikligindaki artis da bu oranlarin degismesine yol acabilir (28).

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari: Kandidalar nadiren de olsa menenyjit,
beyin absesi ve ensefalit gibi tablolara yol acabilirler. Ozellikle antibiyotige
yanit vermeyen menenjitlerde ve norolojik bulgularla seyreden yaygin
kandidiyazhlarda kandida kaynaklh merkezi sinir sistemi enfeksiyonu akla
gelmelidir. Beyin abseleri buiytik boyutta ise fokal norolojik belirtiler verirken,

mikroabseler nérolojik bozukluklara yol agmayabilir (3).

Uriner sistem enfeksiyonlar1: Kandidalar asendan veya hematojen yol ile
uriner sisteme ulasarak sistit ve piyelonefrit yapabilirler. Semptomlar1 diger
patojenlerin neden oldugu tiriner enfeksiyonlardan cok farkh degildir. idrarda
maya benzeri organizmalar tesbit edildiginde verilecek en 6énemli karar; bu
durumun enfeksiyon mu, kolonizasyon mu yoksa kontaminasyon mu
oldugudur. Degerlendirmede ilk adim idrar tahlili ve idrar kultariina
tekrarlayarak maya uremesini dogrulamaktir. Kultirde koloni sayiminin

tamisal acidan yararh oldugu kamitlanamamistir (29).
2.4. KANDIiDA ENFEKSIYONLARINDA TANI YONTEMLERI

Kandida enfeksiyonlarinin tamisinda kan, beyin omurilik sivisi,
bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat, aspirasyon sivisi, doku biyopsileri, idrar,
yuzeyel lezyonlardan kazinti ve sturtintiler ile intravenoz kateter 6érnekleri gibi

klinik 6rnekler kullanilabilir (6).

Mantar enfeksiyonlarinin tanisi; direkt mikroskobik baki, floresan boyama,
mantar kulturt, radyolojik 6zellikler ve kultiir dis: tetkikler ile konulmaktadir
(29). Mikroskobik inceleme ve kiultiir gibi klasik yontemler esas tam
yontemleri olarak bilinirken diger yontemler tamiya yardimci olarak
kullamilmaktadir (6). Kultiir dis1 ydntemler; serolojik yontemlerle antijen veya
antikor tesbiti, metabolitlerin tayini, molekitiler metotlar ve Matriks Destekli
Lazer Desorpsiyon/iyonizasyonu - Ucus Zamam Kiitle Spektrometrisi

(MALDI-TOF MS) gibi diger yontemleri icermektedir (29).
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2.4.1 Klinik Ornekten Direkt Mikroskobik Baki

Tam icin 6rnekten yapilacak ilk islemdir. Mikroskobik yontemler %10’ luk
Potasyum Hidroksit (KOH) ile muamele edilmis veya kalkoflor beyazi, giemza,
periyodik asit shift (PAS) gibi boyama yoéntemleri ile boyanmis Orneklerin
incelenmesini icerir. KOH mantar hiicrelerine zarar vermeden doku artiklarin
temizleyerek klinik o6rnekteki mayalarin (tomurcuklanan maya htcresi ve
psodohiflerin) varliginin saptanmasini kolaylastirir. Psddohiflerin gortilmesi
kolonizasyona ve doku invazyonuna isaret edecegi icin 6nemlidir ancak bu
yontemin duyarliigi diistik oldugundan mantar hucrelerinin gortlmesi icin
enfeksiyonun ilerlemis doénemde olmasi ve mantar htcrelerinin fazla
miktarda bulunmasi gerekir. Ornekten direkt mikroskobik baki ile tiir tanim
mumkun degildir. Bu nedenle erken tani yontemi olarak kabul edilmez ancak

baz1 durumlarda enfeksiyonu tesbit edebilen tek yontem olabilir.
2.4.2 Kiltir

Mantar enfeksiyonlarimin tanisinda en duyarli ve altin standart yontemdir.
Mantarn tretebilmenin yaninda tanimlama ve gerekirse antifungal duyarhilik
testlerinin yapilmasimi mumkiin kilar (6). Mantarlar icin yaygin olarak
kullanilan kultiir besiyerleri kanh agar, sikloheksimid iceren veya icermeyen
sabouraud dekstroz agar (SDA), malt ekstrakte agar, misir unu agar ve beyin
kalp inflizyon agan icerir. Sikloheksimid, kloramfenikol ve gentamisin gibi
antibiyotik iceren besiyerleri polimikrobiyal enfeksiyon veya bakteriyel
floranin gorilebilecegi numuneler icin tercih edilir. Ornekler uygun besiyerine
ekildikten sonra 25°C ve 37°C’de inkiibe edilir. Ureme 24 saate kadar
baslamis olsa da kolonilerin gézle gértintir hale gelmesi genellikle 48-72 saati
bulmaktadir (29). Kandida turleri genelde duizgtiin ytizeyli, bazen yildizsi
sekilde cikintilarn olan, hafif kubbeli, kremsi beyaz renkli, 1-2 mm capinda,
tereyagi kivaminda, maya kokulu koloniler meydana getirirler. C.krusei ise

diiz, kuru bir koloni morfolojisi sergiler 2.1 (30, 31).

Kultiirde tireme sonrasi ilk yapilabilecek islem germ tup (¢imlenme borusu)
testidir. Bunun icin maya kolonileri serum icerisine alinarak ettvde yaklasik
2 saat bekletildikten sonra 40X buiytutmede incelenir. Blastokonidyumlar oval

ya da yuvarlak, tomurcuklanan hiicreler seklinde goérultirken (Sekil 2.1),
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Sekil 2.1: SDA besiyerinde Candida krusei (a) ve Candida albicans’n (b) ko-
loni gértintimii

germ tiip; maya hiticresinden c¢ikan, ana hticrenin 3-4 kati uzunlukta ve
hiicreden c¢ikis noktasinda bogumlanma olusturmayan bir yapidadir.
C.albicans ve C.dublinensis germ tup (¢cimlenme borusu) olustururken (Sekil

2.2), C.tropicalis germ tiip benzeri bir yapi olusturur ancak bu uzanti

hiicreden cikis noktasinda belirgin bogumlanma olusturmasi ile digerlerinden

ayrilir (Sekil 2.2) (6).

Sekil 2.2: Direkt mikroskobik baki ile kandidalarda blastokonidyum (a), germ
tap (b), yalanc hif (c ve d) géruntmu

Daha ileri tanimlama i¢in misir unu-tween 80 agar gibi besinden fakir
ortamlarda lam kultart yontemi ile kandida ttrlerinin morfolojik 6zellikleri
incelenir. Bu yo6ntemle mayalarin olusturduklar1 gercek ve yalanci hifler,
blastokonidyalar ve klamidosporlarin yapi1 ve yerlesimlerine gore tar

diizeyinde tanmimlama yapilabilir (6, 7).
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2.4.3 Kiiltiir D1s1 Tan1 Yontemleri

Geleneksel yontemlerin kisithliklar1 nedeniyle uzun zamandir invazif mantar
enfeksiyonlarin tamis1 icin hticre bilesenlerinin tamimlanmasina dayanan
kulture alternatif yontemler arastirnlmaktaydi. Son yillarda da bu anlamda

onemli gelismeler meydana gelmistir (29).
2.4.3.1 Serolojik Tan

Serumda antikor veya antijen tesbiti ile yapilir. Antikor tesbiti mantar
enfeksiyonlarinda prognoz ve tedavi takibi icin fayda saglar. Ancak yuksek
capraz reaksiyonlar nedeniyle duyarhlik ve ézgullikleri diisuktur. Saprofitik
yada kommensal bir mantarin varligina bagh olarak enfeksiyon olmasa dahi
antikorlar tesbit edilebilir. Bu ylizden antijen tesbiti daha iyi bir alternatiftir.
Invazif mantar enfeksiyonlarinin tamisinda kullanilabilecek ideal bir antijen;
gecici kolonizasyonla iliskili olmamali, enfeksiyon ile baglantili olmali ve diger

antijenlerle capraz reaksiyona girmemelidir.

Galaktomannan tayini: Invazif aspergilloz tamisinda spesifik kabul edilmekle
birlikte antifungal profilaksinin duyarlilig: azalttigi gosterilmistir. Diger mantar
tarleri ile capraz reaksiyonlar, S-laktam antibiyotiklerin veya immitin stipresif

ilaclarin kullanmimi sonucunda yanhs pozitiflikler gortilebilir.

1,3-5-D-glukan tayini: Bircok mantar turtintin hiicre duvar bileseni olan 1,3-
B-D-glukan invazif mantar enfeksiyonlar sirasinda kanda tespit edilebilir. Bu
test Kklinik, radyolojik ve mikrobiyolojik bulgularla birlikte kullamlabilir. Ancak
mukemmel duyarliliginin yaninda dustk 6zgualligii nedeniyle negatif ¢cikmasi

mantar enfeksiyonunu dislamaz.

Mannan: Kandida huicre duvarimin énemli bir bileseni olup guclu antikor
yaniti olusturur. Bu nedenle mannan antijeni ile antimannan antikorlarinin
birlikte tesbiti kandidemi tanisinda faydali olabilir. Bu testlerin tek basina
duyarliligi %50’den duistikken, birlikte kullanildiklarinda duyarhilik %891ara
kadar ytukselmektedir.

Enolaz: Tum kandida turleri tarafindan uretilmektedir ancak dusuk

duyarlhiliga sahiptir ve piyasada bulunmamaktadir.
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Salgilanabilir aspartil proteinaz: Salgilanabilir aspartil proteinaslarin hiticre
dis1 salinimi sonucunda aktif doku invazyonu indtiklenebilir ve bu enzimin
hiicre dis1 konsantrasyonunun artisi basit enfeksiyondan c¢ok invazif hastalik
ile iliskilidir. Monoklonal antikorlar kullamilarak Enzim Bagh Immiinosorbent
Deneyi (ELISA) ile tesbit edilebilmektedir. Ozgiilliik ve duyarhilik sirasiyla %96
ve %93’tir (29).

