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1. OZET

Flukonazole Direncli C. albicans izolatlarinda Sitokrom P450 14o-demetilaz

Enziminde Degisikliklere Yol Acan Mutasyonlarin Arastirilmasi

Yagsamu tehdit eden fungal infeksiyonlarin sikliginda goriilen artig, glinlimiizde 6nemli
bir sorun olusturmaktadir. Bu infeksiyonlar icin risk altinda olan transplantasyon ve yogun
bakim hastalarinin sayisinin giderek artmasi ve ampirik antifungallerin kullanimi sorunu daha
da 6nemli hale getirmistir. Ozellikle flukonazoliin yaygin ve tekrarlanarak kullanim klinik
yanitsizlik ile sonuglanan diren¢ sorununa yol agmistir. Calismamiz flukonazole direncli C.
albicans suslarinda diren¢ mekanizmalarinin  arastirilmast  amaciyla  planlanmustir.
Arastirmamizda flukonazole direngli/doza bagimli duyarli C. albicans suslarinda direng
mekanizmalarindan birini olusturan lanosterol 14 alfa demetilaz enziminde meydana gelen
Y132H ve diger mutasyonlarin incelenmesi ve atim pompalarinin bu direngteki roliiniin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamiza Dokuz Eyliil Universite Hastanesi Mikoloji laboratuvarindan soyutlanan
650 adet C. albicans susundan flukonazole direncli olarak belirlenen {i¢iinlin yani sira on adet
flukonazole duyarli sus ile diger Universitelerden gonderilen flukonazole direngli/doza
bagimli duyarl dort adet C. albicans susu dahil edilmistir. Aragtirmada kontrol suslart olarak

DSY 289, DSY 347, DSY 292 numarali C. albicans suslar1 kullanilmistir.

C. albicans suglarinin antifungallere duyarliliklar1 ““Clinical and Laboratory Standards
Institute’> (CLSI) M27-A2 standartlarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi ile
incelenmistir. Buna gore arastirmamiza alinan flukonazole direncli/doza bagimli duyarl yedi
C. albicans susunun biri disinda tiimii flusitozine direngli, timii AmB’ye duyarli, biri diginda
timi itrakonazol ve ketokonazole direngli, diger bir tanesi disinda yine tiimii klotrimazole
duyarli olarak bulunmustur. Flukonazole duyarli on adet C. albicans susunun altisinin
flusitozine orta duyarli, dordiiniin flusitozine direngli oldugu, tiimiiniin AmB, ketokonazol ve

klotrimazole duyarli, itrakonazole ise doza bagimli duyarli oldugu saptanmustir.

Caligmaya alinan tiim suslarda restriksiyon enzim analizi ile Y132H mutasyonu; dizi
analizi ile lanosterol 14a-demetilaz enzimini kodlayan ERGII gen bolgesindeki diger

mutasyonlar aragtirilmistir. Suslarin DNA eldesi Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel,



Almanya) ile iiretici firma onerisi dogrultusunda, EDTA, litikaz, sorbitol tampon gibi
maddeler eklenerek saglanmistir. Calismaya alinan suglarda 673 bp’lik polimeraz zincir
tepkimesi iirlinliniin varlig1 belirlendikten sonra purifikasyon islemini takiben Pagl enzimi ile
kesim uygulanmistir. Incelenen flukonazole direngli/doza bagimli duyarli ve duyarl tiim
suslarda 315 ile 358 bp’lik iki adet bant varlig1 saptanmis, bu nedenle tiim suslarda Y132H

mutasyonunun bulunmadig1 sonucuna varilmistir.

Tiim suglara ERG11 gen bolgesindeki 1600 bp’lik alanin ¢ogaltildigr polimeraz zincir
tepkimesini takiben dizi analizi uygulanmig ve sonuglar Bio-edit version 7.0 programi ile
degerlendirilmistir. Dizi analizi sonuglari incelendiginde, tiim suslarda restriksiyon enzim
analizi ile de arastirllan Y132H mutasyonunun bulunmadigi saptanmistir. Flukonazole
direncli/doza bagimli duyarli suslardan birinde, flukonazole duyarli suslardan iki tanesinde
hicbir mutasyon belirlenmemistir. Incelenen duyarli suglarda D116E, K128T, E266D, L280Y,
L280F, L281M, L281Y, 1282D, S284I, T285H, V4371 mutasyonlari; direngli/doza bagiml
duyarl suslarda ise D116E, K143R, D153E, E266D, S412T, G464S, G465S, R469K, V4881
mutasyonlart saptanmistir. Direngli, doza bagimli duyarli suslardan {i¢ tanesinde daha 6nce
flukonazole direng gelisiminde rolii oldugu bildirilmis K143R, G464S, G465S ve V488l
mutasyonlar1 belirlenmistir. Dizi analizi sonucunda sadece bu grup suslarda belirlenen S412T,
R469K mutasyonlarinin da direngte rolii olabilecegi, ancak bu mutasyonlarin ileri ¢aligsmalar

ile degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmiistiir.

Direng ile iligkili diger bir mekanizma olan atim pompalarinin arastirilmasi igin
““Clinical and Laboratory Standards Institute’> M27-A2 standartlarina uygun mikrodiliisyon
yontemi ile duyarlilik ¢alismasi uygulanmistir. Subtrat ve inhibitér etkili maddeler
kullanilarak yapilan bu galisma degerlendirildiginde, 6zellikle Dokuz Eyliil Universitesi’nde
soyutlanan ii¢ adet flukonazole direngli C. albicans susunda atim pompa ekspresyonundaki

artisin direng gelisiminde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak; ¢alismamiza alinan direngli/doza bagimli duyarli C. albicans suslarinda
flukonazole diren¢ gelisiminde etkili mekanizmalarin lanosterol 14 alfa demetilaz enzimini
kodlayan ERGII genindeki K143R, G464S, G465S, V488l gibi mutasyonlar ile atim
pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu; ancak bu suslarda flukonazole direng gelisiminde
etkili ERG11’in fazla ekspresyonu, ERG3 genindeki mutasyonlar gibi diger mekanizmalarin

da arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.



2. SUMMARY

Investigation of Mutations Which Cause Alterations in Cytochrome P450 14a-

Demethylase Enzyme of Fluconazole Resistant Candida albicans Isolates

Increase in frequency of life-threatening fungal infections has contributed to an
important problem nowadays. The increase in the number of the transplantation and intensive
care patients who are at risk for fungal infections and empirical use of antifungals has
elevated the importance of the problem. Especially widespread and repeated use of
fluconazole resulted in resistance problem correlating with clinical failure. Our study was
planned to investigate resistance mechanisms in fluconazole resistant C. albicans isolates. In
our study, investigation of Y132H and other mutations in ERGII gene that encodes
lanosterole 14a-demethylase enzyme which is one of the resistance mechanisms in
fluconazole resistant/dose dependent susceptible C. albicans isolates and determination of the

role of efflux pumps in this resistance were aimed.

In this study three fluconazole resistant and ten fluconazole susceptible isolates chosen
from 650 C. albicans strains isolated from Dokuz Eyliil University Hospital Mycology
Laboratory and four fluconazole resistant/dose dependent susceptible C. albicans isolates
obtained from other universities were included. DSY 289, DSY 347 and DSY 292 numbered

C. albicans isolates were used as control strains.

The susceptibility of C. albicans isolates were determined by broth microdilution
method according to the Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A2 standards. All
of the seven fluconazole resistant/dose dependent susceptible C. albicans isolates were found
to be resistant to flucytosine except one, all isolates were susceptible to amphotericine B and
all isolates except one were resistant to itraconazole and ketoconazole and all of them except
one were susceptible to clotrimazole. Six fluconazole susceptible C. albicans isolates were
found to be resistant to flucytosine and the others were intermediate. All of the ten isolates

were susceptible to amphotericine B, ketoconazole, clotrimazole.

Restriction enzyme analysis was performed to all isolates for Y132H mutation and
sequence analysis was done for other mutations in ERG/1 gene which encodes lanosterole

140-demethylase enzyme. DNA extraction was performed with Nucleospin Tissue Kit



(Macherey-Nagel, Germany) according to the manufacturer’s instructions by adding EDTA,

lyticase, sorbitol buffer.

After determining a 673 bp polymerase chain reaction product, digestion with Pagl
enzyme was performed following purification. 315 and 358 bp fragments were determined in
all fluconazole resistant/dose dependent susceptible and susceptible C. albicans isolates and

for this reason it is concluded that Y 132H mutation does not exist in our strains.

Sequence analysis was performed to all strains after amplication of 1600 bp fragment of
ERGI1 gene by polymerase chain reaction and the results were evaluated with Bio-edit
version 7.0 program. When the sequence analysis results were interpreted, it was found that
Y 132H mutation does not exist in all isolates as determined by restriction enzyme analysis.
No mutation was detected in one of the fluconazole resistant/dose dependent susceptible, two
of the fluconazole susceptible C. albicans isolates. D116E, K128T, E266D, L280Y, L280F,
L281M, L281Y, 1282D, S284I, T285H, V4371 mutations were determined in fluconazole
susceptible C. albicans isolates and D116E, K143R, D153E, E266D, S412T, G464S, G465S,
R469K, V488l were found in resistant/dose dependent susceptible C. albicans isolates.
K143R, G464S, G465S and V4881 mutations which has been reported as important for
fluconazole resistance previously were determined in three of the fluconazole resistant/dose
dependent susceptible isolates. S412T and R469K mutations determined only in this group of
strains by sequence analysis were thought to play a role in resistance but they should be

evaluated with advenced studies.

Efflux pumps which is another mechanism for resistance were investigated by
susceptibility testing performed by microdilution method according to Clinical and
Laboratory Standards Institute M27-A2 standards. When the study performed by using
substrates and inhibitors was evaluated, possible overexpression of efflux pumps was
determined especially in three fluconazole resistant C. albicans strains isolated in Dokuz

Eyliil University Hospital.

In conclusion, mutations such as K143R, G464S, G465S and V4881 in ERGII gene
which encodes lanosterole 14a-demethylase enzyme and overexpression of efflux pumps
were determined to be effective mechanisms in our fluconazole resistant/dose dependent
susceptible C. albicans isolates, however other mechanisms of resistance such as

overexpression of ERG1 1, mutations in ERG3 gene shoud also be investigated.



3. GIiRiS VE AMAC

Son yillarda, kanser kemoterapisi, kemik iligi ve organ nakli, AIDS gibi nedenlerle
immun sistemi baskilanmis hastalarla; hemodiyaliz, periton diyalizi, parenteral beslenme,
genis spektrumlu antibiyotik ve glukokortikoidlerin uygulandig1 kisilerde sistemik fungal
infeksiyonlarin sikliginda artis gozlenmektedir. Fungal infeksiyonlara yol agan firsatci
mantarlar icerisinde Candida ve Aspergillus tiirleri en sik goriilen etkenlerden ikisidir. Bu
infeksiyonlar, 6nemli bir mortalite ve morbidite sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1,2).
Yapilan bir ¢calismada hastane kaynakli kandidemi tablosunun hastanin yatis siiresini otuz giin
uzattig1 ve mortalitenin de %35 oldugu bildirilmektedir (3). Bu nedenle invaziv kandidozun

erken donemde taninmasi ve uygun antifungal sagaltima baslanmasi1 6nemlidir.

Mikoloji laboratuvarlarinda hastalarin 6rneklerinden {ireyen maya tiirleri i¢in geleneksel
yontemlerle cins ya da tiir diizeyinde tanimlama yapmak 2-5 giin kadar siirmekte ve
cogunlukla tan1 konulmadan 6nce ampirik antifungal sagaltima baslanmaktadir. Bu yaklagim
ise zaman alic1 ve pahali olup, uygun antifungal sagaltima baslanamamasi ya da C. krusei ve
C. glabrata gibi antifungallere direncli/daha az duyarl tiirlerin varlig1 gibi nedenlerle yetersiz
kalmaktadir (4). Ayrica ciddi klinik tablolardaki olgularin Candida infeksiyonlarinin
sagaltim1 O6nemli bir sorun olusturmakta, antifungal ajanlarin kisitliligi ve gelisen direng,

sorunu daha da 6nemli hale getirmektedir (4).

Kandidoz sagaltimi azollerin taninmasi ile biiyiik 6l¢iide kolaylagmis olmasina karsin
flukonazoliin sik kullanimi diren¢ gelisimine neden olmustur. Direng gelisiminde konak,

etken ve ilaca bagli ¢cok faktorlii kompleks bir mekanizmanin varligi s6z konusudur (5).

Antifungal ilaclar icerisinde amfoterisin B, toksisitesi ve yan etkilerinin siklig1 gibi
nedenlerle sinirli kullanilmakta olup, azol grubu ilaglar biyoyararlanimlarinin yiiksekligi,
giivenlik profillerinin iyi olusu gibi nedenlerle yeglenmektedir (5). Ancak son yillarda azol
grubu ilaglara direngli Candida tiirleri bildirilmistir (5). Ozellikle uygulanan uzun siireli
sagaltimlar ve flukonazoliin siirekli kullanimindan ¢ok aralikli kullanimi1 direng gelisimine yol
agmaktadir. Candida tiirlerinde azoller i¢in s6z konusu olan diren¢ mekanizmalar1 farkli

sekillerde ortaya ¢cikmaktadir. Bunlar;
1) Hiicre igerisinde ilag birikiminde azalma,

i1) Erg 11p’nin (lanosterol demetilaz) azollere afinitesinde azalma,



1i1) Erg 11p’nin hiicresel igeriginde artma,

iv) Ergosterol biyosentezinde rol alan sterol A5-6 desatiiraz enziminin inaktivasyonu
olarak siralanabilir (5). Hiicre igerisinde ila¢ birikiminde azalma ya ilacin hiicre igerisine
aliminda azalma ya da spesifik ilag pompalarinin fazla salinimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Ergllp’nin azollere afinitesinde azalma, 14o-demetilaz enzimini kodlayan ERGI1 geninde

ila¢ baglanmasini bozan yapisal degisikliklere yol agan nokta mutasyonlar ile olmaktadir.

Arastirmamizda ¢esitli klinik orneklerden soyutlanan flukonazole direngli ve doza
bagimli duyarli Candida albicans suslarinda sitokrom P450 14a-demetilaz enziminde
degisikliklere yol acan ERGII genindeki nokta mutasyonlar saptanarak, elde ettigimiz
verilerin 1518inda  flukonazole direngli ve doza bagimli duyarli suslardaki direng

mekanizmalari belirlenebilecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tarihce

M.O. dordiincii yiizyillda Hippocrates’in  agizdaki pamuk¢ugu tanimlamasi ile

Candidalarla ilgili caligmalarin basladig1 kabul edilmektedir (6).

1771’de Rosen von Rosenstein agizdaki pamukgugun akcigerlerde invaziv olarak
yerlesebildigini bildirmis, 1839°da ise Bernard Langenbeck tifolu bir hastanin agzindaki

afttan mantar soyutladig1 halde bu etkenin tifo ile iligkili oldugunu diisiinmiistiir (6,7).

1842°de Gruby tarafindan Langenbeck’in soyutladigi bu organizmanin Sporotrichum
tiri oldugu bildirilmistir. 1842°de Berg tarafindan deneysel olarak oral aft modeli

olusturulup, bu konudaki ilk ve en 6nemli adim atilmistir (6,7).

1849°da Frank ve Wilkinson agizdaki lezyonun genital organlarda olabilecegini

gostermislerdir (6,7).

1847°de Robin tarafindan mantarin Oidium albicans olarak siniflanmasi ile albicans
ismi ilk kez kullanilmistir. 1923’de Roth Berkhout eski Roma senatosunda giyilen beyaz

clippe i¢in kullanilan Candida terimini 6nermistir (6).