2.4.3.2 Metabolitlerin tayini

Hastalarin viicut sivilarinda mantara ait metabolik urtnlerin tesbitine
dayanir ve tamida kullanilabilir. Ornegin; D-Arabinitol tiretimi, serum ve/veya
idrarda gaz kromatografisi ile ya da enzimatik ve spektrofotometrik olarak
tespit edilebilir. D-Arabinitol gibi metabolitler C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis tarafindan uretilirken C. glabata, C. krusei ve C. neoformans

tarafindan uretilmez.
2.4.3.3 Niikleik asit tayini

Klinik o6rneklerde fungal nitkleik asitin tespit edilmesi icin kucuk
miktarlardaki deoksiribontikleik asit (DNA)in molekiiler yo6éntemlerle
cogaltilmas1 saglanabilir. Molekiiler tani daha c¢ok etkenin kesin olarak
belirlenmesi i¢in veya kapsaml arastirma gerektiren durumlarda ve referans
laboratuvarlar araciligi ile yapiirr Bu yontemin kultir ve serolojik
yontemlerden daha ytiksek duyarlihk ve o6zgulltige sahip olmasi, hizh
sonuclanmasi, ampirik antifungal kullanimini  azaltmas:  6nemli
avantajlarindandir. Ancak molekuler tam kolonizasyon ile aktif enfeksiyon
ayrimini yapamadigl icin yanhs pozitif sonuclara neden olabilir. Mantarlarin
tesbiti icin kullanilan en son tekniklerden bazilarina; floresan in situ
hibridizasyon (FISH), multipleks tandem PCR (MT-PCR), gercek zamanlh PCR
(gPCR), rastgele arttirilmis polimofik DNA (RAPD) ve ilmige dayali izotermal
amplifikasyon (LAMP) 6rnek olarak verilebilir.

2.4.3.4 MALDI-TOF MS:

MALDI-TOF MS tum duinyada klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilabilen nobel o6dulli bir cihazdir. Yapilan calismalar daha cok
bakteriler ile yapilmis olsa da klinik 6énemi olan mantarlarin hizli ve gtvenilir
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sekilde tanimlanmasi icin bu yéntemin kullanimina dair yaymnlar artmaktadir

ve cihazin gelisimi devam etmektedir (29).
2.5. KANDIDA ENFEKSIYONLARINDA KULLANILAN iLACLAR

Kandida tiiri mantarlarin tedavisinde kullanilan antifungal ila¢ grubunda;
azoller, ekinokandinler, poliyenler ve nukleozit analoglar1 gibi simirh sayida
kimyasal bilesen yer almaktadir (32). Antifungal ilaclarin bashca hedefi hiicre
duvar1 ve htucre membramdir. Mantar hiicre membraninda bulunan
ergosterol bircok antifungal maddenin secici toksisitesinin temelini olusturur

(33).
2.5.1 Azoller

Azoller (flukonazol (FLZ), itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol)
kandida enfeksiyonlarim tedavi etmek icin yaygin kullanilan bir ila¢ grubudur
ve notropenik olmayan hastalarda kandidemi tedavisinde birinci secenek
olarak onerilmektedirler. Genellikle fungistatiktirler ve 14-a-sterol-demetilaz
enzimini inhibe ederek mantar hiicresinde ergosterol biyosentezini engellerler.
Bu da mantar hiicresinin 6ltimiine neden olur (32, 34). Kandida turlerinin
azollere suirekli maruziyeti azol direncli kékenlerin ortaya c¢ikmasima neden
olur. Diren¢ gelisimi genellikle disa atim pompalarim1 olusturan direnc¢
genlerinin artan ifadesine bagl olmakla birlikte birden fazla mekanizmaya
bagh olabilir. Ozellikle FLZ direncli kandidalar diger azollere duyarh
kalabilirler. Ornegin; C.krusei flukonazole karsi dogal direncli iken

vorikonazole duyarhdir (35).
2.5.2 Ekinokandindler

Ekinokandin turevi ilaglar (kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin)
mantar hiicre duvarlarinin temel bileseni olan g-1,3-D-glukanin sentezini
inhibe eden lipopeptid yapidaki molekullerdir. 5-1,3-D-glukan insanlarda
bulunmadig icin bobrek ve karaciger tizerindeki terapotik etkileri dusuktur.
Ekinokandinlerin oral biyoyararlamimi diistik oldugu icin intravendéz olarak
uygulanirlar. Ekinokandinler C.glabrata ve C.krusei gibi azol direnci bulunan
mayalara ve biyofilmlere karsi oldukca etkilidirler ancak %2-3 gibi dusuk
oranlarda olsa dahi bunlara kars1 da direnc¢ goézlenebilir. S6z konusu direng;
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glukan sentaz kompleks enzimini kodlayan FKS genlerindeki mutasyonlara

baghdir (32, 36).
2.5.3 Poliyenler

Toprakta bulunan ve aerobik bir aktinomiset olan Streptomyces turtinden
izole edilen biyolojik aktif metabolitlerdir. Ytizden fazla poliyen tanimlanmis
olsa da amfoterisin B ve nistatin insanlarda mantar ve protozoal
enfeksiyonlarnn tedavi etmek icin en yaygmn kullamilan iki ajandir (36).
Poliyenler plazma membraninda ergosterole baglanip goézenek olusturarak
etki gosterirler (32). Plazma-membran gecirgenliginin iyonlara ve kuicuk
molekullere karst artmasindan kaynaklanan htucresel elektrokimyasal

gradyanlarin bozulmasi, sonuc¢ olarak hiicre lizisine ve 6ltimtine yol acar.
2.5.3.1 Amfoterisin B

Son 50 yilda diger antifungallere kiyasla daha genis spektrumlu etkiye sahip
oldugu icin kritik hastalarin tedavisinde en yaygin kullanilan antifungal
ajandir. Ancak nefrotoksisite ve ototoksisite gibi baz1 yan etkiler
kullanimlarimi smmirlandirmistir. Bu yan etkileri azaltmak icin cesitli lipozomal

formuilasyonlan gelistirilmistir.
2.5.3.2 Nistatin

Amfoterisin B’'nin aksine nistatin kullamimi sadece yuzeyel kandida
enfeksiyonlarinin topikal tedavisi ile simirlidir. Ctinki oral olarak verildiginde
etki gostermez ve intravenoz uygulandiginda da ciddi 6lctide toksiktir. Son
zamanlarda bunlar icin de toksisiteyi 6nemli o6lctide azaltan lipozomal

formuilasyonlar gelistirilmistir (36).
2.5.4 Niikleozit analoglar:

Flusitozin; pirimidin metabolizmasini1 ve DNA sentezini bloke ederek antifungal

etki gosterir (32).
2.6. FENOLIK BILESIKLER

Fenolik bilesikler (polifenoller) bitki ve meyvelerde en bol bulunan ikincil
metabolitler olup cesitli fizyolojik gorevlere sahiptirler. Bitkilerde birbirinden
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farkll renk, tat ve koku olusturmanin yam sira disaridan gelecek zararlara
kars1 korunmayi1 da saglarlar (37). Kimyasal yapilarn 1941 yilinda kagit
kromatografisinin gelistirilmesi ile anlasilmaya baslanmis olan fenolik
bilesiklerin tam olarak karakterizasyonlarn ise UV-gériintr spektrofotometre,
kutle spektrometresi (MS) ve nukleer manyetik rezonans (NMR)
kombinasyonu kullanilarak ac¢iga cikarilmistir (38). Yapilarinda en az bir
aromatik benzen halkasi ile buna bagh hidroksil (OH) grubu bulundurular.
Halka sayisina ve yan zincirlerine gore tanenler, ligninler, kumarinler,
tokoferoller, flavanoidler ve fenolik asitler gibi cesitli gruplara ayrilirlar
(39-41). Fenolik asitler ise hidroksibenzoik asitler (elajik asit gallik asit,
salisilik asit vb.) ve hidroksisinamik asitler (kafeik asit, ferulik asit,
p-kumarik asit vb.) olmak tizere iki gruba ayrilirlar (42). Dogada ester, amid
veya glikozit turevleri seklinde bulunurlar. Etkilerini genelde hidrofilik
ortamda gosterirler (40, 42). Glinimuzde fenolik asitlerin elde edilmesi ve
miktar tayini amaciyla daha cok cesitli ekstraksiyon yontemleri veya ytliksek
performansh likit kromatografisi (HPLC) kullamilmaktadir (43).

Bazi fenolik bilesikler (6rnegin: vanilin, 6jenol, vinilfenol) ucucu ve koku verici
yapida bulunurken, bazilar1 agizda tat reseptorleri ile etkileserek acimsi tat
hissine neden olurlar. Bazilar1 ise (6rnegin: tanenler) tukurik proteinleri veya
yanak epiteli ile etkileserek btiztilme hissi olustururlar. Renk verme 6zellikleri

bulunduklar ortam pH’ina bagh olarak degismektedir (44).

Gunliuk diyetimizin énemli bir kisminda yer alan fenolik bilesikler gidalarin
korunmasinda kimyasallara karsi dogal bir alternatif olmanin yanisira insan
saghgr lizerinde de koruyucu etkiye sahiptirler. Saghk tzerindeki etkileri
reaktif oksijen turevlerinin (ROS) azaltilmasi, gecis metali iyonlarimin
selatlanmas1 ve oksidatif strese neden olan enzimlerin inhibisyonu dahil
olmak Uuzere cesitli mekanizmalarin aracilik ettigi antioksidan aktivitelerine
atfedilir (44). Antioksidan, antialerjik, antikanserojen, antiinflamatuvar
ozelliklerinin yaninda antimikrobik ve antibiyofilm aktiviteleri de so6z

konusudur (39).

Fenolik bilesikler mikroorganizmalar tizerinde degisik duizeyde etki gosterirler.
Bu farkhilik aromatik halkaya bagh olan yan zincirlerin sayisina, konumuna

ve bilesigin bitkiden eldesi sirasinda kullanilan yéntem ve c¢ozilicliye bagh
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olabilir (40). Yan zincir uzunlugunun artmasi ile antimikrobiyal etki genellikle
artar (45). Bakterilerde ve mantarlarda membran gecirgenliginde artis, duvar
yapmminda bozulma, ¢esitli enzimlerde inhibisyon ve genetik yapilarda hasar
meydana getirerek oOldartcta etki gosterirler (40, 41, 45). Baz fenolik
bilesiklerin ise apopitoz oOzelligi ile antifungal etki gosterdigi ve diger
antifungallerle sinerjik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (6rnegin: kurkumin,
o6genol, baikalein vb.). Timol, karvakrol ve baikalein de disa atim pompalarim

bloke etmek yolu ile antifungal duyarliligi arttirabilirler (37).
2.6.1 Elajik asit

Bitki bazli antioksidanlarin insan sagligina oOnemi belirginlestikce bu
bilesiklerin zengin kaynaklar1 ve etkileri tizerine calismalar artmaktadir.
Fitokimyasallar olarak da bilinen polifenolik bilesiklerden dikkatleri en cok
ceken elajik asit (EA) olmustur. Elajik asit
(2,3,7,8-Tetrahydroxy[1]benzopyrano[5,4,3-cde][1]benzopyran-5,10-dione);

bitkilerde, sebze ve meyvelerde (ahududu, cilek, tiziim, nar, siyah kus tizimu,
mango, ceviz, badem ve yesil cay) bulunurlar 2.3. Insan saghgi tizerinde
antioksidan, antiapopitotik, antikanserojen, antimetastatik ve
antiinflamatuvar 6zelliklerinin yaninda noéroprotektif etkileri ile pek ¢ok fayda
sagladiklar1 bildirilmistir (46, 47). Bitkilerde askorbik asit (C vitamini)
varliginin EA’in fenolik yapisim1 korudugu ve antioksidan o6zelligine katki

sagladigr diistintilmektedir (48).

O
HO

\x}
| 0

OH
OH

Sekil 2.3: Elajik asitin (C14HgOs) kimyasal yapisi
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Yapilan arastirmalarda EA’in pankreas yildiz htuicrelerinde reaktif oksijen
tirevlerini (hidrojen peroksit, stiperoksit ve hidroksil anyonlari) inhibe ederek
kronik pankreatite karsi koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (49).
Antitimoral etki ise genellikle antioksidan, antiproliferatif ve apopitotik
ozelliklerine bagl olarak ortaya cikar. Ayrica timér huicre migrasyonu,
invazyonu ve anjiogenez inhibisyonu ile metastatik stireci engelleyebilir
(46, 50). Ek olarak EA uygulamasi sonucu tumoérin geleneksel tedaviye

(kemoterapi, radyoterapi) duyarliliginin arttig1 da dustintilmektedir (46).

Elajik asit alzheimer ve parkinson gibi hastaliklar icin de umut verici bir
bilesiktir. Ogrenme ve bellek tizerindeki olumlu etkileri ile alzheimer
hastaliginin, antioksidan etkisi ile de parkinson hastaligimin etkilerini

azaltabilecegi cesitli calismalarla ortaya konmustur (47).

Elajik asitin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi inhibitor etkili
oldugu distniilmektedir. Yapilan calismalarda elde edilen MIK degerleri
Listeria ve Clostridium cinsi bakteriler icin 5 ppm altinda, Bacillus cereusve
Bacillus subtilis icin 10 ppm altinda, Escherichia coli i¢in 20 ppm ve
Salmonella tirleri icin 10-20 ppm olarak saptanmistir (39). Oldukca direncli
bir bakteri olan Acinetobacter baumanii'yi 250 pg/ml’'de %67’ye kadar inhibe
ettigi ve ayrica Acinetobacter baumanii'ye karsi sentetik antibiyotiklerin
(novobiyosin, rifampisin, fusidik asit gibi) etkisini arttirdigi gortilmustur (51).
Toplumda yaygin sekilde gortilen ve gastrik karsinoma kadar ilerleyebilen
Helicobacter  pylori  enfeksiyonlarmma da  olduk¢a etkili oldugu
dustintlmektedir. Yapilan bir calismada EA muamelesi sonrasi1 Helicobacter
pylori hiicrelerinin basil seklinden kultiirlenemeyen kok haline dondugi ve
flagellar yapilarin bozulmasi ile hareket o6zelligini kaybettigi goralmustur.
Ayrica in vivo olarak da gastrik mukoza lezyonlarmmin EA etkisi altinda
neredeyse normale dondugi belirtilmistir (52). Gram pozitiflerden hastane
kaynakli enfeksiyonlarda gittikce daha sik karsilasilan Beta-laktam direnci
nedeniyle alternatif tedavi yollarmin arandigi metisilin direncli S.aureus
(MRSA) kokenlerinde yaklasik 125 pg/ml'de etkili bulunmustur (53).
Dolayisiyla elde edilen sonuclara bakilarak EA’in basta H.pylori olmak tlizere
gram negatif ve diger gram pozitif bakterilere kars1 hem 6nleyici hem de tedavi

edici 6zellige sahip oldugu diistintlebilir (52, 54, 55).
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Elajik asitin Hepatit B, Hepatit C ve Influenza viriis A gibi virtisler tizerinde
cesitli enzim ve proteinlerin inhibisyonu sonucu antiviral etki gosterebildigi
bildirilmekle birlikte virtisler tUizerindeki calismalar devam etmektedir
(50, 56, 57). Plasmodium falciparum gibi parazitlere de in vitro etkili
bulunmus ve antimalaryal ilaclarin (klorokin, meflokin, artemisinin ve
atovakin gibi. . .) etkisini arttirdigi bildirilmistir (40, 58). Mantar hiicresinde
ise squalen epoksidaz ve sterol 14-a-demetilaz (CYP51) gibi enzimlerin
inhibisyonu sonucu ergosterol sentezini ve duvar olusumunu bozarak
antifungal etki gosterir. Ozellikle dermatofitler tizerinde yiiksek antifungal
etkisi tespit edilen EA’in, topik uygulama ile kobayda olusturulan
Trichophyton rubrum enfeksiyon modelinde iyilesmeyi oOnemli Olctide
hizlandirdigi saptanmistir. Bu da EA’in dogal bir antifungal olarak da

kullanilabilecegini diistindiirmektedir (59).
2.6.2 Gallik asit

Polifenol bilesiklerden taninler arasinda yer alan gallik asit (GA) (3.4.5
trihydroxibenzeoik asit) kristal halde, kati, renksiz veya hafif sar1 bir
maddedir (Sekil 2.4). iyi bilinen dogal bir antioksidandir ve toksik etkisi
bulunmamaktadir (60). Su, alkol, eter ve gliserolde erir (61). Ozellikle cay ve
uzim gibi cesitli meyvelerde bol miktarda bulunur (62). Gidalarn
paketlenmesinde yenilebilir kaynaklardan elde edilmesi ve ytiiksek O2 tutucu

yapisi ile potansiyel bir koruyucudur (60).

Gallik asit antioksidan o6zelligi ile insan hticrelerinin oksidatif hasara karsi
korunmasina yardimci olur ve saghkli hiicrelere zarar vermeden, kanser
hiicrelerine karsi sitotoksisite gosterir. I¢ kanama durumlarinda damar
btizticti olarak kullanilir. Ayrica albtimintri ve diyabeti tedavi etmek icin de

kullamilabilir (37).

Yuksek yag diyetine tabi tutulan farelerde trigliserit ve LDL kolesterol
seviyesinde azalma, HDL kolesterol seviyesinde artis saglayarak
antihiperlipidemik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (63). Ayrica travmatik
beyin hasar1 sonrasi beyin lipid peroksidasyonu ve serebral proinflamatuvar
sitokinlerin azalmasina bagh olarak gerceklesen kalici 6grenme ve hafiza

bozukluklarina karsi noroprotektif etkiye sahiptir (64). Cesitli
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Sekil 2.4: Gallik asitin (C7HgO;5) kimyasal yapisi

kardiyovasktuler hastaliklara karsi olumlu etkilere sahip olup kalp hipertrofisi

ve kalp yetmezligi tedavisinde de umut verici bir adaydir (63).

Gallik asitin ayrica antimikrobiyal, antifungal ve anti inflamatuvar 6zellikleri
bulunmaktadir (61). Ozellikle yan zincirinde daha fazla C atomu iceren ester
turevleri daha ytiksek antifungal, antiviral, antioksidan etkiye sahiptir (42).
Antibakteriyel 06zelligini hiicre zarinda hidrofobisiteyi degistirmesi sonucu
sitoplazmik icerigin disariya bosalmasi yolu ile gosterir (40). S.epidermidis,
S.aureus ve K.pneumoniae'ye karsi1 etkili bulunmustur (65). Ayrica
antimikrobiyal bir madde olan trimetoprim sentezi icin de kullamilmaktadir
(66). Mantar hticrelerinde ise EA ile benzer sekilde enzim inhibisyonu
yaparak duvar olusumunu engeller ve mantar hiicresinin 6ltimtine yol acar

(64). Ayrica Influenza virus’a kars1 da antiviral etkisi gosterilmistir (56).
2.6.3 Kafeik asit

Kafeinden farkl bir bilesik olan kafeik asit (KA)
(3-(3,4-Dihydroxyphenyl)prop-2-enoic acid) bitkilerde yaygin bulunan fenolik
bir bilesiktir (67) 2.5. En fazla kahvede bulunur. Bunu disinda Kkekik,
adacayl, nane, anason, tarcin gibi bitkilerde; elma, kayisi, erik gibi
meyvelerde bulunmaktadir (68). Ortalama bir fincan kahvede 96 ile 1236 mg
arasinda degisen oranlarda KA bulunur ve insan viicudundaki emiliminin

yaklasik %95 ince bagirsaklarda gerceklesir (69). KA otoksidasyona duyarh

21



Genel Bilgiler

bir bilesiktir. Glutatyon, tiyol bilesikleri (sistein, tiyoglikolik asit veya
tiyokresol) veya askorbik asit KA tzerinde koruyucu bir etkiye sahiptir (70).
KA gucli antioksidan olmasi ile birlikte doku hasarmm azaltict (doku
koruyucu), immutinomodulatér, anti-inflamatuvar ve antimikrobik o6zelliklere
sahiptir (67). Anti-alzheimer, anti-diyabetik, hipokolesterolemik etkilerinin
bulundugu da gosterilmistir. Hipertansiyonda rol oynayan cesitli enzimlerin
aktivitesini azaltarak antihipertansif ve kardiyoprotektif etki gosterir (71).

Kollajen tiretimini arttirarak erken yaslanmay1 6nledigi de bildirilmistir (43).

0
HO

HO

Sekil 2.5: Kafeik asitin (Cy HgO4) kimyasal yapisi

KA baz1 bakterilere karsi etkisiz olmakla birlikte diustuk pH'da cesitli
mikroorganizmalara (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Candida albicans) kars: etkili
oldugu bildirilmistir (45, 67). Mantarlardaki oldurtici etki hiicre zari
hidrofobisite degisikligi sonucu hiticre iceriginin disariya sizmasi yolu ile
ortaya cikabilecegi gibi, cesitli enzimlerin (1,3-3-glukan sentaz, izositrat liyaz
gibi...) ve virulans faktorlerinin inhibisyonu yolu ile de goézlenebilir (61).