Antibiyotiklerin kullanimimin biiyiik oranda yayginlastigi 1940’11 yillardan itibaren ise

Candida infeksiyonlarinin siklig1 artmis, konuyla ilgili gelismeler hiz kazanmustir (6,7).

4.2. Genel Ozellikler

Candida tiirleri, dogada sik rastlanan, viicudumuzda normal flora iiyesi olarak yer alan,
firsatg1 patojenler olup, bazi hazirlayici faktorlerin varliginda infeksiyonlara neden olurlar

(7.8).

Candida’lar; eseyli lreme gostermeyen C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. dubliniensis gibi Deuteromycetes smifi-Cryptococcalles takimi iginde yer
alanlarin yan sira; eseyli tireme gosteren C. guilliermondii, C. krusei, C. kefyr, C. lusitaniae
gibi Ascomycetes sinift Saccharomycetales takimi i¢inde yer alanlarla yaklagik 200 kadar tiir
iceren heterojen bir grup olustururlar (8,9). Candida tiirleri igerisinde C. albicans

predominant insan patojenidir (9).



Candida tiirleri Okaryotik, genellikle oval veya yuvarlagimsi olup, 3 ile 6 pum
biiylikliigiinde, tomurcuklanma ile lireyen maya mantarlaridir (7,10,11). Tomurcuklanan bu
hiicreler blastokonidya adini alir ve biiyiiyerek hif formu olustururlar. Blastokonidyalar
birbirlerinden ayrilmadan uzayip aralarinda bogumlar bulunan hiicre zincirleri yaparlarsa
yalanct hifleri olustururlar (9,10). Gergek hifler ise maya hiicresi veya hifin bir dalindan
olusabilir ve duvarlar1 birbirine paralel olup, bogumlanma gostermezler (9,10). C. glabrata
harig, tiimii uygun kosullar altinda yalanci hif iiretir (7,10). Cimlenme borusu (“germ tube”)
testi, C. albicans’1n, diger Candida tiirlerinden ayrilmasini saglayan hizli, kolay ve degerli bir

testtir (12,13).

Candida’lar Gram pozitif boyanma 06zelligindedirler (10). Sabouraud dekstroz agar
(SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda veya 37°C’de 24 saat i¢inde genellikle kirli beyaz
veya krem rengi, nemli, diizgiin veya burusuk kenarli, diizgiin yiizeyli veya gdobekli, uzayan
inkiibasyonla birlikte kivrimli hale gelen, mat yada parlak, maya kokulu yumusak koloniler

olustururlar (10,13,14)

4.3. Hiicre ve Hiicre Duvar Yapisi

Candida hiicreleri; hiicre duvari, sitoplazmik membran, sitoplazma, mitokondri,

endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi, ribozom ve zar ile ¢evrili ¢ekirdekten olusur (15).

Hiicre duvari hiicrenin seklini koruyan, konak hiicre ile etkilesimini saglayan, gegirgen
bir bariyerdir. Elektron mikroskobik ¢aligmalara gore hiicre duvari en az bes katmanlidir.
Candida tirlerinin hiicre duvar yapisi, karmasik igeriklerinin yani sira maya formundan hif

formuna degisim sirasinda kitin icerigindeki artis ile dikkat ¢ekicidir (11).

Hiicre duvar yapisinin yaklasik olarak %80-90 kadar1 karbonhidrat, %6-25’1 protein, %
1-7’si lipidlerden olusmaktadir (16). Karbonhidratlar, B-glukan, mannan ve kitindir. B-glukan
dallanmis B-1,3 ve B-1,6 glukoz polimerlerinden, kitin ise dallanmamis B-1,4 N-asetil
glukozamin polimerlerinden olusur. Hiicre duvarinin en 6nemli bileseni mannoproteinler
olup, proteinlerle kovalan baglar yapan mannoz polimerlerinden olusur. f-1,6 glukan hiicre
duvar yapisinin diger bilesenleri i¢in araci rol oynarken, B-1,3 hiicreye seklini verir ve
rijiditesini saglar. Kitin ise hiicre duvarinin en az ancak onemli bir bilesenidir. Sekerler

arasinda yer alan hidrojen baglar1 ile baglanmis uzunlamasina yapili kitin molekiilleri



mikrofibrilleri olusturur. Maya hiicrelerinde kisa zincirler olarak goriilen bu mikrofibriller hif
duvarlarinda uzun karmasik zincirler olarak yer alirlar (16). Glikolipidler hiicre duvar sentezi,

sinyal ileti yollar1 ve hiicre antijenleri olarak 6nemli islevlere sahiptir (16).

Candida hiicre membran1 diger Okaryot hiicrelere benzer sekilde sterol igerir. Sterol
icerigi ergosterol ve zimosterol olup, bunlardan ergosterol antifungal ilaglar i¢in 6nemli bir
hedeftir (15,16). Ergosterol hiicre membraninin gegirgenligi, akiskanligi, biitiinliigii i¢in bir
biyoregiilator olarak is goriir. Hiicre bdliinmesi ve biiyiimesinde 6nemli gorevi olan kitin

sentetaz gibi membrana bagimli bir¢ok enzimin fonksiyonu i¢in de ergosterol dnemlidir (5).

4.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Candida tiirlerinin olusturdugu infeksiyonlarin patogenezinde, konaga ait kolaylastirici
ve zemin hazirlayic1 faktorlerin yani sira, mantara ait virulans faktorlerinin varligi oldukga

onemlidir (17).

Konagin Candida tiirlerine karsi direng faktorleri arasinda, deri ve mukoza biitiinliigii,
epidermal proliferasyon, fagositoz ve fagositik 6ldiirme mekanizmalari, lizozim, laktoferrin,
dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, kompleman sistemi, T hiicre bagimli immunite, sitokinler,
stvisal immunite sayilabilir. Konaga ait zemin hazirlayan faktorler ise; cerrahi iglemler, protez
kapaklarin kullanimi, kortikosteroid ve immiin baskilayici sagaltimlar, peptik iilser, diabet,
AIDS, endokrin hastaliklar (hipoparatroidizm, adrenokortikal yetersizlik, Cushing hastalig1),
yanik seklinde siralanabilir (17,18).

Infeksiyona karsi diren¢ gelisiminde deri onemli bir rol oynar. Deri ve mukoza
biitiinliglinlin bozulmas1 deriyi invazyona duyarli hale getirir. Candida hiicreleri dermise
invaze olup, dolagima girerlerse notrofiller, monositler ve eozinofiller ile karsilagirlar (19,20).
Infeksiyona ilk tepkiyi monosit ve makrofajlardan ziyade nétrofiller verir. Nétrofillerin
6ldiirme mekanizmalar1 superoksit, hidrojen peroksit, monokloramin gibi oksidatif maddeler
aracilig1 ile olabildigi gibi, defensin, laktoferrin, lizozim, azuridin gibi oksidatif olmayan
graniiller araciligiyla da gergeklesebilir. Yapilan c¢alismalar, maksimal etki icin bu
mekanizmalarin birlikte calismast gerektigini gostermektedir. Notrofillerin  fungisidal
aktiviteleri i¢in interferon y (IFN-y) ve tiimor nekroz faktdr a (TNF-a) gibi sitokinler kadar
koloni sitiimiile edici faktorler (CSFs) varligina da gerek vardir. Candida infeksiyonlarinda

IL-1-IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 gibi sitokinlerin gérev yaptig: bildirilmistir (21). Monosit



ve eozinofiller, benzeri mekanizmalar ile Candida’lara karst savunma islevlerini yerine
getirmektedir. Trombositlerin antikandidal aktivitelerinin oldugu, lenfositlerin ise toksik
maddeler salgiladiklar diisiiniilmektedir. Hiicre duvarinda bulunan mannan lenfosit yanitini
belirleyen en 6nemli komponenttir (21). Fagositik hiicreler mannoz reseptorii, kompleman

reseptorii (CR) ve Fc reseptorleri gibi reseptorler aracilifiyla Candida hiicrelerini tanirlar.

Candida’ya karst immun yanit olusumunda sivisal faktorler 6nem kazanmakta olup,
ozellikle IgG sinifi antikorlar tizerinde durulmaktadir. Sivisal bagisiklik kadar Candida tiirleri

lizerine inhibitor etkili olan ¢ok sayida maddenin 6nemi vurgulanmaktadir (7).

Candida virulans faktorleri, adezyon, biyofilm yapimi, toksinler, proteinazlar,
fosfolipazlar, morfolojik degisim fenotip degisimi, hidrofobisite, molekiiler benzeme, hiicre

duvari yapisi ve ¢esitli sideroforlar1 kullanma yetenegi seklinde siralanabilir (17,18).

4.4.1. Yapisma (Aderans)

Kolonizasyon ve infeksiyonda ilk basamak olan aderans Candida infeksiyonlarinin
patogenezinde ©Onemli bir rol oynamaktadir (22). Insan infeksiyonlar1 agisindan C.

albicans’n en adheran tir olmasi 6nemlidir.

C. albicans hiicrelerinin konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutunmasinda iCsb, Csd,
fibronektin ve Ostrojen reseptorleri, mannoprotein, salgisal aspartik proteinaz, faktor 6 (antijen
6), laminin reseptorii ve fibrinojen baglayan proteinler gibi molekiillerin rolii bulunmaktadir
(22). Cogu C. albicans adezini glikoproteindir ve “agglutinin-like sequence’’ (Als) ailesi, Ala
1 ve Hwp 1’1 icermekte ve 8 gen ile kodlanmaktadir. ALS genleri, lireme durumlarina bagl

olarak farkli sekillerde eksprese edilmektedir (23).

4.4.2. Biyofilm Yapim (**Slime” Uretimi)

Candida tiirleri kateter, yapay eklem, protez kalp kapagi gibi medikal aletlerin
ylizeylerine yapisip biyofilm {ireterek kolonizasyon ve infeksiyon olusturabilirler.

Ekstraselliiler bir polimer olan biyofilm olusumu i¢in mantarin “slime” faktoriine, konagin da

fibrin ve fibronektinlerine gerek oldugu bildirilmektedir (24,25).
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Biyofilm olusturma yetenegi ile viriilans arasinda pozitif bir iliski varligr soz
konusudur. Biyofilmler i¢ine hapsolan etkenin antifungal ilaglara daha direngli olduklar1 ve

infeksiyon icin araci rol oynadiklar bildirilmektedir (24-26).

““Slime” tiretimi, 6zellikle C. parapsilosis i¢in 6nemli bir virulans faktorii olup, kateter

kaynakli infeksiyonlarda yiiksek oranda rol oynamaktadir (24,25).
4.4.3. Enzimler
Candida tiirlerinin dokulara penetrasyonunda rol oynayan onemli virulans faktorleri

arasinda hidrolitik enzimlerin salgilanmast yer almaktadir. Hidrolitik enzimler arasinda

salgisal aspartik proteinaz, fosfolipaz ve lipaz aileleri 6nemli gruplari olustururlar.

4.4.3.1. Proteinazlar

Ekstraselliiler proteinazlar C. albicans kadar C. dubliniensis, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. lusitaniae tarafindan da salgilanmakta olup, tanimlamak i¢in salgisal aspartik
proteinazlar (sap) terimi kullanilmakta sap terimi proteini, SAP ise proteini kodlayan 10 kadar

geni ifade etmektedir (27).

SAPI, SAP2, SAP3 genleri yalnizca maya hiicrelerinde; SAP4, SAPS5, SAP6 ise hif
yapilarinda bulunmaktadir (23,27). C. albicans ile C. dubliniensis’in benzer sayida SAP

genleri tagidiklar1 ve salgiladiklar1 proteinazlarin virulans i¢in 6nemli oldugu bildirilmektedir

(23,27).

C. albicans sap’larinin doku penetrasyonu yaninda konak yiizeylerine aderansta da rol

aldig1 belirtilmektedir (27).

4.4.3.2. Fosfolipazlar

Son yillarda C. albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus gibi
patojen mantarlarda virulans faktorii olarak 6nem kazanan ekstraselliiler fosfolipazlar, konak

hiicre membranindaki gliserofosfolipidlerin ester baglarini hidrolize ederek hasara yol agarlar.
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Fosfolipaz enzimi etki mekanizmalarina gére A, B, C ve D ile lizofosfolipaz ve
lizofosfolipaz transacilaz olarak siniflandirilmis olup; bu tiirlerin tiimii C. albicans suslarinda

non-albicans’lara oranla daha fazla tiretilmektedir (27,28).

Cesitli calismalarda fosfolipaz aktivitesinin virulans ile iligkili oldugu ve patolojik
orneklerden soyutlanan suslarda normal bireylerdekinden daha yiiksek oranlarda fosfolipaz

bulundugu gosterilmistir (29,30).

4.4.3.3. Lipazlar

Lipazlar hidrolitik enzimlerin diger bir grubu olup, on {iyeli bir gen ailesi tarafindan
kodlanirlar (LIP [-10). Bu genlerin salinimi invivo-invitro sartlarda olduk¢a degisken ve
bagimsiz olup, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei suslarinin lipaz
aktivitesi gosterdigi ve bu genleri eksprese ettigi saptanmistir (31). Ancak lipazlarin
fonksiyonlart heniiz tam acikliga kavusmamis olup, konu ile ilgili arastirmalar halen

stirmektedir (27).

4.4.4. Morfolojik Degisim

Candida tiirleri ¢esitli kosullara bagli olarak maya, ¢imlenme borusu, yalanci ve gercek
hif olusturabilmektedir. Cimlenme borusu ve hif formlarinin aderanslarinin maya formuna
gore daha fazla oldugu, 6zellikle doku invazyonunda gercek ve yalanct hiflerin 6nemli bir rol

oynadigi bildirilmektedir (32,33).

Maya ve hif formunda {ireyebilen Candida tiirleri  polimorfik  olarak
tanimlanmaktadirlar. Maya-hif donilisiimii sirasinda maya hiicrelerinin  yiizeylerindeki
reseptorler tarafindan algilanan sinyaller (1s1, pH, aminoasitler gibi) hiicre icine iletilir, hiicre
icinde cAMP, cGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir. Olusan iyon
akimi sonucunda hif uzamasi gerceklesir. Hif formuna doniistimiin ilk basamagi ise ¢imlenme

borusu (“‘germ tube’’) olusumudur (18).

12



4.4.5. Fenotip degisimi

C. albicans hiicrelerinde baslica iki sekilde fenotipik degisim ger¢eklesmektedir:

1) C. albicans kolonileri 10'-10™* siklikta, yildiz, sapka, diiz, piirtiikli, diizensiz, kirigik
ve tlylii gibi farkli fenotipler arasinda degisim gostermektedir (18).

2) W-O degisimi seklinde gerceklesen degisim ise yuvarlak-oval, tomurcuklu beyaz
(“white”) faz hiicrelerinin; genis yiizeyli, yassi, ylizeyi piirtiiklii, gri renkli koloniler olusturan

uzun, biiyiik opak (“‘opaque’’) faz hiicrelerine doniisiimii seklindedir (34).

Fenotipik degisimin in vivo sartlar altinda antifungal ilaglara direng¢ gelisiminde etkili

oldugu belirtilmektedir (35).

4.4.6. Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi

Mayalarin, patogenez esnasinda hidrofobik proteinlerini hiicre duvar yiizeyinde

eksprese ettikleri ve konak hiicresi ile hidrofobik iliskiye girdikleri saptanmistir (36).

4.4.7. Sideroforlar1 Kullanabilme Yetenegi

Sideroforlar, demiri depolandigr dokudan veya transferrinden alan, diisiik molekiiler
agirliklt bilesiklerdir. Candida’lar, tiremeleri i¢in gerekli olan demiri, diger Candida’lara ait
sideroforlardan veya Enterobacteriaceae ailesinin sideroforlarindan saglayabilmektedirler
(37).