Ayrica baz antifungal ilaclarla sinerjik etki gésterebilir (67).

Cesitli calismalarda KA iceren organik bilesiklerin HSV, influenza A ve HIV’e
kars1 anti-viral o6zelliklere sahip oldugu bulunmustur. KA’in revers
transkriptaz enzimini inhibe ettigi, integraz enziminin ise zayif inhibitéra
oldugu bilinmektedir. Kafeik asit fenil esterleri ise integraz enzimini daha

guclu sekilde inhibe edebilirler (72, 73).
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Sekil 2.6: Kafeik asit- demir (III) selat yapisi

KA tek basma kararsiz yapiya sahiptir ancak cesitli bilesikler ile
baglandiginda daha kararh ve etkili bir yapiya déntistir. Bu baglanma metal
iyonlan ile gerceklesirse isleme selatlama adi verilir. KA’'in cesitli virtislere
kars1 antiviral etkisi, cesitli katyon (6r:Fe*t,Cu?t) veya anyonlarin
(MoO;?,WO;? ilavesiyle olusturulan KA selatlar1 2.6 varliginda 100 kata
kadar artmaktadir. KA selatlann virtis tizerindeki etkilerini replikasyonun
erken evresinde, viriistin hiicreye baglanmasi sirasinda gosterirler ve diistk
hiicre toksisitesine sahiptirler. Etki mekanizmalan tam olarak bilinmemekle
birlikte, HSV-1 ve HSV-2 gibi virtislerde viryon glikoproteinleri ile htcre
yuzeyindeki heparan stilfat proteoglikanlar arasindaki yapismay1 hedefledigi
duastintilmektedir. Zira farkli yapisma mekanizmasina sahip virtsler (Zika
Virus, Vezikiler Stomatitis Virtis, Rhinoviriis ve Reoviriis) KA selatlarindan

etkilenmemektedir (74).
2.7. GUMUS VE GUMUS BILESIKLERI

Insan hayatinda binlerce yillk gecmisi olan gamisin, distk
konsantrasyonlarda fazla toksik olmayan dogasi, gicli ve genis etki
spektrumu nedeniyle Hipokrat zamanindan beri tip alaninda ve o6zellikle
yaralarin tedavisinde kullanmildigi bilinmektedir. I.Dlinya savasi sirasinda
asker yaralarim iyilestirmek icin kullanilmis olan gtimts, antibiyotiklerin tip
alanina girmesiyle geri plana itilmis ise de mikroorganizmalarin

antibiyotiklere diren¢ kazanmasiyla yeniden énem kazanmistir (75, 76).

Gumus iceren bilesikler bakterileri, mantarlari, mayalar ve virtisleri iceren
mikroorganizmalar tizerinde biyosidal etkilere sahiptir. Antik caglarda icine
gumis para atilmis veya giimusten yapilmis malzemeler gidalarin ve suyun
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korunmasi icin kullanilmistir. Gimus metalinin antimikrobiyal etkisinin ilk
modern tanimi da, 1869 yilinda gumits kaplarda Aspergillus niger

yetistiremedigini gézlemleyen Raulin tarafindan yapilmistir (77).

Gumus insan icin fazla toksik olmadigi halde bakterilere, mantarlara,
viruslere ve nematodlara karsi genis bir etki spektrumuna sahiptir.
Mikroorganizmalarin duvar ve zarlarina, proteinlerine, cekirdek asitlerine
baglanarak yapilarinin tahrip olmasina, enzimlerinin bozulmasina, metabolik
faaliyetlerinin durmasina, DNA/RNA hasarma yol acarak 6ltimlerine neden
olur. Baz1 bakterilerde simirhi bir diren¢ hali bulunmakla birlikte gimiise
kars1 diren¢ gelisimi bildirilmemistir Bu durum gimius iyonlarimin
antibiyotikler gibi hticre duvarinin belli bir bodlgesiden degil de etrafim

sararak etki etmesinden kaynaklandigi bildirilmistir (75, 78).

Ozellikle yanik yaralarinda basta direncli mikroorganizmalar (Pseudomonas
aeruginosa, MRSA gibi) olmak tizere yogun kontaminasyonun varligi gamus
bilesiklerinin yaygin kullamimim gerekli kilmistir. Bu amacla 6nceleri giimuis
nitrat, 1968den sonra da GSD kullanilmistir. Gintimtizde nanoteknoloji ile
uretilen nanogumtus  icerikli malzemeler giderek yogun sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica giimus, elementer (metalik) ve kolloidal formlarda da
kullanilabilmektedir. Giimuistin iyonik, kolloidal ve nano halleri daha kuc¢tik
boyuta ve daha fazla ytizey alanina sahip olmalar1 nedeniyle daha fazla tercih
edilmektedir (79). Nanogiimuis diger formlara gore daha ytuksek ve uzun
sureli etkinlik gosterebilmektedir. Nanogtimtis partiktiilleri bandaj, yara
orttleri, gida ambalajlari, elbise, camasir ve kozmetikler gibi genis bir alanda

kullamilmaktadir (76).

Gumiis siv1 ortamda iyonize (Ag™) olarak etkinlik gosterir. Mikrop oldartict
etki serbestlesen iyon yogunluguna baghdir. Bu yogunluk tretim teknigi,
cozuinurliik derecesi, iyonlarin baglanabilecegi biyolojik baglarin (proteinler,
peptitler, halojen iyonlar ...) mevcudiyetiyle yakindan ilgilidir. Ornegin
gimus klortir suda zayif ¢oztindiglinden birka¢ saatlik uygulamada yara
yerinde ancak 103 ppm Ag* iyonlar salarken, 20 nm boyutunda daha kugtik

gamuis nanokristalleri 70-100 ppm Ag* iyonlar salabilmektedir (75).
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Gumus Streptococcus pneumonia, Corynebacterium diphtheria, Neisseria
gonorrhoeae, Klebsiella pneumonia, Haemophilus influenza, Bordetella
pertussis ve Mycobacterium tuirleri gibi bakteriyel patojenlerin ¢ogunu
oldurebilmektedir. Nano giimuisiin gram (-) ve gram (+) etkinliginin yaninda
metisilin direncli S.aureus (MRSA), Metisilin direncli S.epidermidis,
Vankomisin direncli enterokoklar, S-laktamaz treten K.peneumoniae, coklu
ila¢ direncli P.aeruginosa, ampisilin direng¢li E.coli O157:H7 ve eritromisin
direncli S.pyogenes gibi direncli kokenlere de etkili oldugu goralmustur.
Gumusun antifungal etkisinin, en guclii receteli antifungal ilaclardan biri
olan ve flukonazolden tustiin olan Amfoterisin B ‘ye yakin oldugu
bilinmektedir (49). Antimikrobiyal etkilere ek olarak giimuisuin antiplatelet
aktivitesi ve antioksidan etkisi bulunur. Yara iyilesmesi, kemik
rejenerasyonu, bagisiklik artis1 ve antibiyotik veriminde artis gibi etkileri de
mevcuttur. Ayrica gumus alkol toksisitesine, st solunum yolu

enfeksiyonlarina ve mide rahatsizliklarina karsi koruma saglar.

Gumus, dusuk konsantrasyonda kullanildiginda saghk acisindan yarar
saglayabilir ancak fazla kullanildiginda insan vicuduna zararh etkileri
olabilir. Bu nedenle, Ozellikle oral uygulama veya inhalasyon s6z konusu
oldugunda, uzun zaman araliklan ile fazla miktarda gimiistin kullanimi
yerine minimal miktarlarda ve kisa araliklarla gtiimuis kullanim tercih edilir.
Ayrica, gumus gibi agir metallerin potansiyel zararh etkilerinden korunmak
icin diyete uygun miktarlarda selenyum, E vitamini gibi anti-oksidanlar ve

N-asetil sistein gibi aminoasitler eklemek gerekir (79).

Gumus insan viicudunda birikmeyen ve fazla toksik olmayan bir maddedir.
Ancak mesleki olarak uzun sure giimiise maruz kalanlarda ciltte mavimsi gri
renk degisimi (argyria) ortaya cikabilmektedir (75). Bu etki daha ¢cok gumus
nitrat ile gérulmustir. Bu kadar genis spektrumlu bir etkinlik, neredeyse yok
denebilecek dilizeyde toksisite ve direnc¢ varligi, gimuiisti antimikrobiyal ajan

olarak ustun kilmaktadir (49).

Gumus nitratin %1 c¢ozeltisinin yenidogan bebeklerin goziine damlatilarak
g6z enfeksiyonundan (yenidogan oftalmisi) korunma yoéntemi 1881°'de Crede
tarafindan ortaya konmustur. Glnimiizde bu ama¢ ic¢in daha c¢ok

antibiyotikler kullamilmaktadir. Giimiis nitrat dokular tizerinde toksik etki
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gosterir ve yara iyilesmesini geciktirir. Nadir olarak methemoglobinemi

yapabilir (80).
2.7.1 Giimiis siilfadiazin

Gumus stlfadiazin; Fox tarafindan 1970 yilinda gimiis nitrat ve sodyum
sulfadiazin’in kombinasyonu ile elde edilmis, genis etki spektrumuna sahip
bir bilesiktir. Bu kombinasyon ile stlfadiazinin bir hidrojen atomu yerine
gimis atomu gecmistir ve boylece stilfonamidin antibakteriyel aktivitesi ile
gumusin inhibitér etkisi birlestirilmistir (81). Gumus sulfadiazin tim
diinyada yanik yaralarimmin tedavisinde en cok kullanilan topikal maddedir
(82). Bakterisidal ve bakteriyostatik 6zelliklere sahip olan GSD yara iyilesme
stirecinde epitelizasyonu ve grantilasyon dokusu olusumunu indukleyerek
yara iyilesme stirecini hizlandirir (83). Siklikla suda ¢éztinen %1°lik krem

seklinde kullanilmaktadir.

Gumus iyonlart1 mikroorganizmamin zarlarina, proteinlerine, DNA’sina
baglanarak etki ederken, stilfonamid ise mikroorganizma metabolizmasi ile
catisir. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, gram (-) enterik
bakteriler ve mantarlar gibi pek ¢cok mikroorganizmaya karsi oldukca etkilidir.
Antimikrobik etkinligini 24 saat kadar stirdtirebilmektedir. Yanik yaralarinda
giinde 1 veya 2 kez degistirilmesi gerekir. Tek basina veya diger antibakteriyel
maddelerle kombine sekilde kullanilabilmektedir. Genis yaniklardaki topikal
uygulamalarda toksik yogunluga c¢ikilmasi mtimkundur. Bu gibi durumlarda

gecici 16kopeni yapabilmektedir (81)

Gumus sulfadiazin bilesigi, serum ve diger NaCl iceren vicut sivilar ile yavas
ve stuirekli bir reaksiyon halindedir ki bu durum yara bdélgesinde gumus
iyonlarimin yavas ve surekli salimina yol acar. Bu kosullar altinda, nispeten
az miktarda stilfadiazin daha uzun stire etki gosterebilir (49). Stilfa ilaclarinin
gumisle her tirlti kombinasyonu in vitro olarak test edilmistir, ancak GSD’in
daha etkili oldugu goértalmustir. Bu etkinlik, GSD’in DNA'ya nispeten guclu
baglanmasi ile iligkili olabilir. Bu bag GSD’i gimiis nitrat veya diger gimus
tuzlarina goére ayricallkh kilar (84). Ayrica GSD, Gumuis nitrat ile

karsilastirildiginda minimum yan etkilere sahip bir bilesiktir (84). Bu nedenle
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de ozellikle yanik yaralarinda tim dunyada en fazla tercih edilen ve

kullanilan topikal antimikrobiyal olma 6zelligi tasimaktadir (85).
2.8. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Antifungal duyarhilik testleri: yeni gelistirilen antifungallerin belirli bir
mantara karsi direncini belirlemek, mevcut antifungaller icin de en uygun
tedavi secenegini tespit etmek amaciyla yapilan in vitro deneylerdir (86). Bu
testler kullanmilan mantarin inokultiim miktari, besiyeri icerigi ve pH’si,
inkiibasyon sicakhigi ve stiresi ile minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK)
degerinin saptanmasinda kullanilan kriterler de dahil olmak tizere bircok

teknik degiskenden etkilenmektedir (87).

1982 yilinda Klinik Laboratuvarlar Standartlar1t Enstittisti (CLSI) tarafindan
antifungal duyarlilik testi sonuclarimi degerlendirmek icin kurulan alt komite
3 yil boyunca laboratuvarlar arast uyumu ve tekrarlanabilirligi
degerlendirmis, sonucta laboratuvarlar arasi uyumsuzluklar goz ontne
alarak antifungal duyarlilik testleri icin belli standartlar olusturmanin gerekli
olduguna karar vermistir. Yillar sliren calismalar sonrasinda bu
standardizasyon saglanmis olup CLSI antifungal duyarhlik testi alt komitesi
tarafindan mayalarda makrodilisyon, mikrodilisyon (M27-A3) ile disk
diftizyon (M44-A2) ve kiiflerde makrodiltisyon, mikrodiltisyon (M38-A2) ve
disk diftizyon (M51-A) duyarhlik testleri icin kilavuzlar hazirlanmistir. Ayrica
Avrupa Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri Komitesi (EUCAST) antifungal
duyarlihk testi alt komitesi tarafindan mayalar ve kufler icin benzer

mikrodiltisyon yontemleri gelistirilmistir (87).
2.8.1 Makrodilusyon

Sivi makrodiltisyon yéntemi az sayida érnekle calisilan ktictik laboratuvarlar
icin uygun bir yéntemdir ve tiim antifungaller icin uygulanabilir. CLSI
tarafindan o©nerilen besiyeri L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz ve pH
indikatorti olarak fenol kirmizisi iceren RPMI 1640 sivi besiyeridir. Besiyeri
pH1 3-(N-Morpholino) Propanesulfonic Asit (MOPS) c¢ozeltisi ile oda
sicakligimda (25°C ) 7.0£0.1 olacak sekilde ayarlanirken son

konsantrasyonun 0,165 M olmasi saglanir. Makrodiltisyon testi icin yuvarlak
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tabanli, kapakl ve steril polistiren tupler kullanilir. 35°C’de yapilan 48 saatlik
inktibasyon sonrasinda ttiplerde olusan bulanmiklik ya da tireme gorsel olarak
degerlendirilir. Mayalarda Amfoterisin B i¢in herhangi bir tireme olusumunu
engelleyen en diisiik konsantrasyon minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK)
olarak kabul edilir. Azoller ve flusitozin icin ise mayalarda Uremeyi %50

oraninda azaltan en duistik ila¢ konsantrasyonu MIK olarak tanimlanir (88).
2.8.2 Mikrodilusyon

Siv1 mikrodiltisyon yo6ntemi CLSI tarafindan onerilen altin standart
yontemdir. Yapilan calismalarda makrodiltisyon ve mikrodiltisyon yontemleri
ile elde edilen MiK degerleri karsilastirilarak laboratuvarlar arasi uyumun sivi
mikrodilisyon yonteminde daha ytksek oldugu tespit edilmistir (86).
Mikrodiltisyon yontemi RPMI 1640 besiyeri (L-glutaminli, bikarbonatsiz ve
fenol kirmizi) kullanilarak gerceklestirilir. Besiyeri pH1 MOPS cozeltisi
kullanilarak 7.0+0.1 ‘e ayarlamir. Mikrodiltisyon testi icin kullamilacak
antifungal madde son konsantrasyonun iki kati1 yogunlukta hazirlanir ve 0,5
Mac Farland’a ayarlanmis maya c¢ozeltisi ile esit miktarda (100 pl) u tabanh
mikroplakaya aktariir. Mikroplakalar kandidalar icin 35°C ’'de 24-48 saat
stre ile inktibe edilir. Degerlendirme islemi gozle veya spektrofotometrik
olarak yapilir. Amfoterisin B i¢cin mayalarin treyemedigi ilk kuyucuga denk
gelen konsantrasyon MIK degerini belirler. Azollerde ise kismi inhibisyon
etkisi nedeniyle degerlendirmede zorluklar gérulmektedir ve bu ytizden % 50
iireme inhibisyonu olusturan konsantrasyon MIK olarak belirlenir (CLSI

M27-A3) (88, 89)

EUCAST a gore mikrodiltisyon yonteminde CLSI'dan farklh olarak daha yogun
inokiillim ve %2 dekstroz eklenmis RPMI besiyeri kullamilmakta olup, 24
saatlik inkiibasyonun ardindan MIK degerleri spektrofotometrik olarak
belirlenir. Bu yoéntemin laboratuvar ici tekrarlanabilirligi iyi olup, CLSI

mikrodiltisyon yéntemi ile %95 uyumlu bulunmustur (6).
2.8.3 Kolorimetrik mikrodiliisyon

Bu yoéntemde MIK degerlerinin daha kolay okunabilmesi amaci ile

kolorimetrik indikatérler veya floresan boyalar kullanilir. Kolorimetrik
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yontemlerle elde edilen MIK degerlerinin standart mikrodiliisyon ve
makrodiliisyon yontemleriyle elde edilen degerlerle oldukca uyumlu (%90)
oldugu goralmustiir. Alamar mavisini oksidasyon-rediiksiyon kolorimetrik
indikatérii (mantar Uremesi indikatér renginin maviden pembeye
dontismesini saglar) olarak kullanan ticari bir test olan Sensititre YeastOne
(TREK Diagnostic Systems) FLZ, itrakonazol ve flusitozin icin FDA onay1
almistir (88).

2.8.4 Disk difiizyon

Diltisyon testlerine gore daha kolay uygulanabilen ve daha dustk maliyetli
bir yoéntemdir. Disk diftizyon, duyarliligi arastirilan mikroorganizmanin
inoktile edildigi besiyerine kullanilan antibiyotigin diftize olmas1 temeline
dayanir. Bu amagcla; belli miktarda antibiyotik emdirilmis kagit disk test
edilecek olan mikroorganizmanin inoktile edildigi kati besiyerine yerlestirilir.
Bir stire sonra disk icerigindeki antibiyotik ¢6ztnup agara dogru diflize
olurken, mikroorganizma da besiyerinde cogalmaya baslar. Belirli bir
inktibasyon stiresi sonunda ilacin inhibitér konsantrasyonlarinin saglandigi
disk cevresinde treme goritilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar hassas ise
disk etrafindaki inhibisyon zon cap1 o kadar biiytik olur. Inhibisyon zon capi
mm olarak ol¢ulir ve standart duyarlilik tablolarina gore degerlendirilerek
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajana karsi duyarliligi belirlenir.
CLSI M44-A kilavuzuna gore disk diftizyon yénteminde kandida tiirleri i¢in
FLZ, vorikonazol ve posakonazol duyarliligi arastirlirken, %2 dekstroz ve 0,5
png/ml metilen mavisi eklenmis Mueller Hinton agarda 25 ng’hk FLZ, 5 ng'hk

posakonazol ve 1 ng’lhk vorikonazol diskleri kullanilir (90).
2.8.5 E test

Bu yéntem besiyerinde difiizyon yoluyla MiK degeri saptamaya yaramaktadir.
Bu amagcla test edilecek bakteri 0,5 McFarland yogunluga getirilip Mueller
Hinton agar yuzeyine steril bir ekiivyonla yayilir. Takiben agar ytizeyine, belli
bir antibiyotik gradienti iceren E-test seritleri yerlestirilir. Besiyeri 18-24 saat
stureyle 35°C’de inkube edilir ve serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin

serit tizerindeki 6lcekle kesistigi nokta MIK olarak belirlenir (89).
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BOLUM 3

YONTEM

3.1. CALISMANIN TASARIMI

Bu calismada Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 01.06.2016 - 08.05.2018 tarihleri
arasinda yatan hastalarin kan kulttirti 6rneklerinden izole edilmis 2 C.krusei,
4 C.glabrata, 8 C.tropicalis, 8 C.parapsilosis ve 8 C.albicans susu ve standart
sus olarak C.krusei ATCC 6258 kullamldi. Izole edilen suslar calisma
yapilana kadar -20°C’de saklandi. Aym1 hastadan ayni1 kandida ttirtintin ikinci

kez tiremesi durumunda ikinci ve sonraki tiremeler calismaya dahil edilmedi.
3.2. CALISMA

Bu calismada EA, GA, KA ve GSD’in in vitro antifungal etkisini belirlemek
amaciyla kan kultirinden izole edilen kandidalar kullanildi. Calismaya
aldigimiz kandida koékenleri MALDI-TOF MS (BioMerieux, Fransa) ile tur
tanmimlar1 dogrulandiktan sonra mikrodiltisyon ve disk diftizyon yéntemleri ile

EA, GA, KA ve GSD’'in MIK degerleri ve zon caplar élctilerek degerlendirildi.
Gerec ve Yontemler

MIiKRODILUSYON TESTi: Bu test mikrodiliisyon plakalarina 100 ul sivi
besiyeri ile sulandirilmis maddeler ve 100 pl uygun konsantrasyonda
hazirlanmis mikroorganizmanin eklenmesi ile uygulanir. Calismamizda
mikrodilisyon testi CLSI M27-A3 (2008) (88) kilavuzu Onerileri
dogrultusunda gerceklestirildi.