4.5. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu infeksiyonlar

Candida tirleri, mukozal kolonizasyondan ¢oklu organ tutulumuna kadar cesitli

infeksiyonlara yol acabilirler. Infeksiyonlar klinik olarak kutandz ve mukozal, kronik

mukokutandz ve sistemik kandidoz olmak iizere baslica {i¢ tipte incelenmektedir (17).
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4.5.1. Kutanoz ve Mukozal Kandidoz

Kutan6z Candida infeksiyonlar1 genellikle dogal olarak olusmakta ve travma, diabet,
AIDS, gebelik, gen¢ veya ilerlemis yas, dogum kontrol haplari, kortikosteroidler veya
antibiyotiklerle sagaltim, kan glukoz diizeyinin yiiksekligi, hiicresel immiin yetmezlik,
endokrin dengesizlik ve derinin uzun siire nemli kalmasi gibi bazi kosullar nedeniyle artig

gostermektedir (11).

4.5.1.1. Ag1z Kandidozu

Ag1z kandidozu, daha sik olarak agiz mukozasi, dis etleri, damak gibi mukozal yiizeyler
tizerinde kremsi, beyaz renkte kaldirilabilen, agrili psddomembranéz plaklar seklindedir (38).
Oral kandidozun giiniimiizde AIDS’li hastalarin hemen hemen %100’linde goriilen AIDS’i

tanimlayici bir durum oldugu bilinmektedir (12).

4.5.1.2. Ozefagus Kandidozu

En sik disfaji, yutma sirasinda tikanma hissi ve gogiis agrisi semptomlarina yol agar.
Kesin tan1 endoskopi sirasinda alinan biopsiden Candida’nin soyutlanmasiyla konulmaktadir

(38).

4.5.1.3. Sindirim Sistemi Kandidozu

Gastrointestinal sistemde mide tutulumu, 6zefagustan sonra ikinci sikliktadir. Burada

lezyonlar tek veya multipl {ilserler ile karakterizedir.

4.5.1.4. Vulvovajinal Kandidoz

Vulvovajinal kandidoz, en sik goriilen klinik formlardan biridir. Vulvovajinal
kandidozlarin %80’ininden C. albicans sorumludur. Onu C. glabrata ve C. tropicalis
izlemektedir. Saglikli kadinlarin %10-20’sinde Candida tiirleri vajinada normal flora iiyesi

olarak bulunmaktadir (7,38).

14



4.5.1.5. Deri Kandidozu

Deri kandidozu, derinin koltuk alt1, kasik, meme alt1 gibi daha ¢ok sicak ve nemli kat
yerlerinde goriliir. Candida tiirleri, tirnak ve tirnakla birlikte ¢evresindeki yumusak dokuyu

da infekte ederek onikomikoz ve paroniki’ye neden olurlar (7,38).
4.5.2. Kronik Mukokutanéz Kandidoz

Kronik mukokutanéz kandidoz; deri, miikoz membranlar, sa¢ ve tirnaklarda Candida
tirlerinin olusturdugu kronik persistan bir infeksiyondur. Bu hastalik, endokrinopatiler,
timoma, infeksiyoz hastaliklar, vitiligo, alopesi ve otoimmun hastaliklar ile siklikla birlikte

olabilmektedir (7,11,38).

4.5.3. Sistemik Kandidoz

Sistemik kandidoz, kandidemiyi izleyen bir tablodur. Kandidemi, kanitlanmis organ
tutulumu olmaksizin, infeksiyon belirti ve bulgulart olan bir hastada en az bir yada daha fazla
kan kiiltiiriinde Candida iremesi anlamina gelmektedir (10,17). infeksiyonun en sik yerlestigi
bolgeler; kalp (perikardit, miyokardit, endokardit), meninksler (menenjit), idrar yolu (iiretrit,
sistit), deri, goz, karaciger ve dalaktir (10).

Hastane infeksiyonlar1 arasinda da funguslarin ve Ozellikle bunlardan Candida
infeksiyonlarinin ayr1 bir 6nemi s6z konusudur. Hastane kokenli kandidoz etkeni olarak en sik
goriilen tiiriin C. albicans oldugu, bunu non-albicans Candida tirlerinden C. tropicalis, C.

parapsilosis ve C. glabrata’nin izledigi bildirilmektedir (10).

4.6. Candida Infeksiyonlarinin Laboratuvar Tanis

Candida infeksiyonlarinin tanisi i¢in aliacak ornekler olarak kan, beyin omurilik sivisi
(BOS), idrar, eksiida, solunum yolu 6rnekleri, doku biyopsi drnekleri, agiz ve vagen siirlintii
ornekleri, sag-tirnak-deri Ornekleri sayilabilir (39). Candida infeksiyonlarinin standart
laboratuvar tanisi igin;

1) Klinik 6rneklerin direk mikroskobik bakis1

i1) Kiiltiirden Candida tiirlerinin soyutlanmast
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1i1) Organizmanin tiir diizeyinde tanimlanmasi

iv) Dokuda bulunan Candida tiirlerinin histopatolojik olarak saptanmalari

gerekmektedir (40,41).

4.6.1. Direkt Baki ve Kiiltiir

Klinik 6rneklere uygulanacak ilk islem direk bakidir. Direk baki i¢in yas preparat
hazirlanabildigi gibi %10’luk potasyum hidroksit, Gram, Giemsa, Wright, metilen mavisi,
kalkoflor beyazi gibi boyalar ile hazirlanan preparatlar da kullanilabilir. Doku 6rneklerindeki
Candida’ larin arastirilmasinda ise periyodik asit-schiff (PAS), methanamin giimiis boyalar1

kullanilmaktadir (41,42).

Candida tirleri i¢in Onerilen primer izolasyon besiyerleri SDA, sikloheksimit gibi
antimikotik ve kloramfenikol-gentamisin gibi antibiyotikler eklenmis SDA, inhibitér mold
agar, koyun kanli beyin kalp infiizyon agar olup, SDA en sik kullanilanidir. SDA besiyerine
ekilen ornekler 30°C de inkiibe edilir. Candida tiirleri genellikle 24 saat igerisinde diizgiin
ylzeyli, hafif kubbeli, beyaz krem renkli, 1-2 mm ¢apinda, tereyag kivaminda maya kokulu
koloniler olusturur. C. albicans koyun kanl agarda yildiz seklinde sacakli koloniler olusturur

(12,13,39).

Kiiltiirde iireyen maya kolonilerinin tanimlanmasinda kullanilan en basit ve hizli test
cimlenme borusu testidir. Bu test i¢in az bir miktar koloni ile 0.5 ml insan veya tavsan
plazmasi/serumu bir tiip igerisinde silispanse edilip, 35°Cde 3 saati agmamak kosuluyla inkiibe
edilir. Bu siire sonunda lama damlatilan bir damla ile lam-lamel preparati hazirlanir ve
mikroskopta incelenir. Cimlenme borusu maya hiicresinden bogumlanmadan ¢ikan, kenarlari
birbirine paralel, boyu maya hiicresinin ii¢ dort kat1 kadar, genisligi maya hiicresinin yarisi

kadar olan bir uzant1 seklinde tanimlanabilir (12,43).

C.albicans ve C. dubliniensis’in ¢cimlenme borusu testi pozitiftir (8). Immun yetmezlikli
ve antifungal sagaltim alan hastalarda veya testin uzun inkiibasyonu nedeniyle yanlis negatif
sonuglar alinabilir (8). C. tropicalis hif baslangic1 benzeri yapilar tiretebilir ancak hifin ana
hiicreden ¢ikis yerinde darlik mevcuttur ve blastokonidyalar1 C. albicans inkilerden daha

genistir (12,43).
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Daha ileri tanimlama i¢in misir unu-tween 80 agar, piring 6ziitii tween 80 agar gibi
besin agisindan fakir ortamlarda lam kiiltiirii yontemi uygulanir. Misir unu-tween 80 agar oda
1s1sinda 48-72 saat inkiibe edilir (14). Bu yontemle mayalarin olusturduklar1 gergek ve yalanci
hifler, blastokonidyalar, klamidosporlarin yap1 ve yerlesimlerine gore tir diizeyinde

tanimlamaya gidilir (12,14).

C. albicans gercek ve yalanci hifler, yalanci hiflerin ¢evresinde kiimeler olusturmus

blastokonidyalar ile terminal klamidosporlar olustururlar (10,14).

C. tropicalis yalanct hifler boyunca, tekli veya kiigiik diizensiz kiimeler halinde az
sayida blastokonidya iiretimi ve nadiren yalanci hiflerin uglarinda ince duvarli, goz yasi

damlas1 seklindeki hiicreler olusturur (10,14).

C. guilliermondii az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlar1 ¢gevresinde kiigiik

blastokonidya kiimeleri olusturur, gergek hif tiretmez (10,14).

C. parapsilosis kisa yalanci hifler boyunca tek tek veya bazen kiigiik kiimeler halinde

dizilmis blastokonidyalar ve nadiren dev hiicreler olarak isimlendirilen biiyiik hifler iiretir
(10).

C. krusei aga¢ benzeri bir goriiniime sahip uzamis blastokonidyalar ve yalanct hifler

olusturur (10).

C. glabrata oval ve uglarindan tomurcuklanan maya hiicreleri iiretir, yalanci hif

olusturmaz (10).

C. kefyr tipik olarak bir derede yiizen kiitiikler goriiniimii veren belirgin sekilde daginik,
capraz giden kiimeler olusturan dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile yalanci hifler

olusturur (10).

Baz1 Candida tiirlerinin soyutlanmasi ve tanimlanmasi i¢in kromojenik besiyerleri
kullanilir. Bu amagla kullanilan CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Fransa),
Albicans 1D2 agar (AID; bioMe'rieux, Marcy I’Etoile, Fransa), Candida 1D (bioM¢érieux,
Marcy I’Etoile, Fransa), Candiselect medium (Sanofi Diagnostics, Marnes-La-Coquette,
Fransa), BiGGY agar (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere), Fluoroplate Candida (Merck,
Almanya), Fongiscreen 4H (Sanofi Diagnostics Pasteur), Murex Candida albicans (Murex
Diagnostics, A.B.D.) gibi ¢ok sayida kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Bu besiyerlerinde

tani, tiire 6zgl ekzoenzim aktivitesi ile ¢esitli kromojenik substratlarin parcalanmasi sonucu
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farkl1 kromojenik ayrigma {iriinlerinin ortaya c¢ikmasma bagli olarak farkli morfoloji ve
degisik renkte koloni olusumu temeline dayanmaktadir (43,44). Ad1 gecen besiyerleri iginde
ozellikle CHROMagar Candida ile Albicans 1D2 ve Candida 1D agar’in basta C. albicans
olmak iizere bazi non-albicans Candida tirlerini de duyarhh ve ozgilil bir sekilde

tanimlayabilen basit ve degerli besiyerleri olduklar1 bildirilmistir (45-47).

Candida tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan metabolik testler arasinda karbonhidrat
asimilasyon, karbonhidrat fermentasyon ve iireaz testleri gibi testler bulunmaktadir.
Karbonhidrat asimilasyon testleri mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilir ve
oksijen varliginda karbon kaynagi olarak, 6zel bir karbonhidrati kullanabilme o6zelligine
dayali testlerdir. Karbonhidrat asimilasyonu ve/veya enzim saptama amaciyla Bacti-Card
Candida (Remel Laboratories, Kanada), Murex C. albicans-50 (Murex Diagnostics, Norcross
A.B.D.) ve Albicans-sure (Clinical Standards Laboratories, Rancho Dominguez, A.B.D.) API
20C AUX (bioMeriux-Vitek, Fransa ), API Candida (bioMeriux, Fransa), Uni-Yeast-Tek kit
(Remel Laboratories, Kanada) ve Microscan Yeast Identification Panel (Baxter-MicroScan,
West Sacramento, A.B.D.) gibi ticari testler bulunmaktadir. Bu testler belirli bir kimyasal
profil iiretmek i¢in farkli substratlar1 igeren kuyucuklardaki turbidite artisini veya renk
tiretimini kullanirlar (13,44). Bu testler icerisinde API 20C AUX en yaygin kullanilani olup,
48-72 saatte sonu¢ vermektedir (44).

4.6.2. Serolojik Tan1

Tiim diinyada hizla artan invaziv fungal infeksiyonlar ve genis sagaltim segenekleri
nedeniyle Candida infeksiyonlarina tan1 konulmasi giderek daha ¢ok onem kazanmaktadir.
Sistemik Candida infeksiyonlarinin tanisinda kullanilmak iizere c¢esitli serolojik testler
gelistirilmistir. Bu amag i¢in Candida tiirlerine 6zgii antijenler, antikorlar veya metabolitlerin

saptandig1 testler s6z konusudur (48,49).

4.6.2.1. Antijen Saptayan Testler:

Sistemik kandidoz tanis1 i¢in hiicre duvar antijenleri ve sitoplazmik antijenler
aranmaktadir. C. albicans tarafindan {iretilen sap indiiklenebilir bir enzim olup, kandidoz

tanisinda kullanilabilen bir antijendir. C. albicans sitoplazmik proteinleri 90 kDa’luk 1s1 sok
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proteinin (HSP 90) yikim iiriinii olan 47 kDa’luk bir protein ile daha sonralar1 bir enolaz
oldugu saptanan 48 kDa’luk bir proteinden olusur. Bu proteinler tan1 amaciyla olgularin
serumlarinda aranabilmektedir. Bu antijenleri saptamak i¢in bir lateks agliitinasyon ticari testi
olan CAND-TEC (Ramco Laboratories, Inc., Houston, A.B.D.) iiretilmistir. Tanimlayic1 diger
bir antijen, C. albicans’m temel hiicre duvar mannoproteini olan mannan’dir. Saglikli
bireylerde antimannan antikorlar1 tarafindan serumdan hizla temizlendiginden diisik
konsantrasyonlarda saptanabilir. Sistemik kandidozlu olgularda, serumda dolasan mannan
antijenlerini saptamak i¢in radyo immun assay (RIA), enzim immun assay (EIA), lateks
agliitinasyon (LA) gibi yontemler kullanilmaktadir. Mannanemi altta yatan hastaliga,
ornekleme sikligina, immiin yetmezligin derecesine, ilgili Candida tiirlerine, sistemik
kandidozun tanimlanmasina, baglayici antikorlarin titresine, 6zgiilliigiine ve kullanilan test
yontemine gore sistemik kandidozlu hastalarin yaklagik %31 ile %90’inda goriilmektedir

(41,44,48,50).

Kandidoz tanisinda olgularda aranan bir diger antijen de fungal hiicre duvarinin bir
parcasi olan (1-3)-B-D-glukan ’dir. (1-3)-B-D-glukan’in Aspergillus, Cryptococcus, Candida
gibi funguslarda bulunup, tiire 6zgiil olmamasi nedeniyle invaziv kandidoz tanisi i¢in kismen
yararli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak yine de kisa siirede sonug elde edilebilmesi, bu testleri
tarama testi olarak cazip hale getirmektedir (50). (1-3)-B-D-glukan’in Zygomycetes harig tim
funguslarin karakteristik bir hiicre duvar bileseni olmas1 nedeniyle glukanin kan ve diger steril
viicut sivilarinda saptanabilmesi sistemik fungal infeksiyon i¢in iyi bir belirleyici olmaktadir.
Saeki ve ark.’nin (51) bir calismasinda Candida tiirleri acisindan kan kiiltiirleri pozitif olan

hastalarin serumlarinda B-D-glukan %93 1in tizerinde duyarlilik ve 6zgiilliik ile saptanmigtir.

Tekrarlayan serum orneklerinde test sonuglarinin degerlendirilmesi 6nerilmekte boylece
antifungal ajanlarin gereksiz kullanimlarinin engellenebilecegi diisiiniilmektedir. Candida
antijenlerinin saptanmasina yonelik testler dnemli bir tartisma alani olusturmakta ancak

yillardan beri 6zgiin bir test onerilememektedir (52).