Kimyasal maddeler: Elajik asit, KA ve FLZ; Sigma Aldrich Co., Ltd.
(A.B.Dyden, GA; Merck Co., Ltd. (Almanya)den, GSD; Sisco Research
Laboratories Pvt. Ltd. (Hindistan)’den, RPMI 1640 besiyeri (Sigma Aldrich Co.,
Ltd., U.S.A.)’den, Dimetil stlfoksit (DMSO) ise AppliChem Co., Ltd.(A.B.D)’den
satin alind.
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Stok cozeltilerin hazirlanmasi: Stok cozeltiler FLZ, EA, GA, KA ve GSD
tozunun uretim parti numarasina ait etki guicti (potens) géz 6ntine alinarak
hazirlandi. Standart c¢ozelti hazirlamak icin gerekli olan sulandirict miktar
CLSI M27-A3’de bulunan asagidaki formul kullanilarak hesaplandi ve toz
halde tartilmis olan etken madde hesaplanan miktarda DMSO (%100) icinde
cozuldu. Stok cozeltilerin konsantrasyonu 32.000 pg/ml olacak sekilde
hesaplandi ve kullanim anima kadar -80°C’de muhafaza edildi. Kullanim

oncesi -80°C ’den cikarilarak oda 1sisina gelene kadar bekletildi.

(Kutle(g)xPotens(mg/g))
Konsantrasyon(mg/L)

Hacim(L) =

In vitro antifungal etkinligine bakilan maddeler ile ilgili bilgiler ve stok cozelti
icin kullanilan miktarlar tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Flukonazol, Elajik asit, Gallik asit, Kafeik asit ve Gumis stilfadi-
azinin 6zellikleri

Etken Madde Toz (mg) Potens Coziicii (ml) Firma Katalog no
Flukonazol 50 98% DMSO (1,563) Sigma Aldrich F8929
Elajik Asit 250 95% DMSO (7,42) Sigma Aldrich E2250
Gallik Asit 250 98% DMSO (7,65) Merck 8.42649.0025
Kafeik Asit 250 98% DMSO (7,65) Sigma Aldrich C0625

Giimiis Siilfadiazin 250 98% DMSO (7,65) Sisco 60112

Kokenler: Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesinde yatan hastalarin kan
kultiriinden izole edilen ve MALDI-TOF MS (bioMerieux, Fransa) ile
tanimlamas1 yapilmis 8 C.albicans, 6 C.glabrata, 6 C.tropicalis, 8
C.parapsilosis ve 2 C.krusei olmak tizere toplam 30 kéken calisildi. Ek olarak

1 C.krusei ATCC 6258 kokeni de calismaya alind.

RPMI Besiyeri hazirlama: In vitro duyarhlik testi CLSI o6nerileri
dogrultusunda 10,4 gr L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz, renk indikatori
olarak fenol kirmizisi iceren toz RPMI 1640 besiyeri 900 ml distile suda
cozuliip 34,53 gram MOPS eklendikten sonra NaOH ile pH 7’ye tamponlandi
ve steril distile su ile 1 L’'ye tamamlandi. Sterilize etmek amaci ile 0,22 pm’lik
filtreden gecirildi. Besiyeri kullanima kadar +40°C’de saklandi. Kullanim

oncesi oda 1s1sina gelmesi beklendi.

inokiiliim hazirlama: -20°C’de muhafaza edilen kandida koékenleri SDA
besiyerine ekildikten sonra 35-37°C’de 24 saat inktibe edildi. Olusan kandida
kolonileri tanimlandiktan sonra her izolat ayn tupte, steril %0,85 serum

31



Gerec & Yontemler

fizyolojik ile kanstirllarak 15 saniye vortekslendi ve Mac Farlandlan
spektrofotometre kullanilarak 530 nm’de 0,5¢ (1X106-5X106 cfu/ml)
ayarlandi. Bu asamada hedeflenen konsantrasyonu elde etmek icin her tup
RPMI 1640 besiyeri ile 6nce 1:50 sonra 1:20 oranminda sulandirild1 ve sonucta

kandida konsantrasyonlarinin 12103 — 52103 cfu/ml olmasi saglandi.

Mikrodiliisyon Testi: Mikrodilisyon testi 96 kuyucuklu u tabanh
mikroplakalarda 100 upl sivi besiyeri ile sulandirilmis maddeler ve 100 ul
uygun konsantrasyonda hazirlanmis mikroorganizmanin eklenmesi ile
gerceklestirildi. [lIk asamada mikroplakalardaki 1-10 arasi1 numaralandirilmis
kuyucuklara 50 pl, tireme kontrol kuyucuguna (11 nolu kuyucuk) 100 pl,
sterilite kontrol kuyucuguna (12 nolu kuyucuk) ise 200 pul RPMI 1640

besiyeri konuldu.

Ikinci asamada antifungal etkisine bakilacak maddeler mikroplakadaki
kuyucuklara (1-10) konmak tizere uygun konsantrasyonlarda hazirlandi. Her
madde icin 10 adet 50 mllik steril falcon ttpu kullanildi ve 1-10 arasi
numaralandirilmis tiiplere RPMI 1640 besiyerinden sirasiyla 19 ml, 5 ml, 15
ml, 5ml, 7,5 ml, 17,5 ml, 5ml, 7,5 ml, 17,5 ml ve 5 ml konuldu. Ardindan 1
numarall tipe konsantrasyonu 32.000 g/mlye ayarlanmis olan stok
cozeltiden 1 ml eklenerek 20 kat seyrelmesi saglandi. Daha sonra sirasiyla 1
numaral tipteki cozeltiden 2 ve 3 numaral tuplere 5er ml; 3 numaral
tupteki yeni cozeltiden 4, 5 ve 6 numaral tiiplere 5 ml, 2,5 ml ve 2,5 ml ; Al
numaral tipteki yeni ¢ozeltiden 7, 8 ve 9 numaral tuplere 5 ml, 2,5 ml ve

2,5 ml; 9 numaral tipten ise 10 numaral tiipe 5 ml eklendi (3.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SLC;ELTi Ll
s —»5m ~—» 5ml —» 5ml —»25ml —»25ml —» 5ml —»25mll —»25ml —» 5ml
RPMI
640 19 ml 5 ml 15ml 5ml 7,5 ml 17,5 ml 5ml 7,5 ml 17,5 ml 5ml

Sekil 3.1: Mikroplakalardaki 1-10 numarali kuyucuklar icin gerekli konsant-
rasyonlarin hazirlanmasi

Bu sekilde antifungal etkisi test edilecek maddeler mikroplakalardaki her bir
kuyucuk (1-10 arasy) icin gereken son konsantrasyonun (400 - 0,78 g/ml) 4
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katina (1.600 - 3,125 g/ml) ayarlandi ve coklu kanalli mikropipet ile icinde 50
pl RPMI besiyeri bulunan uygun kuyucuklara 50’ser pl dagitildi. Son
asamada ise taze hazirlanmis 0,5 MacFarland’lik kandida cozeltileri sterilite
kontrol kuyucugu hari¢ her bir kuyucuga 100 ul eklenerek mikroplakalar
inktibasyona hazir hale getirildi. Bu asamada mayalarin son konsantrasyonu
0,52z10% — 2,5210° cfu/ml; kuyucuklardaki (1-10) FLZ, EA, GA, KA ve GSD'in
konsantrasyon aralig: ise 400-0,78 g/ml oldu.

Ureme ve sterilite kontrolii biitiin kékenler icin yapildi. Antifungal etkisi test

edilen maddeler her kéken icin ikiser kez calisildi.

Ureme Kosullar1: Mikroplakalar 37 °C’de 24 ve 48 saat inkiibe edildikten
sonra gorsel olarak okundu. Elde edilen MiK degerlerinin 24 ve 48. saatlerde
degisiklik gostermemis olmasi nedeniyle degerlendirmede sadece 24 saatlik
inktibasyon sonugclar1 géz éniinde bulunduruldu. Flukonazol, EA, GA, KA ve
GSD icin MIK olarak %50 tiireme inhibisyonu olan kuyucuk secilirken,
uremenin %100 inhibe oldugu kuyucuklar da kaydedildi. 8 C.albicans, 6
C.glabrata, 6 C.tropicalis, 8 C.parapsilosis ve 2 C.krusei ve 1 C.krusei ATCC
6258 kokenleri icin EA, GA, KA ve GSD'in antifungal etkinligi MIK-50

degerlerine gore degerlendirildi ve flukonazoltin etkinligi ile karsilastirildi.

DiSK DIFUZYON TESTI: Disk difiizyon testi CLSI M44-A (2004) (90) kilavuzu
rehberliginde yapildi.

Besiyeri Hazirlama: Toz Mueller Hinton Besiyeri ureticinin o6nerileri
dogrultusunda 1 L icin 34 mg olacak sekilde tartildi. Toz besiyeri 900 ml
distile suda ¢ozildiikten sonra tizerine 20 gr glikoz eklendi. Daha sonra bu
cozeltiye 20 ml suda ¢oéztinmiis 0,1 gr metilen mavisinden 100 ul eklendi ve
toplam hacim 1 L'ye tamamlandi. Hazilanan besiyeri 121°Cde 15 dk
otoklavlanarak steril hale getirildi ve petri kutularma 15er ml doékulup
sogutulduktan sonra +40°C’de muhafaza edildi. Kullanim 6ncesi besiyerinin

oda 1s1s1na gelmesi beklendi.