4.6.2.2. Antikor saptayan testler

Antikor saptayan testlerin immun yetmezIlikli hastalarda diisiik diizeyde antikor varligi
nedeniyle yalanci negatif, yiizeyel kolonizasyonlu hastalarda antikor titrelerinin yiiksekligi

nedeni ile yalanci pozitif sonuglara yol acabildiginden tam1 degeri smirlidir. immun
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yetmezlikli hastalarda antikor iiretimi, degisken oldugundan ya da hi¢ olmadigindan sistemik
kandidoz tanisinda daha az yararli;; antijen salimimi fazla oldugundan antijen varli§inin
saptanmast tani i¢in daha degerli olarak kabul edilmektedir (44). 1980’den sonraki
calismalarda, saflastirilmis antijenler ve insan serumunda antikor saptayan RIA, EIA ile
O0zglin antijenlere karsi antikorlarin kantitasyonuna kadar degisen pek cok yoOntem
kullanilmigtir (44,53). Saflastirilmis antijenler esas olarak hiicre duvarindan ve C. albicans
blastokonidya ve ¢imlenme borularinin sitoplazmalarindan elde edilir. C. albicans hiicre
duvar igeriginden alt1 farkli tip (I-VI) antijen tanimlanmistir. Bu antijenlerden bir tanesi
mannan olup, kanda Candida hiicrelerinin sayilari arttikga antimannan antikorlar da artis
gostermektedir. Deventhar ve arkadaslari (54) immun yetmezlikli hastalarda mannan
antikorlarinin hemaglutinasyon inhibisyon testi ile duyarhiliklarin1 %64 6zgiilliiklerini %86
bulurken; Sendid ve arkadaslar1 (55) benzeri bir ¢alisma sonucunda duyarliligit %53,
Ozgulligli %94 olarak saptamiglardir. Cimlenme borusu antijenleri infektif dokudaki C.
albicans filamentdz fazi ile iligkili oldugundan doku invazyonu sirasinda bu antikorlarin
(CAGT) saptanmasi invaziv kandidoz igin yararli bulunmustur. Invaziv kandidoz riski tasiyan
hastalardan alinan ardisik serumlarda mikrobiyolojik tani konulmadan &nce CAGT’mn

gosterilmesi tan1 koydurucu olarak kabul edilmektedir (56).

Invaziv kandidoz olgularinda hasta serumlarinda C. albicans’in 54.3 kDA, 52 kDA, 47
kDA, 44 kDA’luk sitoplazmik antijenlerine karst olusmus antikorlar arastirilmaktadir. 47
kDA antijeni enolaz enziminin substrati olup, iyilesmekte olan invaziv kandidoz olgularinda
bu antijene karsi belirgin antikor yaniti olugsmasina karsin fatal seyirli olgularda yanit yok

yada ¢ok az olarak saptanmaktadir (57).

Na ve Song (58) sap’a kars1 olusan antikorlarin invaziv kandidoz olgularinda duyarlilik
ve Ozgiilliik oranlarin1 %70 ve %76 olarak belirlemis ve tan1 i¢in degerli olmadig1 sonucuna

varmistir.

Invaziv kandidoz tanis1 igin antikor testlerinin kullanimlarinda bir azalma séz konusu

olmakla birlikte immun yetmezlikli hastalar i¢in halen tan1 degerini korumaktadir (59).
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4.6.2.3. Kombine Testler

Bazi arastiricilar yaygin kandidoz tanisi i¢in kombine uygulanan antijen-antikor
testlerinin yararli oldugunu savunmaktadirlar (55). Invaziv kandidozlu bir grup hastada kan
kiiltiirleri ile birlikte antijen ve antikor saptayan testler kullanilmis hastalarin %73’{inde en az
bir pozitif kan kiiltiirii ile birlikte, testlerden bir veya iki tanesi pozitif bulunmus, hastalarin
bazilarinda ise kan kiiltiirleri pozitif olmadan 15 giin once serolojik testlerin olumlu oldugu
saptanmistir. Es zamanli olarak antijen-antikor testleri ile kan kiiltlirlerinin ¢aligilmasinin tani

i¢cin daha yararli bulundugu belirtilmistir (49).

Antijen-antikor testlerinin birlikte kullanildig: retrospektif bir caligmada ise 43 hastadan
alian 162 serum 6rneginde, C. albicans mannan serum antijenini saptayan test ile, duyarlilik
ve Ozgiillik %40 ile % 98 olarak saptanmakta, yalnizca antikor testi ile bu degerler sirasiyla
%53 ve 94 bulunurken, antijen ile antikor testi kombine edildiginde duyarlilik ve 6zgiilliik
%80 ve %353 olarak belirlenmektedir (55). Bu nedenle invaziv kandidoz tanisi i¢in kombine
olarak mannan antijen ve antikorlarini saptamanin daha yararli oldugu kabul edilmektedir

(51,55).

4.6.2.4. Metabolit saptayan testler

Kimyasal bir metabolit olan D-arabinitol C. krusei ve C. glabrata disinda bir ¢ok
Candida tarafindan tiretilmekte olup, serumda veya idrarda 6l¢iilmesi fungal metabolizmadaki
degisikliklerin bir gostergesi olarak kabul edilir. Gaz-likid kromatografisi yontemi ile idrarda
D-arabinitol/L-arabinitol oraninda artis saptanmasimin ndétropenik hastalarda infeksiyon
gostergesi oldugu bildirilmistir (44). Serumda D-arabinitol saptanmasi i¢in ise daha gelismis

tekniklere gereksinim duyulmaktadir.

4.6.3. Deri testleri

Kandidin gibi Candida ekstrelerinin deri-i¢i injeksiyonu ile gerceklestirilir. Normal
saglikl kisilerin %94’linde, 48 saat sonra 10 mm ¢apinda bir endiirasyon ortaya ¢ikar. Bu tip
reaksiyonlar gecirilmis ya da subklinik infeksiyonlar1 gosterir. Deri testinde Candida

antijenlerine yanit vermeyen kisinin yetersiz immiiniteye sahip oldugu varsayilir (60).
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4.6.4. Molekiiler Tam

Son yillarda 6zellikle hastanede ve yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan immun
suprese, organ nakli yapilmis, altta yatan hastaligi olan riskli hasta gruplarinda firsat¢i mantar
infeksiyonlarimin  sikliginda artis  gozlenmektedir (61,62). Bu nedenle Candida
infeksiyonlarinin erken dénemde taninmasi ve uygun antifungal sagaltima baslanmasi énem

kazanmistir (63).

Molekiiler tan1 yontemleri; tani yaninda cins veya tiir diizeyinde Candida’ larin
tanimlanmasi, epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi, antifungal
diren¢ genlerinin arastirilmasi, mutasyon incelemeleri, smiflandirma ve filogenetik

analizlerde kullanilmaktadir (64).

Molekiiler tan1 yontemleri hibridizasyon “‘probe’’larinin  kullanildigr sinyal
amplifikasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olmak {izere iki gruptur

(65).

4.6.4.1. Niikleik asit Amplifikasyon Teknolojileri

4.6.4.1.1. Polimeraz Zincir Reaksivonu (PZT)

Bu amagla 6zgiil bir gen bolgesine u¢ kisimlarindan homolog olan dizgilerden olusmus
bir ¢ift sentetik oligoniikleotid onciil (primer) ve termostabil 7ag DNA polimeraz kullanilarak
amplifikasyon islemi gerceklestirilir. Amplifikasyon i¢in kullanilan hedef gen bdlgeleri, 18S,
28S, 5.8S rDNA alt iinitelerine ait tiim mantarlar i¢in ortak, ¢ok tekrarl, iyi korunmus
bolgelerin genleri ile ““internal transcribe spacer’” (ITS1, ITS2), sitokrom p450 lanosterol 14-
alfa-demetilaz, aspartik proteinaz, aktin, kitin sentetaz, 1s1 sok proteinini kodlayan gen
bolgeleri olarak sayilabilir (65). Ayrica TRNA genleri icerdikleri korunmus ve degisken

bolgeleri ile filogenetik analizler i¢in uygun hedef bolgelerdir.

Einsele ve arkadaslarinin (66) yaptiklar1 bir ¢alismada mantar kolonizasyonu olan ve
olmayan febril notropenili hastalarla, kanitlanmis invaziv fungal infeksiyonlu olgular ve
saglikli goniillilerden kan oOrnekleri alimip, 18SrRNA gen bdlgesine yonelik PZT

uygulanmistir. Yontem ile saptanabilen en diisitk mantar miktar1 1 koloni olusturan {inite
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(KOU)/ml kan olup, her olguda tek drnek calisildiginda, duyarlilik %88, birden fazla 6rnek
calisildiginda %98 olarak bulunmustur

Risk grubunda bulunan hastalar i¢in daha kisa siirede sonu¢ alinan PZT yontemi ile
erken tani konulup uygun sagaltima baslanmasi ¢ok dnemlidir. Kiiltiire dayali yontemlerle
orneklerin cogunda Candida saptanmasi i¢in 48 saat tiir tanimlamasi igin genellikle ek bir 48
saat daha gerekmektedir. PZT ile ise daha kisa siirede sonuca ulasildig1 bildirilmektedir (64,
67-69).

Hizli ve duyarli olma 6zelligine karsin PZT kullanilan malzemenin nispeten pahali ve
tekniklerin komplike olusu, ¢ok sayida drnege birden uygulanamamasi gibi nedenler ile halen;

kiltlir ve serolojik tan1 gibi geleneksel uygulamalarin 6niine gegememistir (64,65).

Gilinlimiizde (“‘real-time’’) ger¢ek zamanli PZT veya daha yeni florasan teknolojileri
olan floresan enerji transferi gibi yontemler ile bir saatten kisa siirede sonug alinabilmekte ve

kontaminasyon onlenebilmektedir (65).

4.6.4.1.2. Sekanslama (Dizi Analizi)

Mantarlarin alternatif bir tanimlama yontemi niikleik asit dizi analizi yontemi olup,
kiiltiirde iiremis mantarlarin tanimlanmasi veya kan, doku gibi Orneklerde etken olan
mantarlarin tanimlanmasi amaciyla kullanimi gittikce daha ¢ok dnem kazanmaktadir (65)
Genis kapsamli PZT ve dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen niikleik asit dizisi veri
tabanindan bilinen diziyle karsilastirilir ve tanimlama yapilir. Yontem teknik olarak karmagik
olup, gelismis laboratuvar olanaklar1 gerektiren, pahali bir yontemdir. Ancak gelecekte

kullanimi artacak iimit verici bir teknik olarak giincelligini korumaktadir (65).

Dizi analizi verileri ile mantarlarin tanimlanmasi ve diger mantarlarla olan filogenetik
iligkisi belirlendiginde sagaltim icin antifungal ilaclarin se¢imi akilci olarak yapilabilmektedir

(70).

4.6.4.2. Sinyal Amplifikasyon Teknolojileri

Niikleik asit hibridizasyon problarinin kullanildig1 bu yontemler kiiltiir dogrulamasi i¢in

mikoloji labotatuvarlarinda sik kullanilmaktadir. Mantarlarin tanimlanmasi i¢in hazirlanmig
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ticari genetik problar Ozellikle kiiltiirde tiremis kiiflerin tanimlanmasinda tani degeri

bulmaktadir.

Sonu¢ olarak; Candida infeksiyonlarinin molekiiler tanisi i¢in degisik yaklasimlar
uygulanabilmektedir. Tek basina kullanilabilecek referans bir yontem bulunmamakta; bu

nedenle iki veya daha fazla yontemin birlikte kullanilmasi dnerilmektedir (64).

4.7. Antifungal Ilaclar ve Direnc

Fungal infeksiyonlardaki artisa paralel olarak sagaltim amaciyla antifungal ilaglarin
kullanimindaki artig beraberinde antifungal direng¢ gelisimi sorununu giindeme getirmistir (5,

71-73).

Antifungal direng; genis anlami ile antifungal sagaltimdaki basarisizlik olarak
tanimlanabilir  (74,75). Diren¢ klinikk ve mikrobiyolojik direng seklinde ortaya
cikabilmektedir. Klinik direng; bir infeksiyonun etkeni olan fungusun, laboratuvar
deneylerinde tamamen duyarli oldugu bulunan bir antifungal ila¢ ile sagaltilmasina karsin
infeksiyonun ilerlemesi veya relaps gostermesi olarak aciklanabilir. Mikrobiyolojik direng ise
primer yada intrensek ve sekonder yada kazanilmis dire¢ olarak karsimiza g¢ikar. Primer
diren¢ invivo veya invitro sartlarda ilag¢ ile karsilasmadan once bulunan direng; sekonder

direng ise ilag ile karsilastiktan sonra ortaya ¢ikan direng olarak belirtilebilir (75,76).

Giinlimiizde sistemik mantar infeksiyonlarinda kullanilan antifungal ilaglar; polyenler,
azol tiirevleri, pirimidin sentez inhibitorleri, allilaminler, hiicre duvar inhibitorleri ve yeni

antifungaller olarak sayilabilir (72-74).

4.7.1. Polyenler

4.7.1.1. Amfoterisin B

Streptomyces nodosus’dan elde edilen bu ilag fizyolojik pH’da suda ¢6ziinmediginden,

deoksikolat olarak hazirlanan parenteral formiilleri kullanilmaktadir (77).

Nefrotoksik yan etkilerinden dolay1 bu etkilerinin azaltilip, ila¢ etkinligini arttirmak

amaciyla lipid formiilasyonlar gelistirilmis ve klinik kullanima sokulmustur (77,78).
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Amfoterisin B (AmB) ve lipid formiilleri fungal hiicre membranindaki esas sterol olan
ergosterole baglanarak osmotik dengeyi etkiler. Baglanmayi hiicre i¢i potasyum, magnezyum,
sekerler ve metabolitlerin kaybi izler ve sonunda hiicre oliimii gerceklesir. AmB memeli
hiicrelerindeki kolesterole de baglanmakta ancak fungal hiicrelere gore daha az afinite
gostermektedir (78). Ek olarak oksidatif hasara yol agarak Candida’ lara karsit fungisidal
aktivite gosterdigi bildirilmistir (77).

AmB Candida tirleri, Cryptococcus neoformans, Aspergillus tlirleri ve Zygomycetes
smifindaki bir ¢ok patojen fungusa kars1 etklidir. C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. krusei,
Aspergillus terreus AmB’ye intrensek direnglidir. Bunun yaninda hem Candida hem

Cryptococcus tiirlerinde sekonder direng bildirilse de nadir olarak goriilmektedir (77).

AmB’ye karst sekonder diren¢ gelisimi membran lipidleri ve O6zellikle steroidlerin
degisimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ergosterol biyosentez basamaginda yer alan A5-6 desatiiraz
enziminde olusan degisiklikler nedeniyle ergosteroliin bulunmadigi ve diger sterollerin
biriktigi durumlarda ise sekonder direng gelisimi s6z konusu olmaktadir (79,80). Diger direng
mekanizmalar1 ise hiicre membraninin ergosterol iceriginde azalma ve katalaz aktivitesindeki

artisa bagli olarak oksidatif hasarin azalmasi olarak sayilabilir (79,80).

AmB’nin en ciddi yan etkisi nefrotoksisitesidir. Akut yan etkileri ise ates, dokiintii,

myalji, hipotansiyon, bronkospazm seklindedir (77).

4.7.1.2. Nistatin

Sistemik mantar infeksiyonlar1 i¢in uygun diger bir polyen antifungal olan lipozomal

nistatin ile ilgili klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir (74).

4.7.2. Azol Tiirevleri

Azoller, yiizeyel ve sistemik mantar infeksiyonlarinin sagaltiminda yaygin olarak
kullanilan antifungallerdir. Ik olarak 1960’larin sonunda sentetik azol bilesikleri kullanima
girmis olup, gittikce artan sayilart ile 6nemli bir antifungal grubu olusturmaktadirlar. Azol
halkasinda iki yada {i¢ azot bulunmasina gore imidazoller (klotrimazol, mikonazol,
ketokonazol) veya triazoller (itrakonazol, flukonazol, vorikonazol) olarak smiflandirilir.

Gelistirilmekte olan yeni kusak azoller ise posakonazol, ravukonazoldiir (74,80).
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Azoller, lanosteroliin ergosterole doniistimiinde rol oynayan 20 kadar enzimden bir
tanesi olan sitokrom P-450 bagimli C14 a-demetilaz1 (Ergl1p, lanosterol demetilaz) inhibe
ederek fungistatik etki gosterirlerler. Lanosterol demetilazin substratt mayalarda lanosterol,
kiiflerin ¢cogunda ise eburikoldiir. Enzimi kodlayan gen mayalarda ERGI1, kiiflerde CYP51

olarak isimlendirilmektedir.

Azollerin primer hedefi olan bu enzimin inhibisyonu, enzimin aktif kisminda yer alan
hem molekiiliiniin i¢ersindeki demir atomu ile azollerin nitrojen atomunun baglanmasi sonucu
gelisir. Boylece lanosteroliin demetilasyonu i¢in gereken oksijenin aktivasyonu engellenerek
ergosterol yapimi bozulur ve 14 o metillenmis steroller gibi sterol prekiirsorleri birikerek,
yapist ile fonksiyonu degismis bir plazma membrani olusur (74,80). Buna ek olarak
azollerdeki diger nitrojen atomu lanosterol demetilazin apoproteini ile direkt olarak iliskiye

girer ve bu nitrojen atomunun pozisyonuna gore azollerin enzime olan afinitesi degisebilir (5).

Azolerden ketokonazol oral olarak kullanilan ilk imidazol olup, Candida tiirlerine kars1
etkili olmasina ragmen diger azollere gore etkisi sinirlidir (77). Ketokonazoliin ciddi yan
etkileri s6z konusudur. Bunlar; hepatotoksisite, kusma, fotosensitivite, testesteron ve kortizol

diizeylerinin diismesi olarak sayilabilir (5,77).

Itrakonazol sadece oral olarak kullamlabilen bir bilesik olup, bircok Candida tiiriine ve
flukonazole direngli C. krusei ve C. glabrata’ya kars1 etkilidir. Ketokonazol gibi itrakonazol
de yag dokusu ve eksiidalarda yliksek konsantrasyonlarda bulundugu halde BOS’a gecisi

zayiftir. En 6nemli yan etkileri hepatotoksisite ve 6demdir (81).

Flukonazol, oral ve parenteral olarak kullanilabilen, gastrik pH’dan etkilenmeyen,
proteine az oranda baglanma ve diisiik lipofilik 6zellik gdstermesi nedeniyle viicut sivilarinda
ve BOS’da dagilimi1 iyi olan bir triazol bilesigidir. Bobreklerde metabolize olur ve %80’
degismeden idrarla atilir. Sayilan bu 6zellikleri nedeni ile 15 yildan beri mukozal ve invaziv

kandidozlu olgularin korunma ve sagaltiminda yaygin olarak kullanilmaktadir (82—84).

C. krusei flukonazole intrensek direnglidir. Baz1 C. glabrata izolatlar1 flukonazole doza
bagiml duyarl iken, %15 kadar1 gergek diren¢ gostermektedir. C. tropicalis, C. norvegensis,
C. dubliniensis ve C. inconspicua izolatlarinda genellikle yiiksek flukonazol minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmaktadir. Flukonazole kazanilmis direng basta C.

albicans olmak tizere ¢esitli Candida tiirlerinde gozlenmistir (77).
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Vorikonazol, C. albicans ve A. fumigatus ergosterol P-450 bagimli C14 a-demetilaz
enzimlerini flukonazole gore sirasiyla 1.6 ve 160 kat daha fazla oranda inhibe etmektedir. C.
albicans ve C. krusei lizerinde yapilan ¢alismalar, vorikonazolun ergosterol sentezini doza
bagimli bir sekilde inhibe ettigini ve bu acidan flukonazolden daha etkili oldugunu
gostermistir. Oral ve parenteral alinabilen vorikonazol hizli etkili olup, bioyararlanimi %90
civarindadir.Yan etki olarak goérme bulanikli1 ve gecigi transaminaz ytksekligi sayilabilir.
AmB, flukonazol, itrakonazol gibi standart antifungal sagaltimlar ile kiyaslandiginda daha

fazla etkili oldugu bildirilmistir (81).

Posakonazol yapisal olarak itrakonazole benzer ve Candida spp basta olmak iizere bir
cok fungusa karst vorikonazolden daha fazla etkilidir. Ozellikle Aspergillus spp.’ye

itrakonazolden daha etkili bulunmustur (74).

Ravukonazol en son gelistirilen azol tiirevi olup, invitro sartlarda Candida ve

Aspergillus tiirlerine oldukga etkili oldugu bildirilmistir (74).

Azol tiirevlerine direng farkli mekanizmalar ile gelisebilmektedir. Bu mekanizmalar su
sekilde siralanabilir:

1) Hiicre i¢inde ilag¢ birikiminde azalma

ii) Erg 11p’nin (lanosterol demetilaz) azollere afinitesinde azalma

1i1) Erg 11p’nin hiicresel igeriginde artma

iv) Ergosterol biyosentezinde rol alan sterol A5-6 desatiiraz enziminin inaktivasyonu

(74,80,82).

1) Hiicre icinde ila¢ birikiminde azalma, ilacin hiicre i¢ine aliminda bozukluk veya ilacin
aktif pompalar ile atiminin artmasi sonucu meydana gelmektedir (74). Hiicre membran
sterollerindeki ve/veya fosfolipidlerindeki degisim nedeni ile membran permeabilitesinde
degisim ve dolayisiyla hiicre i¢ine ilag aliminda azalma ortaya g¢ikmaktadir (79). Ancak
azollerin hiicre icine alinmasi pasif difiizyon ile gergeklestiginden esas sorumlu

mekanizmanin spesifik ilag pompa sistemlerinin asir1 salinimi oldugu bildirilmektedir (74,85).

Funguslarda ATP baglayan kaset (‘“ATP binding cassette’” (ABC)) siiper ailesi ve

major kolaylastirici (‘‘major facilatators’” (MFs)) siiper ailesi olmak iizere iki tip aktif atim
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pompa sistemi mevcuttur (86). ABC sistemi ATP hidrolizi, major kolaylastiricilar ise proton

gradienti yoluyla gereken enerjiyi saglar.

MFs’ler arasinda bulunan MDRI (BENr, benR) geni flukonazol i¢in 6zgiil olup, CDR1
ve CDR2 ise ABC siiper ailesinin baslica genleridir (87,88). CDRI asir1 saliniminin
flukonazol, itrakonazol, ketokonazol gibi azollere c¢apraz dirence neden oldugu
bildirilmektedir (74). C. albicans suslarinda flukonazol direncine neden olan mekanizmalar

arasinda en sik goriileni ¢oklu atim pompa tasiyicilarinin fazla yapimidir (89).

Son yillarda yeni bir MFs geni olarak bulunan FLUI geninin azol direnci ile iligkili

olmadigi belirtilmistir (74).

i1) Erg 11p’nin azollere afinitesinde azalma: Hedef enzim C14 a-demetilaz (Ergl1p)’yi
kodlayan ERGI1 geni ile iligkili olarak iki sekilde diren¢ gelisimi s6z konusudur. Bunlardan
bir tanesi, meydana gelen nokta mutasyonlar nedeniyle ila¢ ile enzimin baglanmasini bozan
yapisal degisikliklerin ortaya ¢ikmasi ve buna bagli olarak ilacin Ergllp’ye afinitesinin

azalmasidir.

Azol direngli C. albicans suslarinda simdiye dek toplam 83 amino asit degisimi
bildirilmistir (74,90). Direng ile iligskilendirilmis nokta mutasyonlar: F72L, F105L, F126L,
Y132H(F), F126L, K143R, K143E+T229A, T315A, G464S, S405F, R467K, G450E, olarak
sayilabilir (90-92).

ii1) Erg 11p enzimini kodlayan ERGII geninin asir1 ekspresyonu hiicre i¢i Ergllp’de
artisa ve ketokonazol, itrakonazol gibi azollere karsi capraz direng gelisimine neden
olmaktadir. Bir c¢aligmada orofaringeal kandidozlu AIDS hastalarindan soyutlanan
flukonazole direngli C. albicans izolatlarinin %35’e yakininda ERGI1 ekspresyonunda artig

ve buna bagli olarak direng gelisimi saptanmistir (87,88).

Ek olarak ERG genlerinin diizenlenmesinde bir koordinasyon mevcut oldugundan, bu
artis diger ERG genlerinin ekspresyonunda artisa yol a¢gmaktadir. Diger ERG genlerinin
hedefi olan azoller de bu yolla etkilenerek duyarliliklarinda azalma ortaya ¢ikmaktadir (93).

iv) Ergosterol biyosentezinde degisiklik: Ergosterol biyosentez yolunda bulunan ERG3
geni ile kodlanan A5-6 desatiiraz enziminin inaktivasyonu ile biyosentez yolunun degismesi
veya ERG3 genindeki mutasyonlara bagli olarak ergosterol yerine 14a metil fekosterol

birikimi azol direncine neden olmaktadir (79).
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Sonug olarak; azol tiirevlerine direng gelisim mekanizmalarinin birden fazla sayida ve

oldukca karmasik oldugu ve de basamakli bir tarzda ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (94,95).

4.7.3. 5 Flusitozin (Florositozin)

5 Flusitozin, niikleik asit sentez inhibitorlerindendir. Sitozin permeaz araciligiyla
mantar hiicresine girer ve burada sitozin deaminaz ile 5 florourasile doniisiir. Florourasil,
urasil fosforibozil transferaz enzimi ile toksik metabolitlere doniisiir ve bu metabolitler
niikleik asit sentezini ve sitozin deaminazi inhibe eder (74). 5 Flusitozin, sitozin deaminaz

enzimi memelilerde bulunmadig1 i¢in secici olarak funguslara toksik etki gosterir.

5 Flusitozin ile ilgili esas sorun flusitosin monoterapisi nedeni ile sekonder direncin
kolaylikla gelisebilmesidir. Direng siklikla nokta mutasyonlarla olusmaktadir (75). Intrensek
direng ise; sitozin deaminaz veya urasil fosforibozil transferaz aktivitesindeki bozukluklara

bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (75,79).

4.7.4. Hiicre Duvarina Etkili Antifungaller

Hiicre duvarina etkili antifungal ilaglar, glukan, kitin ve mannan sentez inhibitorleri
olarak ii¢ grupta toplanir. Bu yapilar insan hiicresinde bulunmadig: i¢in bu grup ilaclarin

selektif toksisite avantajlari bulunmaktadir.

Glukan sentez inhibitorleri, p-(1,3)-glukan sentaz enzimini inhibe eder. Papulakandin,
akulesin, ekinokandin ve pndmokandin bu grupta bulunmaktadir. Kitin sentez inhibitorleri
arasinda polyoksin ve nikkomisinler yer almakta ve UDP-N-asetil glukozamin analogu olarak
kitin sentezini engellemektedirler. Mannan sentez inhibitorleri arasinda ise paramidisin ve
benanomisin bulunur. Kaspofungin gibi ekinokandinler antifungal ilaclar arasinda en yeni
gruptur. Etkilerini, B-(1,3)-glukan sentezini inhibe ederek gosterirler. Bunun yaninda hiicrenin
ergosterol, lanosterol gibi diger bilesenlerini de etkiledikleri saptanmustir. C. albicans’in
tasidig1 FKSI, FKS2, FKS3 genlerinde olusan mutasyonlarin kazanilmis dirence yol actigi
bildirilmektedir (77,96).
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4.7.5. Allilaminler

Allilaminler, skualenden lanosterol yapiminda rol oynayan skualen epoksidaz ve 2,3-
oksidoskualen siklaz enzimini inhibe ederek etki gosterir. Bu enzimlerin eksikleri sonucu
ergosterol eksikligi olusmakta ve skualen birikimi ile membran yap1 ve fonksiyonlari

bozulmaktadir (97).

Klinik kullanimda olan tek sistemik allilamin terbinafin olup, Candida tiirlerinin ¢oguna
fungistatik, dermatofitler ve filamantoz funguslara fungisidal etkilidir (74). Allilaminlere
direng gelisiminde, ¢oklu ilag pompa sistemlerinin aktivitelerinde artis veya pompalari

kodlayan genlerin fazla regiilasyonu rol oynamaktadir (97).

4.8. Antifungal Duyarhhk Testleri

Sistemik fungal infeksiyonlarin sagaltimi amaciyla antifungallerin kullaniminda artis,
beraberinde diren¢ sorununu giindeme getirmistir. Boylece antifungal duyarlilik testlerinin

kullanimi ve O6nemi artmistir. Bu testlerin uygulanmalarini arttiran nedenler su sekilde

siralanabilir (98):
1) Ampirik antifungal kullaniminda yol gdsterici olmalari

11) Kandidemi gibi olgularda uzun siireli sagaltimlar i¢in uygun ilacin sec¢iminde

belirleyici olmalar1

ii1) Tekraralayan mukozal hastaliklarda alternatif sagaltimlarin uygulanmasina yardimei

olmalan

1983 yilinda ““Clinical and Laboratory Standards Institute’” (CLSI) tarafindan kurulan
bir alt komite mayalar ile ilgili antifungal duyarlilik testlerinin standardizasyonu ¢aligsmalarina
baslamis olup; 1992 yilinda ilk referans yontem olan buyyon makrodiliisyon yontemini kabul
ederek M27-P belgesini yaymlamistir. Duyarlilik testleri iizerine etkili olan inokuliim
biiyiikliigii ve hazirlanmasi, inkiibasyon zamani ve 1sis1, besiyeri igerigi ve pH’si, son
noktanin belirlenmesi gibi faktorlerle ilgili calismalar sonrasinda M27-T belgesi agiklanmistir

(99,100).
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1997 yilinda M27-A ve 2002 yilinda M27-A2 olarak bildirilen belgelerle kulanilmakta
olan antifungaller i¢in duyarlilik ve direng sinirlar1 belirtilerek mayalar icin testler standardize
edilmistir (101). 2002 yilinda CLSI flukonazol i¢in disk diffiizyon testinin standartlarint M44-
P olarak belirlemistir (102). Kiif mantarlarinin duyarlilik testleri icin ise M38-P belgesi
kullanilmaktadir (99,100). “European Committee for Antimicrobial Suspectibility Testing”
(EUCAST)’1n 6nerisi ise M27-A belgesi ile belirlenen mikrodiliisyon yontemini, diiz tabanh
plaklar ve %2 oraninda glukoz ilaveli RPMI 1640 besiyeri kullanarak, 24 saatte
spektrofotometrik olarak liremeye goére bulanikligin %50 oraninda azaldigi kuyucuktaki

degerin MIK degeri olarak kabul edilmesi seklindedir (103).

Antifungal duyarlilik testleri; diliisyon ve difiizyon temeline dayali yontemler olarak iki
grupta incelenebilir. Diliisyon temeline dayanan testler; makrodiliisyon, mikrodiliisyon,
kolorimetrik mikrodiliisyon ve yar1 kati agar diliisyon yontemleridir. Difiizyon temeline
dayanan testler ise disk diflizyon ve E test yontemleridir. Ayrica flovsitometrik ve ergosterol

kantitasyonu gibi yontemler de kullanilmaktadir (104—106).