Inokiillum hazirlama: Kandida hiticre cozeltileri CLSI M 44-A (2004) (90)
onerileri dogrultusunda hazirlandi. SDA’da turetilen maya kolonileri 5 ml
steril %0,85 serum fizyolojik ile stispanse edildi ve 15 dk vortekslendi.

Spektrofotometre ile MacFarlandlart 0,5e ayarlandi. Disk hazirlama:
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Otoklavda sterilize edilmis 6 mm c¢apindaki disklere 32.000 pg/ml
hazirlanmis stok c¢oézeltilerden 15’er pl emdirildi ve bu sekilde disklerdeki FLZ,
EA, GA, KA ve GSD miktariin 480 g olmasi saglandi. Diskler 37°C’de 24 saat
bekletilerek kurutuldu.

Disk difiizyon: Steril pamuk ¢cubuk yardimiyla 0,5 Mac Farland’a ayarlanmis
maya c¢ozeltisinden %2 glikozlu Mueller Hinton besiyerinin butin ytlizeyine
ekim yapildi. Hazirlanmis olan diskler 15 dk icinde steril pens yardim ile
besiyeri ylizeyine yerlestirildi ve 35-37°C arasinda 24 saat inktibe edildi. Zon
caplan olculerek kaydedildi. Elajik asit, GA, KA ve GSD icin elde edilen zon
caplarn tablo 4.3’de verildi.

3.3.ISTATISTIK YONTEMLER

Standart buyyon mikrodilisyon ve disk diftizyon arasmndaki iliski SPSS
(Version 22.0 Amork,NY IBM Corp.) Pearson Korelasyon analizi ile
degerlendirildi ve p degeri 0.05’ten ktuictuk ise anlamh kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

2015 Ocak - 2018 Haziran aylan arasinda Goéztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesinde yatan hastalardan elde edilmis kan kultiirilerinden izole

edilmis 30 kandida kokeni ve 1 standart kéken calismaya alindi.
4.1. Mikrodiliisyon testi sonuclar1

Calismaya alinan 30 koken ve 1 standart koken icin flukonazol, elajik asit,
gallik asit, kafeik asit ve gtimiis stilfadiazin ile yapilan mikrodiliisyon testi
sonucunda C.albicans, C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis ve C.parapsilosis icin
%50 ve % 100 ureme inhibisyonu saglayan konsantrasyon degerleri tablo
4.1’de verildi. Antifungal etkinliklerin degerlendirilmesi icin MIK-50 degerleri
kullamldi.

4.2. Ortalama MiK degerleri

Test ettigimiz kandida kokenleri icin flukonazol, elajik asit, gallik asit, kafeik
asit ve gimis silfadiazin icin elde edilen MIK arahigi ve ortalama MIK
degerleri tablo 4.2’de verildi. Kafeik asit calistigimiz konsantrasyon araliginda
C.albicans, C.tropicalis ve C.parapsilosis kokenlerine etkili gortilmedigi icin

bunlarin ortalama MIK degerleri hesaplanamadi.
4.3. Disk difiizyon testi sonuclar1

Elajik asit, gallik asit, kafeik asit ve gumiis stilfadiazin icin disk diftizyon testi
sonuclar1 tablo 4.3’te verildi. Degerlendirmede belirgin zon capi icindeki
kicuk tremeler dikkate alinmadi. Flukonazol C.krusei kékenleri icin 25 mm
zon ¢api olustururken diger kandida kokenlerinde >25 mm zon ¢apr meydana
getirdi. Mikrodiliisyon testi ile biitiin kandidalara kars1 diisiik MIK degerleri
elde ettigimiz gimus stlfadiazin disk difiizyon testinde ortalama 17.87 mm

(0-25 mm) zon cap1 olusturdu. Test ettigimiz fenolik asitlerden mikrodiltisyon
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Tablo 4.2: Elajik asit, gallik asit, kafeik asit ve giimus stilfadiazinin MIK ara-
Iig1 (ug/ml) ve ortalama MIK degerleri (ug/ml)

Etken Madde Koken Say1 MiK Araligi Ortalama MIK
Flukonazol C.krusei 3 25 25
C.glabrata 4 1,56-3,125 1,95
C.tropicalis 8 1,56 1,56
C.parapsilosis 8 0,78 0,78
C.albicans 8 0,78 0,78
Elajik Asit C.krusei 3 0,78 0,78
C.glabrata 4 0,78 0,78
C.tropicalis 8 0,78-50 25,19
C.parapsilosis 8 3,125 3,125
C.albicans 8 1,56-50 22,26
Gallik asit C.krusei 3 6,25-25 18,75
C.glabrata 4 3,125-12,5 6,25
C.tropicalis 8 12,5-200 90,62
C.parapsilosis 8 50-200 131,25
C.albicans 8 50-200 168,75
Kafeik asit C.krusei 3 200-400 333,33
C.glabrata 4 6,25-25 15,62
C.tropicalis 8 25->400 -
C.parapsilosis 8 400->400 -
C.albicans 8 100->400 -
Giimiis siilfadiazin C.krusei 3 1,56 1,56
C.glabrata 4 1,56 1,56
C.tropicalis 8 0,78-1,56 0,975
C.parapsilosis 8 0,78-1,56 1,26
C.albicans 8 0,78 0,78

testi ile en etkili buldugumuz elajik asit ortalama 7.29 mm (0-11 mm) zon
cap1 olustururken, gallik asit ortalama 2.96 mm (0-8 mm) zon c¢api olusturdu.
Kafeik asit ise hicbir kandida kdokenine karsi zon olusturamadi. Altin standart
yontem olan mikrodiltisyon ile disk diftizyon testi arasinda elajik asit, gallik
asit, kafeik asit ve giimus sulfadiazin icin anlamh bir korelasyon bulunmadi

(p>0.05).
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Tablo 4.3: Elajik asit, gallik asit, kafeik asit ve gimus stilfadiazinin disk di-
flizyon testi sonucu 6l¢tlilen zon ¢aplar: (mm)

Giimiis siilfadiazin Elajik asit Gallik asit Kafeik asit

C.krusei ATCC 6258 25 9 8 0
C.krusei 20 9 8 0
C.krusei 20 8 7 0
C.glabrata 22 10 0 0
C.glabrata 22 10 0 0
C.glabrata 25 10 o 0
C.glabrata 22 10 8 0
C.tropicalis 25 11 0 0
C.tropicalis 7 9 0 0
C.tropicalis 15 10 8 0
C.tropicalis 15 7 0 0
C.tropicalis 20 8 7 0
C.tropicalis 22 7 7 0
C.tropicalis 18 8 0 0
C.tropicalis 10 8 0 0
C.parapsilosis 20 8 0 0
C.parapsilosis 25 9 8 0]
C.parapsilosis 20 10 8 0
C.parapsilosis 25 10 8 0
C.parapsilosis 22 9 8 0
C.parapsilosis 20 10 0 0
C.parapsilosis 9 9 0] 0
C.parapsilosis 0 7 0 0
C.albicans 22 0 0 0
C.albicans 24 10 7 0
C.albicans 15 0 0 0
C.albicans 15 0 0 0
C.albicans 12 0 0 0
C.albicans 18 10 0 0
C.albicans 7 0 0 0
C.albicans 12 0 0 0
Ortalama zon c¢api 17,87 7,29 2,96 0
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

Kandida ttirleri 6zellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda yiuksek mortalite
oranlarina sahip firsat¢i enfeksiyonlara neden olan 6énemli bir mantar grubu
olup gorulme sikligi giderek artmaktadir. Bu enfeksiyonlara karsi hala
kullanilabilen smirh sayidaki antifungal ilacin istenmeyen yan etkileri ve
toksisiteleri yaninda artan diren¢ sorunlar1 tedavide bulylik zorluklar
olusturmaktadir. Etkenlerin biyofilm olusturma o6zelligi de so6zkonusu
ilaclarin etkinligini buiytik 6lctide engellemektedir. Buttiin bunlar etkin ve
guvenilir yeni tedavi alternatiflerine ihtiyac1 artirmaktadir. Bu alandaki
arastirmalar dogal bitkisel ekstreler tizerinde yogunlasmaya baslamistir. Bu
ekstrelerde bulunan pek c¢ok fenolik bilesigin diger mikroorganizmalarin yani
sira kandida ttirlerine kars1 da etkin oldugu bir ¢ok calismada gosterilmistir.
Ancak bunlarn etkinligi elde edildikleri kaynaga, icerdikleri bilesigin cinsine,
miktarina, saflik derecesine ve beraberinde bulunan diger maddelerin
etkisine gore degisebilmektedir. Ayrica kullamilan yoéntemler ve etkinlik
degerlendirme  kriterlerindeki  farkliliklar da  sonuclarin  birbiriyle

karsilastirilmasini bir hayli zorlastirmaktadir (37, 91).

Fenolik asitler en 6nemli dogal antioksidan maddelerden biridir. Bunlarin
insan saghgi tizeride cok cesitli (antienflamatuvar, antialerjik, antidiyabetik,
antitimor, bagisikligi guclendirici gibi...) etkileri yaninda genis bir
antimikrobik aktiviteleri bulunmaktadir (48). Etki mekanizmalar1 tam olarak
ortaya konulmamis ise de genel olarak mikroorganizmalarin hiicre duvar ve
zarlarim1 bozduklari, enzimlerini, toksinlerini etkisizlestirdikleri, ayrica
biyofilm olusumunu engelledikleri gosterilmistir (37, 44, 59, 61). Bunlarin
yam sira bagisiklik sistemini gulclendirerek ve diger kemoterapotiklerle
sinerjik etki olusturarak da enfeksiyonlara karsi miicadelede o6nemli rol
oynarlar (37).
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Diger yandan cok eski zamanlardan beri yara ve enfeksiyon tedavisinde
kullanmilmakta olan guimus bilesikleri giintimtizde de 6énemini korumaktadir.
Bunlar arasinda ozellikle GSD ytliksek etki guicti ve dikkate deger bir yan
etkisinin olmamas1 nedeniyle yanik yaralarinin tedavisinde genis capta
kullanilmaktadir. Gimus sulfadiazinin bakteri, viris ve mantarlara karsi
genis bir etki spektrumu bulunmaktadir. Kandidalar tizerinde membran
degisikligi yaptigi, boru tesekkuliinii engelledigi ve DNA replikasyonunu
durdurdugu gosterilmistir (92).