4.8.1. Diliisyon Temeline Dayah Testler

4.8.1.1. Makrodiliisyon yontemi

CLSI tarafindan belirlenen M27-A2 standartlar1 i¢erisinde Candida tiirleri i¢in Onerilen
referans yontemdir. Bu yontemde besiyeri olarak son konsantrasyonu 0.165mol/L olacak
sekilde MOPS ile oda 1sisinda tamponlanan L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz ve pH
indikatorii olarak fenol kirmizisi iceren RPMI 1640 sentetik besiyeri kullanilmaktadir
(100,101). EUCAST son glukoz konsantrasyonunun %2 olmasmin mayalarin, MIK
degerlerini degistirmeden daha iyi iiremesini saglayarak MiK son noktasinin saptanmasini

kolaylagtirdigini belirtmektedir (103).

Candida tiirlerinde AmB direncinin saptanmasinda RPMI 1640 besiyerine gore
“antibiotic medium 3” besiyerinin kullanilmasi Onerilmektedir. Makrodiliisyon yontemi
zaman alic1 ve pahali oldugundan az 6rnek sayisi i¢in uygun goriilmektedir (104-106). CLSI
degerlendirmenin 48 saatlik 35°C deki inkiibasyondan sonra AmB i¢in gozle; azoller igin
gbzle ve spektrofotometrik olarak yapilmasimi dnermektedir. AmB i¢in, MiK degeri olarak,

iiremenin tam inhibe oldugu yani hi¢ bulanikligin izlenmedigi kuyucuktaki konsantrasyon
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kabul edilir. 5 Flusitozin ve azoller i¢in gozle okumada kontrol kuyucugundaki tiremeye gore
bulanikligin belirgin olarak azaldigi kuyucuktaki konsantrasyon MIK degeri olarak kabul
edilirken spektrofotometrik olarak iiremeye gore bulanikligin %80 oraninda (1/5 dillisyonluk)

azaldig1 kuyucuktaki deger kabul edilmektedir (100,101).

4.8.1.2. Mikrodiltisyon yontemi

Mikrodiliisyon yontemi, yaklasim olarak makrodiliisyon ydntemine benzer ancak
makrodiliisyon yonteminin uygulama zorluklarindan dolay1 tercih edilmektedir. Bu
yontemde; U tabanli 96 cukurlu mikrodiliisyon plaklari, RPMI 1640 besiyeri, iki kat
konsantrasyonda ilag ve maya siispansiyonlart kullanilir (105). CLSI, 24. ve 48. saatlerde
gozle ve azoller icin spektrofotometrik olarak degerlendirme 6nermektedir. Buna gére AmB
i¢in; liremenin tam inhibe oldugu yani bulanikligin izlenmedigi kuyucuktaki konsantrasyon, 5
flusitozin ve azoller icin ise gozle okumada lireme kontrole gore bulanikligin belirgin olarak
azaldig1 kuyucuktaki konsantrasyon ve de spektrofotometrik olarak iiremeye gore bulanikligin
%50 oraninda azaldig1 kuyucuktaki deger MIK degeri olarak kabul edilmektedir (102—105).
Flukonazol i¢in 64 pg/ml ve iizerindeki MIK degeri saptanan izolatlar direncli (R), 16-32
ng/ml arasindaki MIK degerleri doza bagimli duyarli (DBD) ve 8ug/ml ve alt1 ise duyarli (D)
olarak kabul edilmektedir (107,108).

4.8.1.3. Kolorimetrik mikrodiliisyon yontemi

Bu yontem, mikrodiliisyon yontemine oksidasyon-rediiksiyon indikatdrii olan alamar
mavisi, XTT veya MTT eklenmesi ile uygulanmaktadir. MIK degerlerinin daha kolay

okunmasini ve daha objektif son nokta elde edilmesini saglayan bir yontemdir (104).

4.8.1.4. Yar1 kati agar diliisyon yontemi

Yar kati agar diliisyon yontemi, tarama yontemi olarak kullanilabilen basit ve hizli bir
testtir. Besiyeri olarak %0.5 agar ve %2 dekstroz iceren beyin-kalp inflizyon yar1 kat1 agar
kullanilir. Kalite kontrol ve diger referans izolatlar ile yapilan ¢alismalarda makrodiliisyon
testi ile uyum gosterdigi bildirilmistir (104). Ayrica bir baska ¢alismada, ayn1 miktarda agar
ve dekstroz eklenen RPMI 1640 agar kullanildiginda flukonazol ve AmB i¢in mikrodiliisyon
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yontemi ile sirasiyla %71 ve %79 oranlarinda uyumlu sonuclar elde edilmistir (109). Provine

ve arkadaslar1 (110) bu yontemi ucuz ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle 6nermektedir.

4.8.2. Difiizyon Temeline Dayah Testler

4.8.2.1. Disk difiizyon yontemi

CLSI tarafindan M44-P belgesinde standartlarinin belirlendigi disk difiizyon
yonteminde 25 ve 50 pg’lik flukonazol diskleri ile cesitli besiyerlerinin kullaniminin
denendigi ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir (102,111,112). CLSI besiyeri olarak 0.5 pg/mL
metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton agarin kullanilmasini  6nermektedir (102).
Flukonazol diskleri i¢in siir degerler CLSI tarafindan >19duyarli, 15-18mm DBD, <14mm
direncli olarak belirlenmistir (102).

4.8.2.2. E test yontemi

E test ydntemi, antifungal ajanin emdirildigi plastik seritlerin kullanilarak MIK
degerinin saptanabildigi bir difiizyon testidir. Pahali olmasina ragmen uygulanmasi kolay bir
yontemdir. Azoller i¢in fosfat tampon ile, AmB i¢in MOPS ile tamponlanan ve %2 dekstroz

eklenmis RPMI 1640 agarin kullanilmasi 6nerilmektedir (104).

4.8.3. Diger Yontemler

4.8.3.1. Flovsitometrik yontem

Flovsitometri yonteminde DNA’ya baglanma yetenegi olan boyalar ile 6lii ve canli
hiicreler hizlica birbirinden ayrilabilmektedir (105). AmB, flukonazol, ketokonazol ve 5-FC

ile yapilmis olan uygulamalarinda referans yontem ile uyumlu sonuglar alinmistir (113).

4.8.3.2. Ergosterol kantitasyonu

Bu yontemde, ergosterol sentezi kantitatif Olgiilerek Ozellikle azol grubu ilaglarin

etkinligi arastirilir (105). C. albicans izolatlarinda flukonazol duyarliliginin arastirildigi bir
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calismada ergosterol kantitasyonu ve buyyon mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglar
uyumlu bulunmus; DBD ve R suslarin ergosterol kantitasyonu ile birbirlerinden ayrilabildigi

bildirilmistir (114).
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Suslar

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarma génderilen
klinik 6rneklerden Aralik 2003-Ocak 2005 tarihleri arasinda soyutlanan ve rutin tanimlama
yontemleri uygulanmig toplam 650 adet C. albicans susu alindi. Ayrica Hacettepe
Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan génderilen ii¢ adet,
Uludag Universitesi Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali’ndan
gonderilen bir adet flukonazole direngli/doza bagimli duyarli C. albicans susu da ¢alismaya
dahil edildi. Baglant1 kurdugumuz Prof. Dr. Dominique Sanglard tarafindan gonderilen DSY
289 no’lu Y132H mutasyonu bulunan sus ile beraber DSY 290, DSY 292 no’lu iki adet
flukonazole direngli ve DSY 347 no’lu bir adet flukonazole duyarli C. albicans susu da
arastirmamizda kontrol olarak kullanildi. Tiim suslar %50 gliserol iceren beyin kalp inflizyon

buyyonunda (BHI) -80°C’de stoklandi.

5.2. Tanimlama Yontemleri

Stok besiyerlerinden SDA’ya pasajlanan o6rnekler 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilerek
tiretildi. Suslarin flukonazol duyarliliklar: belirlendikten sonra segilen suslara tekrar ¢imlenme
borusu testi uygulandi, misir unu tween 80 agar ve CHROMagar Candida (CHROMagar,
Fransa) besiyerlerindeki goriiniimleri degerlendirildi ve API 20C AUX (Biomérieux, Fransa)
identifikasyon islemi uygulandi. Uygulanan yontemler sonucunda C. albicans olarak

tanimlanan suslar arastirmaya alindi.

5.3. Antifungal Duyarhlik Calismasi

Laboratuvarimizda soyutlanan ve tamimlanan 650 adet C. albicans susu ile diger
Universitelerden gonderilen toplam dort adet C. albicans susunun flukonazole duyarliligt
““Clinical and Laboratory Standards Institute’> (CLSI) tarafindan Onerilen M27-A2
standartlarina gore mikrodilusyon yontemi ile ¢alisildi (101). Flukonazol duyarliliklarina gore
secilen suslarin diger antifungalllere duyarliliklar i¢in ise yine M27-A2 standartlarina gore

mikrodiliisyon yontemi uygulandi (101). Uygulanan mikrodiliisyon yonteminde kalite kontrol
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suslar1 olarak C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 90018 ve C. krusei ATCC
6258 kullanildi.

5.3.1. Duyarhhk Calismasi Icin Gereken Maddelerin Hazirlanmasi

5.3.1.1. Besiveri Hazirlanmasi

CLSI Onerisi olan L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz, renk indikatorii olarak fenol
kirmizisi igeren RPMI 1640 besiyeri (Sigma R 6504) son konsantrasyonu 0.165 mol/L olacak
sekilde 3-N-morfolinopropan sulfonik asit (MOPS) (Sigma) ile 25°C’de pH 7.0’ye
tamponlandi. Daha sonra 0.45 pm’lik filtreden siiziilerek steril hale getirildi ve +4°C’de

saklandi.

5.3.1.2. Kullanilan Iaclar ve Konsantrasyonlart

Duyarlilik ¢alismasi i¢in kullanilan antifungaller, flukonazol (AppliChem-BioChemica
A6349,0100), 5 flusitozin (Fluka 47576), amfoterisin B (Fluka-BioChemica 10042),
itrakonazol (Sigma 16657), ketokonazol (Sigma 2857), mikonazol (Sigma M3512),
klotrimazol (Sigma 2914) seklinde idi. Antifungallerin DMSO ile sulandirilarak stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Stok soliisyonlar RPMI 1640 besiyeri ile diliie edilerek istenen son
konsantrasyonlar1 elde edildi ve alikotlanarak -70°C de saklandi. Kuyucuklardaki son
antifungal konsantrasyonlar1 CLSI’nin 6nerisi dogrultusunda flukonazol i¢in 64-0.125 pg/ml,
5 flusitozin i¢in 64-0.125 pg/ml, ketokonazol ve AmB i¢in 16-0.03 pg/ml, diger antifungaller

icin flukonazol konsantrasyonlarinda olacak sekilde ayarlandi.

5.3.1.3. Maya Inokulumlarvun Hazirlanmasi

SDA’ya iki kez pasaj yapilarak saf kiiltiirleri elde edilen >Imm c¢apli kolonilerden 3-5
koloni, 5 ml %0.9’luk serum fizyolojik i¢inde, bulaniklik derecesi Mc Farland 0.5 olacak
sekilde siispanse edildi ve silispansiyon tiipleri vorteks ile karigtirildi. Bu siispansiyonda 1-
5x10° KOU/ml maya bulunmakta olup, RPMI 1640 ile diliie edilerek 1-5x10° KOU/ml i¢eren

maya silispansiyonu elde edildi. Testin uygulanmasi sirasinda maya siispansiyonu besiyeri ile
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1:1 oraninda dilue oldugundan istenen son konsantrasyon olan 0.5-2.5x10° KOU/ml’ ye

ulasilmis oldu.

5.3.2. Testin Uygulanisi

Steril, 96 kuyucuklu, U tabanli mikrodiliisyon plaklar1 kullanilarak CLSI M27-A2
standartlarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi uygulandi (101). Plaklar 48 saat 35°C’de
inkiibe edildi.

5.3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tim suglarin 24. ve 48. saatlerde gozle ve azoller i¢in ek olarak spektrofotometrik
olarak degerlendirmeleri yapildi. Gézle okumada M27-A2 oOnerisi dogrultusunda AmB igin
{iremenin tam inhibe oldugu yani bulanikhigin izlenmedigi kuyucuktaki konsantrasyon MIK
degeri olarak kabul edildi. 5 Flusitozin, flukonazol ve diger azoller i¢in MiK degeri gozle
okumada bulanikligin belirgin azaldig1 kuyucuktaki konsantrasyon olarak belirlendi. Azoller
icin plaklar 5 dakika calkalandiktan sonra spektrofotometrik olarak 492 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6l¢iildii ve iireme kontrole gére %50 oraninda inhibisyon gerceklesen
kuyucuktaki deger MIK degeri olarak kabul edildi (101,102). CLSI 6nerisi dogrultusunda
flukonazol i¢in MIK degeri >64 pg/ml R, 16-32 pug/ml DBD, <8ug/ml D, AmB igin >1pg/ml
R, <I D, 5 flusitozin i¢in >32pg/ml R, 8-16pg/ml orta duyarl, <4pg/ml D, itrakonazol i¢in >1
R, 0.25-0.5pg/ml DBD, <0.125 pg/ml D olarak kabul edildi.

Antifungal duyarlilik ¢aligmasi sonucunda yedi adet flukonazole R/DBD C. albicans

susu belirlendi. Bunun yaninda ¢alismaya on adet flukonazole D C. albicans susu dahil edildi.

5.4. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

REA c¢alismasina yedi adet flukonazole R/DBD, on adet de flukonazole D C. albicans
susu alindi. Bu analizde Prof. Dominique Sanglard tarafindan gonderilen flukonazole R ve
Y 132H mutasyonu bulunan C. albicans susu (DSY 289) ile bu mutasyonun bulunmadigi
flukonazole D C. albicans susu (DSY 347) kontrol suslari olarak kullanildi.
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5.4.1. DNA Eldesi (Ekstraksiyon)

Uretilen suslardan DNA ekstraksiyonu ‘“yeast extract peptone dextrose’’ (YPD) agar’da
(Difco, Franklin Lakes, A.B.D.) 37°C’de 48 saat inkiibe edilen C. albicans suslarmin bir
kolonisi 5Sml’lik YPD buyyon (Difco, Franklin Lakes, A.B.D.) igeren tiliplere alinarak 37°C’de
48 saat daha inkiibe edilerek gercgeklestirildi (115). S5ml’lik YPD buyyon tiipleri i¢inde
bulunan 6rnekler Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak, iiretici
firma Onerisi dogrultusunda ekstraksiyona alindi. Ekstraksiyon uygulamasindan 6nce kitin

onerisi dogrultusunda bazi ¢ozeltiler hazirlandi. Bunlar:
10 mM EDTA (pH: 8.0) (Applichem A 5097,0250)
Litikaz (Sigma L 2524)

Sorbitol tampon: 1.2M sorbitol, 10mM CaCl,, 0.1M Tris/Cl, ayr1 ayr1 hazirlanip
otoklavlandiktan sonra esit hacimlerde alinip 35mM B-merkaptoetanol ile karistirilarak

hazirlandi.

5 ml’lik YPD buyyon i¢inde bulunan 6rnekler 5,000xg’de 10 dakika santrifiijlendi ve
stipernatan atildi. Cokeltiye 1ml 10 mM EDTA eklenip, 5,000xg’de 10 dakika daha
santrifiijlendi ve siipernatan atilip ¢okelti elde edildi. Elde edilen ¢okelti kit Onerisi olan 6n-
lizis islemine alinarak 600 pl sorbitol tampon ve 50U (5.8ul) litikaz ile ependorf tiiplerinde
siispanse edildi. Siispansiyon 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda &rnekler
2,000xg’de 10 dakika santrifiijlenip, siipernatan atildiktan sonra elde edilen ¢okeltiye 180ul
tampon T1 ve 25ul proteinaz K soliisyonu eklenerek, vortekslendi. Ornekler, 56°C'de su
banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler vortekslendikten sonra
200ul tampon B3 eklendi, tekrar vortekslendi ve 70°C'de 10 dakika inkiibe edilerek lizis
islemi tamamland1. Ornege 210ul %96-100liik etanol eklendi ve vortekslendi. Ornek 2 ml'lik
bir toplama tiipiline yerlestirilmis olan Nucleospin Tissue kolona dolduruldu ve 11,000xg'de 1
dakika santrifiijlendi. Sivinin toplandig1 toplama tiipii atildi ve kolon yeni bir toplama tiipii
icine yerlestirildi. Bu islem ile DNA’nin silika membrana baglanmasi saglandi. 500ul tampon
BW eklendi ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiijlendi. Stvinin toplandig1 toplama tiipii atildi ve
kolon yeni bir toplama tiipii icine yerlestirildi. Kolona 600ul tampon BS5 eklendi, 11,000xg'de
1 dakika santrifiijlendi ve yine sivinin toplandigi toplama tiipii atildi, boylece silika

membranini yikama islemi gerceklestirildi ve kolon yeni bir toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.
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Silika membrani kurutmak icin 11,000xg'de 1 dakika santrifiij uygulandi. Kolon 1.5 ml'lik
mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi. Yiiksek iiriin ve konsantrasyonda DNA eldesi i¢in silika
membran lizerine 6nceden 1sitilmig (70°C) 50ul eliisyon tampon BE eklendi, oda 1sisinda 1
dakika inkiibe edildi ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiijjlendi; aynmi igslem bir kez daha
tekrarlandi. Boylece DNA eldesi 100ul hacimde tamamlandi.

5.4.2. REA Yonteminin Uygulanmasi

5.4.2.1. REA Icin Yapilan PZT Icin Gereken Malzemelerin Hazirlanmast

Tamponlar

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

e 25 mM MgCl, (MBI Fermentas EPO 402)

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

olacak miktarda kullanild.

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

otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.
TE tamponu i¢in Tris ve Na,EDTA ¢o6zeltisi hazirlanmasi:

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

1s1sinda saklandi.

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

tamamland1 ve oda 1sisinda saklandi.

e Onciiller, 1ml TE ¢ozeltisi ile sulandirildi ve bu ana diliisyondan distile su ile

10pmol/pl’lik alikotlar hazirlanip -20°C’de saklandi.
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5.4.2.2. REA Icin Yapilan PZT Calismasinda Kullanilan Onciiller

REA-F onciilii (Sigma 9668-029)
5’-AGATCATAACTCAATATGGC-3’
Tm 53.0°C

REA-R onciilii (Sigma 9668-030)
5’-GTTGAGCAAATGAACGGTCA-3

Tm 63.7 °C

5.4.2.3. REA Icin Yapilan PZT Karisimu ve Isi Dongiisii

REA uygulamak icin yapilan PZT dongiisii Asai ve arkadaglarinin (116) onerdigi
sekilde 50 pl’lik total hacimde asagidaki miktarlar kullanilarak optimize edildi.

Reaksiyon Hacmi Son konsantrasyon
Niikleaz igermeyen steril distile su 32.2ml -
10x*“Tag’’ DNA tampon S5ul Ix
25 mM MgCl, 2.5l 1.5 mM
dNTP karisimi 1 ul 0.2 mM
REA-F onciilii 2 ul 20 pmol
REA-R Onciilii 2 ul 20 pmol
““Taq’’ DNA polimeraz 0.3ul 2.5 U/50ul
DNA 5pul -
Toplam hacim 50 pul -

Reaksiyon 1s1 dongtisti

94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon
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94°C’de 30 saniye denatlirasyon

60°C’de 30 saniye birlesme 30 dongii
72°C’de 1 dakika uzama

72°C’de 10 dakika son uzama

+4°C’de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.4.2.4. REA Icin Yapilan PZT Uriiniiniin Goriintiilenmesi

5.4.2.4.1. Gériintiileme Icin Gereken Malzemelerin Hazirlanmasi

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

litreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

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

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

DNA “‘ladder’’: PZT ile elde edilen DNA {iriinliniin tanimlanmas1 i¢in (MBI Fermentas

SM 0371), tiretici firma tarafindan onerilen sekilde hazirlanarak kullanilda.

5.4.2.4.2. REA Icin Yapilan PZT Uriiniiniin Goriintiilenmesi

TBE tamponu ile %?2’lik agaroz jel hazirlandi, igine %5 oraninda etidyum bromiir
solisyonu eklendi ve karigim jel kalibina dokiildii. 10 pl PZT firiini, 2 pl yiikleme tamponu
ile karistirildi. 3pl DNA ladder ve iirlinlerin 10 pl’si jel kuyucuklarina yiiklendi. Elektroforez
tank1 1X TBE tamponu ile doldurularak, jele bu tank i¢inde 120 V’da 40 dakika elektroforez
yapildu.
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Sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelendi ve bilgisayarli goriintiileme cihazinda
(Syngene GeneSnap, Synoptics Ltd., A.B.D.) goriintiilendi. 673 baz ciftlik (bp) iiriin varlig
pozitif olarak degerlendirildi.

5.4.2.5. REA Calismast

PZT uygulanan suslarin tiimii purifiye edildikten sonra REA ¢alismasina alindu.

5.4.2.5.1. Purifikasyon Calismasi

PZT caligmasina alinan tiim suslara tiretici firma (Bio Basic Inc.EZ-10 Spin Column

PCR Product Purification Kit) dnerisi dogrultusunda saflastirma islemi uygulandi.

5.4.2.5.2. REA IslemininUygulanmasi

REA i¢in Rcal enziminin izosizomeri olan Pagl(BspHI) enzimi (Fermentas ER
1281/400U), 10x tampon ile birlikte kullanilarak 20pl toplam hacim igerisinde reaksiyon
gerceklestirildi.

Pagl (BspHI) enzimi
5°.. T"CATGA..3’
3’.. AGTAC'T..S’

Reaksiyon Hacmi

Niikleaz icermeyen steril distile su 7 ul
10x tampon 2 ul
Pagl (BspHI) enzimi 1 pl
DNA 10 pl
Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon karigimi 37°C’de 2 saat siireyle 1s1 blogunda tutuldu.
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Elde edilen iirtinler %2’lik agaroz jel yardim ile etidyum bromiir ile boyanip, 120 V’da
40 dakika elektroforez uygulanarak goriintilendi. Sonuglar, kontrol olarak kullanilan
mutasyonlu ve mutasyonsuz C. albicans suslarinin mevcut bant paternlerine gore

degerlendirildi.

5.5. Dizi Analizi i¢cin PZT Yonteminin Uygulanmasi

Dizi analizi i¢in PZT ¢alismasi i¢in hedef bolge olarak lanosterol demetilaz enzimini
kodlayan ERGI1 gen bdlgesi secilerek, Marichal ve arkadaglarinin (117) uyguladigi PZT

yontemi kullanildi.

Calismaya toplam yedi adet flukonazole R/DBD, on adet de flukonazole D C. albicans
susu alindi. Arastirmamiza REA ¢alismasinda kontrol olarak kullandigimiz flukonazole R ve
Y132H mutasyonu bulunan C. albicans susu DSY 289 ile bu mutasyonun bulunmadig:
flukonazole D C. albicans susu DSY 347 de dahil edildi. DNA eldesi saglandiktan sonra
uygun tamponlar, onciiller, Ampli7agGold DNA polimeraz enzimi (Applied Biosystems,
Foster City, Kanada) kullanilarak dizi analizi-PZT c¢alismas1 gerceklestirildi.

5.5.1. Dizi Analizi I¢in Yapilan PZT Uygulamasi i¢cin Gereken Malzemelerin

Hazirlanmasi

Tamponlar

AmpliTagGold DNA polimeraz enzimi (Applied Biosystems, FosterCity, Kanada)
(sU/pl)

10x TagGold tampon ve 25 mM MgCLII (Applied Biosystems, FosterCity, Kanada)
dNTP karisimi (Fermentas R0192): REA PZT isleminde kullanildig: sekilde hazirlandi.
TE tamponu (pH:8.0): REA PZT isleminde kullanildig1 sekilde hazirlandi.

Onciiller, 1ml TE ¢ozeltisi ile sulandirildi ve bu ana diliisyondan distile su ile

10pmol/pul’lik alikotlar hazirlanip -20°C’de saklanda.
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Onciiller

ERG-A onciilii (PZT-F) (Sigma 9679-050)
5’-GAAGATCATAACTCAATATGGCTATTGTTG-3’
Tm=65.1°C

ERG-B onciilii (PZT-R) (Sigma 9679-051)
5’-GAAAGTTGCCGTTTTATTAAAACATAC-3’

Tm=62.4°C

5.5.2. Dizi Analizi-PZT Uygulamasi i¢cin Karisim ve Is1 Dongiisii

PZT dongiisii Marichal ve arkadaslarinin (117) énerdigi sekilde 50 ul’lik total hacimde

asagidaki miktarlar kullanilarak optimize edildi.

Reaksiyon Hacmi Son konsantrasyon
Niikleaz igermeyen steril distile su 32 ml -
10x AmpliTagGold tampon Sul 1x
25 mM MgCl, II 2.5l 1.5 mM
dNTP karisimi 1 ul 0.2 mM
ERG-A onciili 2 ul 20 pmol
ERG-B onciilii 2 ul 20 pmol
AmpliTagGold DNA polimeraz 0.5 ul 2.5 U/50ul
DNA 5ul -
Toplam hacim 50 pul

Reaksiyon 1s1 dongiisti

94°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon
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92°C’de 1 dakika denatiirasyon
60°C’de 1 dakika birlesme 30 dongii
72°C’de 2 dakika uzama

72°C’de 10 dakika son uzama

+4°C’de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.5.3. Dizi Analizi-PZT Uriiniiniin Goriintiilenmesi

5.5.3.1. Goriintiileme Icin Gereken Malzemelerin Hazirlanmasi

Asagidaki tim malzemeler REA-PZT isleminin goriintiilenmesinde kullanildig: sekilde

hazirlandi.
10X TBE
Jel yiikleme tamponu (6X)
Agaroz
Etidyum bromiir

DNA *‘ladder”’

5.5.3.2. Dizi Analizi-PZT Uriiniiniin Gortintiilenmesi

REA-PZT iirlinliniin goriintiilenmesi ile ayn1 sekilde gergeklestirildi.

5.5.4. Dizi Analizi Calismasi

PZT calismasi sonunda yaklasik olarak 1650 bp’lik bir amplifikasyon {iriinii elde edildi.
Bu bolgenin tamamina tek seferde dizi analizi uygulamanin sonuglar agisindan sorun
yaratacagl goz Oniine alinarak yeni sentezlenen onciiller yardimi ile DNA dizi analizi ¢ift
yonlii olarak “‘Big Dye TM terminator’” yontemi ve otomatik 3730.x.1 DNA analizori ile

Macrogen (Giiney Kore) tarafindan uygulandi.
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5.5.4.1. Dizi Analizi Calismasi Icin Sentezlenen Onciiller

ERG-C énciilii (PZT-F) 5'-GACCGTTCATTTGCTC-3'
ERG-D 6nciilii (PZT-F) 5TCTCCAGGTTATGCTC-3'
ERG-E énciilii (PZT-R) 5-GCAGAAGTAGAAGCAG-3'
ERG-F énciilii (PZT-R) 5'-CATGACCTTTTGGACC-3'

Sentezlenen Onciiller ile birlikte ERG-A ve ERG-B 6nciilleri dizi analizi i¢in kullanildi.

5.5.4.2. Dizi Analizi Calismasinin Yorumlanmasi

Dizi analizi sonuglari, Lai ve Kircsh (118) tarafindan belirlenen yabanil tip
(mutasyonsuz) C. albicans lanosterol demetilaz enzimi ile karsilagtirmak sureti ile Bio-Edit

versiyon 7.0 programi kullanilarak degerlendirildi.

5.6. ilac Attm Pompalarinin Substrat ve inhibitorii Olan Maddeler ile Duyarhlik

Calismasi

Yedi adet flukonazole R/DBD C. albicans susu ile on adet D C. albicans susu ve
kontrol suslar1 olarak C. albicans DSY 289, C. albicans DSY 292 suslar1 calismaya dahil
edildi. Calisma yontemi olarak; CLSI M27-A2 onerileri dogrultusunda substrat ve inhibitor

grubu ilaglar kullanilarak mikrodiliisyon yontemi uygulandi.

5.6.1. Substrat Grubu Maddeler ile Duyarhhk Calismasi

Maebashi ve arkadaglarinin (119) Cdrp ve Mdrp substratlart olarak kullandig
maddelerden rodamin6G, 4-nitrokinolinN-oksit (4-NQO), fenantrolin ile mikrodiliisyon

yontemi uygulandi.
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5.6.1.1. Duyarlilik Calismasi Icin Gereken Maddelerin Hazirlanmasi

5.6.1.1.1. Besiveri Hazirlanmasi

CLSI M27-A2 standartlarina uygun olarak RPMI 1640 besiyeri (L-glutaminli, sodyum
bikarbonatsiz, renk indikatdrii olarak fenol kirmizis1i igeren) (Sigma R6504) son
konsantrasyonu 0.165 mol/L olacak sekilde 3-N-morfolinopropan sulfonik asit (MOPS)
(Sigma) ile 25°C’de pH 7.0’ye tamponlanarak hazirlandi.

5.6.1.1.2. Ilac Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Duyarlilik caligmasi i¢in kullanilan ilaglarin hammaddeleri duyarlilik g¢aligmasinda
oldugu gibi DMSO ile eritildi ve RPMI ile diliie edilerek istenen son konsantrasyonlar1 elde
edildi.

Substrat olarak kullanilan maddeler ve konsantrasyonlari:

Cdrlp substrati Rodamin6G (0.125-64 pg/ml) (Fluka 93698)

Mdrlp substrati 4-NitrokinolinN oksit (0.03-2 pg/ml) (Sigma N8141)

Mdr1p substrati Fenantrolin ~ (0.03-16  ug/ml)  (AppliChem-BioChemica
A3826,0005)

5.6.1.2. Maya Inokulumlaruvun Hazirlanmasi

Suslarin maya inokulumlart duyarlilik c¢aligmasinda oldugu gibi CLSI M27-A2

standartlarina uygun olarak hazirlandi.

5.6.1.3. Testin Yapilisi

CLSI M27-A2 standartlarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi uygulandi. Plaklar
48 saat, 35°C’de inkiibe edildi. Sonuglar 48 saat sonra gozle okundu. Gozle okumada iireme
kontrole gdre tam inhibisyon saglanan kuyucuktaki konsantrasyon MIK degeri olarak kabul

edildi.
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5.6.2. Inhibitor Grubu Maddeler ile Duyarhlik Calismasi
Pina-Vaz ve arkadaglarinin (120) kullandiklar1 atim pompa inhibitorleri olan ibuprofen,
progesteron, B-Ostradiol, verapamil hammaddeleri saglanarak, subinhibitér konsantrasyonlari

hazirlandi.

5.6.2.1. Duyarhilik Calismasi Icin Gereken Maddelerin Hazirlanmasi

5.6.2.1.1. Besiveri Hazirlanmasi

Substrat grubu maddelerle uygulandigi sekilde hazirlandi.

5.6.2.1.2. llac Soliisyonlarimn Hazirlanmasi

Ilag soliisyonlar1 onerilen subinhibitér konsantrasyonlarma uygun olarak DMSO ile

sulandirilarak, RPMI ile diliie edilerek hazirlandi.