Mevcut calismamizda fenolik bilesiklerden EA, GA, KA ve GSD; FLZ ile
karsilastirmali sekilde kandida tiirlerine karsi denenmistir. Bu amagla
hastanemizde yatmakta olan hastlarin kan kultiirlerinden izole edilmis 30
farklh kandida kokeni ve 1 adet C.krusei ATCC 6258 kokeni sivi

mikrodiltisyon ve disk diftizyon yéntemiyle incelemeye alinmistir.

Inceledigimiz fenolik bilesikler arasinda en yiiksek antifungal etkiyi EA
gostermistir. Etkinlik sirasina gére ortalama MIK degerleri C.krusei ve
C.glabrata icin 0,78 pg/ml, C.parapsilosis i¢in 3,125 pg/ml, C.albicans icin
22.26 (1,56-50) pg/ml ve C.tropicalis icin 25.19 (0,78-50) pg/ml
bulunmustur. Bu sonuclar EA’'in FLZ direncli C.krusei icin de etkin bir

alternatif olabilecegini gostermektedir.

Elajik asit ile yapilmis baska calismalarda C.albicans i¢in 7,81-125 pg/ml
(93) ve 25 pg/ml (59) gibi bizimkine yakin sonuclar bildirildigi gibi 1000
ng/ml (94) gibi cok daha yuksek MIK degerleri de bulunmaktadir.
C.parapsilosis icin bizim MIK degerimiz 3,125 pg/ml iken, Teodore ve ark.
calismasinda bu deger 1 mg/ml (1000 pg/ml) olarak bildirilmistir (94).
C.tropicalis ve C.glabrata icin de s6z konusu calismalarda bizimkinden
yiiksek MIK degerleri tespit edilmistir. Zhi Jian Li ve ark. EA MIK degerini
C.tropicalis icin 75 pg/ml, C.glabrata icin >100 pg/ml olarak bildirmistir (59).
Teodore ve ark. ise C.tropicalis i¢cin 1 mg/ml (1000 pg/ml), C.krusei i¢cinl125
pg/ml, C.glabrata icin 4 png/ml MIK degeri vermislerdir (94). Barros ve ark. da
diger kandida turlerine gore C.glabratay1 EA’e daha duyarh bulmuslardir (95).

C.glabrata ile ilgili bu sonuclar bizim bulgularimiz ile értiismektedir.
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Inceledigimiz fenolik bilesikler arasinda EA’den sonra ikinci sirada antifungal
etkinlik gosteren; GA olmustur. Etkinlik sirasma gére GA ortalama MIK
degerleri C.glabrata icin 6,25 (3,125-12,5) pg/ml, C.krusei i¢in 18,75
(6,25-27) pg/ml, C.tropicalis i¢in 90,62 (12,5-200) png/ml, C.parapsilosis icin
131,25 (50-200) pg/ml ve C.albicans icin 168,25 (50-200) png/ml olarak tespit
edilmistir. Gallik asit ile yapilmis diger calismalarda C.albicans i¢in
1,78-10.000 ug/ml arasmnda degisen genis bir MIK araligi verilmektedir
(61, 93, 94, 96-99). C.parapsilosis icin 16 png/ml (99), 100 pg/ml (98), <156
ug/ml (100), 8.000 pg/ml (93), 10.000 pg/ml (94); C.glabrata icin 8 pg/ml
(94), 100 pg/ml (61); C.krusei icin 100 pg/ml (98), 8.000 ng/ml (94) MIK

degerleri bildirilmistir.

Degerlendirdigimiz bilesikler arasinda en duistik etkiyi KA gostermistir. Kafeik
asit ortalama MIK degerlerimiz C.glabrata icin 15,62 (6,25-25) ng/ml,
C.krusei icin ise 333,33 (200-400) pg/ml olarak bulunmustur ancak
C.albicans, C.parapsilosis ve C.tropicalis icin hesaplanamamistir. Diger
calismalarda C.albicans icin 8 ug/ml (99), 128 pug/ml (101) ve 1.000 pg/ml
(102) MIK degerleri bildirilmistir. Ozcelik ve ark. C.parapsilosis icin de bizim
sonucumuzdan oldukca oldukca diisiik KA MIK degeri (8 pg/ml) elde
etmislerdir (99).

Fenolik asitlerle ilgili yapilmis calismalar arasinda buyuk farkliliklarin olmasi
diger faktdrler yaninda yontem ve degerlendirme standardizasyonunun tam
olarak olusmamasiyla ilgilidir. Cogu calismada sivi mikrodiltisyon testi
kullanilmakla birlikte baz1 calismalarda agar dilisyon testi uygulanmistir
(Rangkadilok ve ark.) (93). CLSI M27-A3’e gore kandidalar icin MIK-50 degeri
onerilmekle birlikte baz1 calismalarda %80 inhibisyon (61), bazilarinda ise
tam inhibisyon (93, 94) kriter olarak alinmistir. Bu durum sonugclarin sagliklh
bir sekilde karsilastilmasimi imkansiz hale getirmektedir. Diger yandan
genelde az sayida kokenle calisilmis olmasi ve bunlarin duyarhlik farklar da
sonuclar etkilemektedir. Bu nedenle fazla sayida Ornekle ve standart

yontemlerle calisiimasi gerekmektedir.

Fenolik asitler icin etkinlik simirlar belirlemek kolay degildir. Bu konuda da
farkli degerlendirmeler kullanilmaktadir. Bir c¢alismada 1.000 pg/ml
tizerindeki MIK degerleri etkisiz kabul edilirken (103), bir baska calismada
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500 pg/ml altindaki degerler guclu etkili, 500-1.500 pg/ml degerleri zayif
etkili, 1.500 pg/ml tzerindeki degerler de etkisiz olarak smiflandirilmistir
(95). Dolayisiyla standart bir duyarliik araligi olusturmak hentiz mamkin

gorinmemektedir.

Calismamizda bir diger 6nemli bulgu GSD’in denedigimiz tim kokenlere
yiiksek bir etkinlik (MiK degeri 0,78-1,56 1g/ml) gostermis olmasidir. Miller
ve arkadaslarn agar diltisyon yontemiyle GSD’in etkinligini inceledikleri
calismalarinda kandidalar icin MiK degerini 64 pug/ml olarak belirlemislerdir
(104). Wlodkowski ve arkadaslan da aym yéntemle C.albicans icin GSD MIK
degerini 3-100 pug/ml araliginda tespit etmislerdir (105). Bizim degerlerimizin
cok daha duistik c¢ikmasi kullanillan yéntemle ilgili géortinmektedir. Buyyon
mikrodiliisyon testi antifungal duyarhilhk icin CLSI tarafindan standart
yontem olarak belirlenmistir. Kat1 ortamda baz1 antifungaller icin diftizyon
zorlugu olabilmektedir. Mikrodiltisyon yontemi ile disk diftizyon yoéntemi
arasindaki uyum FLZ icin 2949 kandida koékeniyle yapilan ¢cok merkezli bir
calismada ortalama %87.4 (C.albicans ic¢in %97.7, C.glabrata icin %60.6)
olarak bildirilmistir. Ozellikle non albicans kokenlerde yanlis direncli

sonugclar olabilecegi belirtilmektedir (106).

Calismamizda MIK degerinin yanisira inceledigimiz kandida kékenlerine karsi
disk diftizyon yontemi de uygulandi. 480 ug/ml etken madde iceren disklerle
48 saat inkiibasyon sonucu elde ettigimiz zon caplar1 (mm) ile MiK degerleri
arasinda beklenen korelasyonun olmadigi tespit edildi. Ornegin aym MIK
degerine sahip kokenler arasinda zon caplar buyutk farkliliklar gosterdi. Cok
distik MIK degeri olan bazi kékenler hi¢ zon olusturmadi. Bu durum disk
diftizyon yonteminin kandida turleri icin gtivenilir bir yéntem olmadigini

gostermektedir.

Calismamizda FLZ C.krusei disindaki tim kokenlere ytiksek etkinlikte
(MIK:0,78-3,125 pg/ml) bulunmustur. Flukonazol duyarliligimi belirlemede
mikrodiliisyon yoéntemi altin standart olarak kabul edilirr Ancak bazi
calismalarda E-test yonteminin de yiiksek oranda uyumlu oldugu

belirtilmektedir (106, 107).
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5.2. TEZIN KISITLILIKLARI

* Bu calisma kisith sayida koken ile gerceklestirilmis olup, daha fazla sayida
koken ile calisilarak daha net sonuclar elde edilebilir.

* Ozellikle calisilan MIK arahiginda etkili bulunmayan fenolik asitler icin daha
ileri konsantrasyonlarda calsilarak etkili olduklarn MIK degeri tespit
edilmelidir.

* Tespit edilen MIK degerlerinin diisiitk olmasi yiiksek etkiyi gésterir. Ancak
ozellikle fenolik asitlerin hangi MIK'in tizerinde kandidalara etkisiz kabul
edilecegini belirlemek icin daha ileri calismalarin yapilmasi gerekir.

e In vitro kosullarda calistigimiz maddelerin in vivo kosullarda etkili olup

olmadig: da test edilmelidir.
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5.3. SONUC

Sonuc¢ olarak elajik asit, gallik asit, kafeik asit ve gtimus stlfadiazin vitro
sartlarda kandidalara kars1 degisik dlzeylerde antifungal -etkinlik

gostermistir.

Elajik asit basta C.krusei, C.glabrata ve C.parapsilosis olmak tlizere tim
kokenlere etkili bulunmustur. Gallik asit en fazla etkiyi C.glabrata ve

C.krusei'ye; kafeik asit ise C.glabrata’ya kars1 gostermistir.

Gumus sulfadiazin tim kékenlere karsi yiksek bir etkinlik gostermistir. Hatta
flukonazoliin tam inhibisyon (MIK-100) gésteremedigi kokenler de dahil olmak
tuzere 1,56-12,5 pg/ml araliginda tiim kokenleri tam olarak inhibe etmistir.
Ayrica flukonazol dogal direncli C.krusei kokenlerine karsi elajik asit, gallik

asit ve gumus silfadiazin etkili olmustur.

Bu sonuclar alternatif antifungaller konusunda gelecek icin tmit verici
olmakla birlikte bu calismalarin daha kapsamh ve standart yontemlerle
yapilmasina ihtiyac bulunmaktadir. Ayrica in vitro deneylerde olumlu
sonuclar elde edilmis olmakla birlikte bu sonuclarin in vivo deneylerle de

desteklenmesi gerekir.
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