Inhibitér grubu olarak segilen ilaglar ve subinhibitér konsantrasyonlart:

Verapamil (50-500uM) 100pM (Fluka94837)
[-0stradiol (50-500uM) 50uM (SigmaE2758)
Progesteron  (50-500uM) 50uM (SigmaP8783)
Ibuprofen (100-5000uM) 100mg/L (Sigmal4883)

5.6.2.2. Maya Inokulumlaruun Hazirlanmasi

Suslarin maya inokulumlar1 duyarlilik c¢aligmasinda oldugu gibi CLSI M27-A2

standartlarina uygun olarak hazirlandi.

5.6.2.3. Testin Yapilisi

CLSI M27-A2 standartlarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi uygulandi. Plaklar
48 saat, 35°C’de inkiibe edildi. Sonuglar 24.ve 48.saatlerde gozle ve spektrofotometrik olarak
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okundu. Gézle okumada M27-A2 onerisi dogrultusunda MIK degeri olarak bulanikligm
belirgin oranda azaldig1 kuyucuktaki konsantrasyon kabul edildi. Spektrofotometrik olarak
tireme kontrole gore %50 oraninda inhibisyon gerceklesen kuyucuktaki deger inhibitor

maddelerin varhiginda flukonazol MIK degerleri olarak belirlendi.

5.7. istatistiksel Analiz

Farkli pompa inhibitérlerinin flukonazol R/DBD C.albicans suslarinin flukonazol MIK
degerleri tizerindeki etkileri arasindaki korelasyon SPSS 11.0 programi kullanilarak belirlendi

(120).
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6. BULGULAR

6.1. Antifungal Duyarhhk Calismasi1 Sonuclari

Antifungal duyarlilik ¢alismasi flukonazol, 5 flusitozin, AmB, ketokonazol, itrakonazol,
mikonazol olmak iizere yedi adet antifungal kullanilarak gerceklestirildi. Calistigimiz C.
albicans suslar1 igin elde edilen MIK degerleri CLSI M27A-2 &nerisi dogrultusunda
flukonazol i¢in: > 64 ug/ml: R, 16-32 pg/ml: DBD, < 8 pg/ml: D olarak kabul edilip,
degerlendirildiginde; dort adet R sus ile iic adet DBD sus olmak iizere toplam yedi adet
R/DBD C. albicans susu belirlendi. Kendi laboratuvarimizda soyutlanan izolatlardan
calismaya aldigimiz 650 adet C. albicans susunun, tgilniin (%0.46) flukonazole R oldugu
saptandi. CLSI tarafindan flusitozin ig¢in MIK degeri >32ug/ml direngli olarak kabul
edildiginden (101) suslarin biri flusitozine orta duyarli, digerleri flusitozine R, AmB ig¢in ise
MIK degeri olarak >1pg/ml direngli kabul edildiginden (77) tiim suslar AmB’ye D olarak
bulundu. itrakonazol ve ketokonazol icin MiK degeri >1 pg/ml direncli kabul edilmesi (121)
nedeniyle suslarin biri disinda tiimiiniin bu azollere R oldugu saptandi. Mikonazol i¢in direng
sinir noktasi bildirilmemis olup, klotrimazol icin ise Pelletier ve arkadaslarinin (122) 6nerisi
dogrultusunda MIK degeri >1 pg/ml olanlar direncli kabul edilince bir sus disinda izolatlarin
tiimii klotrimazole D olarak degerlendirildi. Flukonazole R/DBD olarak belirlenen suslarin

antifungal duyarhlik ¢alismasi sonuglar1 Tablo-1’de goriilmektedir.
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Tablo-1. Flukonazole R/DBD C. albicans suglarinin antifungal duyarlilik sonuglart *

izolasyon Antifungal flaclarin MiK Degerleri (ug/ml)
Sus No | Hastane** ]
Yeri | Flukonazol | 5Flusitozin | AmB | itrakonazol | Ketokonazol | Mikonazol | Klotrimazol

H1 H Tirnak >64 32 1 4 4 >64 1
H2 H Ag1z 16 32 1 2 2 64 0.125
H3 H Ag1z 32 16 0.500 2 2 64 0.125
B U Ag1z 32 32 1 1 2 >64 0.250
1978 D.E. Katater >64 32 1 >8 >16 >64 0.500
348 D.E. Vagina >64 32 0.500 2 2 >64 0.250
93-05 D.E. Kan >64 64 1 0.500 0.500 0.125 0.250

*Calisma 3 kez tekrarlanmistir.
**]zolatlarin gdnderildigi Universite Hastaneleri:
H: Hacettepe Universitesi
U: Uludag Universitesi

D.E.: Dokuz Eyliil Universitesi

Calismaya alman flukonazole D suslarin flukonazol icin MiK degerleri dagilinm ise; 1 adet

0.125pg/ml, 3 adet 0.250ug/ml, 3 adet 0.500pg/ml, 1 adet 1ug/ml, 1 adet 4pg/ml, 1 adet

8ug/ml seklindedir. Flukonazole duyarli on adet C. albicans susunun altisinin flusitozine orta

duyarli, dordiiniin flusitozine direngli oldugu, tiimiiniin AmB, ketokonazol ve klotrimazole

duyarli, itrakonazole DBD oldugu saptanmistir. D suslarin antifungal duyarlilik sonuglari

Tablo-2’de goriilmektedir.
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Tablo-2. Flukonazole D C. albicans suslarinin antifungal duyarlilik sonuglar

Antifungal Ilaclarin MiK Degerleri (ug/ml)

Sus No | Hastane* | 120lasyon
Yerl | Elukonazol | SFlusitozin | AmB | itrakonazol | Ketokonazol | Mikonazol | Klotrimazol
533 D.E. | Katater | 0.500 16 0.500 | 0.250 0.030 2 0.125
565 D.E. |Balgam| 0.500 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.125
644 D.E. |Balgam| 0.250 16 0.500| 0.250 0.030 8 0.125
960 D.E. Idrar 8 16 0.500| 0.250 0.030 8 0.250
1221 | D.E. Idrar 0.125 16 0.500 | 0.250 0.030 8 0.125
1453 | D.E. |Balgam| 0.250 16 0.500| 0.500 0.030 4 0.125
2157 | D.E. Kan 0.250 32 1 0.500 0.060 16 0.250
2177 | D.E. Kan 0.500 32 1 0.500 0.060 8 0.250
3-05 | D.E. Agiz 4 32 1 0.500 0.030 16 0.125
51-05| D.E. | B.lavaj 1 32 1 0.500 0.030 16 0.125

* D.E.: Dokuz Eyliil Universitesi

6.2. Flukonazole Direncli C. albicans Suslarinin Soyutlandig1 Hasta Bilgileri

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarindan soyutlanan suslar olan

1978, 348, 93-05 numarali suslardan 1978 numarali sus Temmuz 2003 tarihinden itibaren

Dahiliye-Onkoloji servisinde pankreas kanseri tanisi ile takip edilen bir hastaya ait kateter

izolat1 olup, 28.09.2004-16.10.2004 tarihleri arsinda flukonazol kullanilmigtir. 348 numarali

sus mide kanseri nedeniyle Ocak 2004 tarihinde Genel Cerrahi servisinde opere edilen ve

Ekim 2004 tarihinde subileus tablosu ile yogun bakima yatirilan bir hastanin kan 6rnegi olup,

hastanin antifungal kullanimu ile ilgili bilgiye rastlanmamustir. 93-05 numarali hasta izolat1 ise

karaciger sirozu, alkolik hepatit, tipll diabet tanilar1 ile takip edilen ve 11.01.2004 tarihinde

sepsis gelismesi nedeniyle acil servisden yogun bakima yatirilmis bir hastaya ait olup, vaginal

orneginde C. albicans ilremesi nedeniyle AmB tedavisine baslanmistir. 348 ve 93-05
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numarali suslarm ait oldugu hastalar Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'nde *‘eksitus’’

olmuslardir.

Diger Universitelerden gonderilen suslardan H1 ve H2 suslari kronik mukokiitanz
kandidoz’lu bir hastanin tirnak ve agiz izolatlart olup, H3 susu ise HIV(+) bir hastanin agiz
orneginden soyutlanmistir. B susu ise kronik mukokiitandz kandidoz’lu bir hastanin oral

suriinta izolatidir.

6.3. C. albicans Suslarinin Fenotipik Ozellikleri

Stok besiyerlerinden SDA’ya pasajlanan flukonazol R/DBD ve D suslarin 24.saatte
kolonileri yaklagik 1 mm boyutunda, S tipi, parlak, kirli beyaz renkli olarak izlendi. Koloniler
48.saatte 2-3 mm, S tipi, parlak, kirli beyaz renkli olarak gézlendi. Flukonazole R/DBD ve D
suslarda bes giin boyunca koloni morfolojisi, goriiniimii ve iireme siiresi gibi fenotipik

ozellikleri ac¢isindan fark saptanmadi.

6.4. REA icin PZT Cahsmas: Sonuclar:

REA optimizasyonu i¢in ilk ¢alisma, kontrol olarak kullanilan flukonazole R ve Y132H
mutasyonu bulunan C. albicans susu DSY 289 ile flukonazole D Y132H mutasyonu
bulunmayan C. albicans susu DSY 347 kullanilarak gerceklestirildi. PZT sonrasi elde edilen
673bp’lik tirlin Pagl enzimi ile kesildi ve ¢alisma sonucunda, Y132H mutasyonu bulunan
pozitif kontrol susunda 315bp, 93 bp, 265bp’lik ii¢ adet, bu mutasyonun bulunmadigi negatif
kontrol susunda ise 315bp, 358 bp’lik iki adet bant goriildii.

Her iki sus i¢in elde edilen bantlarin jel goriintiileri sekil-1’de izlenmektedir.
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——> 6573bp

>, 358 bp

— >~ 315bp

265 bp

> 93 bp

Sekil- 1. DSY 289 ve DSY 347 C. albicans suglarinin REA sonrasinda elde edilen jel
goruntusu

1. Marker (DNA ladder), 2. DSY 289 PZT iiriinii, 3. DSY 289 REA iiriinti, 4. DSY 347
PZT iiriinii, 5. DSY 347 REA f{iriinii, 6. Negatif kontrol

Calismaya flukonazole R/DBD yedi adet C. albicans susu ile devam edildi ve soz
konusu suslarda 315 ve 358 bp’lik iki adet bant varlig1 gozlendi. Elde edilen sonuglar sekil-
2’de goriilmektedir.
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1 2 3 4 5 6 789101112131415161718192[}

1000 bp
———— — e —

Sekil- 2. Flukonazole R/DBD C. albicans suslarinin REA goriintiisii

1. DNA ladder, 2. HI PZT iiriinii, 3. H2 PZT iirlinli, 4. H3 PZTiirlindi, 5. B PZTiiriinii,
6. 1978 PZT iiriinii, 7. 348 PZT {irlind, 8. 93-05 PZT iirlind, 9. Negatif kontrol, 10. HI REA
tirtinti, 11. H2 REA iiriinii, 12. H3 REA iiriinii, 13. B REA iiriinii, 14. 1978 REA f{iriini, 15.
348 REA iiriinii, 16. 93-05 REA f{iriinii, 17. Negatif kontrol, 18. DSY 289 PZT iiriinii, 19.
DSY289 REA iiriint, 20. DNA ladder

On adet D C. albicans susu ile uygulanan REA calismasi sonucunda da 315 ve 358
bp’lik iki adet bant varlig: belirlendi. izlenen REA iiriinlerinin jel goriintiileri sekil-3’de

goriilmektedir.
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————>673bp

>, 358 bp
— >315bp

> 265 bp

> 93 bp

Sekil- 3. Flukonazole D on adet C. albicans susu ile elde edilen REA iiriinlerinin jel
goruntisu

1. DNA ladder, 2. 533 PZT iiriinii, 3. 565 PZT f{iriinii, 4. 644 PZT iirlni, 5. 960 PZT
triind, 6. 1221 PZT iriini, 7. 1453 PZT {irlini, 8. 2157 PZT firtind, 9. 2177 PZT iriini, 10. 3-
05 PZT iiriind, 11. 51-05 PZT {irlinii, 12. DSY 347 PZT iiriind, 13. 533 REA fiiriindi, 14. 565
REA iiriinii, 15. 644 REA iiriinii, 16. 960 REA fiiriinii, 17. 1221 REA iiriini, 18. 1453 REA
{iriinii, 19. 2157 REA {iriinii, 20. 2177 REA fiiriinii, 21. 3-05 REA {iriinii, 22. 51-05 REA
tiriindi, 23. DSY 347 REA firiinii, 24. Negatif kontrol, 25. DSY 289 PZT firiinii, 26. DSY 289
REA iiriinii, 27. DNA ladder

Sonug olarak; calismaya alinan gerek flukonazole R/DBD gerekse flukonazole D

suslarda REA yontemi ile Y 132H mutasyonu ile iligkili bant varlig1 saptanmamustir.
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6.5. Dizi Analizi i¢in Yapilan PZT Uygulamasi Sonuclari

Flukonazole R/DBD ve D suslarin tiimiinde dizi analizi 6ncesi PZT uygulamasi

sonucunda 1650 bp’lik iirlin elde edildi. Flukonazole R/DBD suslarin PZT goriintiisti Sekil-

4’de izlenmektedir.

2000 bp
1600 bp

1000 bp

Sekil- 4. Flukonazole R/DBD C. albicans suslarinin dizi analizi 6ncesi yapilan PZT
iirlinlerinin jel goriintiisii

1. DNA ladder, 2. HI, 3. H2, 4. H3, 5. B, 6. 1978, 7. 348, 8. 93-05, 9. DSY 289, 10.
Negatif kontrol

Flukonazole D on adet susun dizi analizi Oncesi yapilan PZT goriintiisii Sekil-5’de

goriilmektedir.
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*| 2000 bp
~ | 1600 bp
" | 1000 bp

Sekil- 5. Flukonazole D C. albicans suslarinin dizi analizi 6ncesi yapilan PZT iiriinlerinin jel
goruntisu

1. DNA ladder, 2. 533 , 3. 565, 4. 644, 5. 960, 6. 1221, 7. 1453, 8. 2157, 9. 2177, 10. 3-
05, 11. 51-05 12. Negatif kontrol

6.5.1. Dizi Analizi Calismasi Sonuclari

Dizi analizi uygulamasi sonucunda flukonazole R/DBD suslarda DI116E, K143R,
D153E, E266D, S412T, G464S, G465S, R469K, V4881 mutasyonlari, D suslarda ise D116E,
K128T, E266D, L280Y, L280F, L281M, L281Y, 1282D, S2841, T285H, V4371 mutasyonlari
saptanmistir. Ayrica flukonazole R/DBD ve D suslarda amino asit degisimine yol agmayan
sessiz mutasyonlar da saptanmis olup, direncte rolii bulunmadig diisiiniilerek tartigilmamustir.
Flukonazole R/DBD suslardan 93-05 susu ile D suslardan 3-05 ve 1221 suslarinda mutasyon
varlig1 saptanmamistir. Bu mutasyonlar i¢ginde D116E, E266D, V4371, mutasyonlar1 gerek
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R/DBD suslarda gerek D suglarda bulunmaktadir. S6z konusu mutasyonlardan R suslarda
gordiiglimiiz S412T, R469K mutasyonlar1 ile D suslarda saptanan L280Y, L280F, L281M,
L281Y, 1282D, S2841, T285H mutasyonlar1 daha once literatiirde C. albicans suslarinda
bildirilmemis mutasyonlardir. Flukonazole R/DBD ve D suglarda saptanan mutasyonlarin
tiimii 105-488 bp arasinda bulunan ‘‘hot spot’’ bolge icerisinde yer almaktadir. Dizi analizi

caligmas1 sonucunda saptanan amino asit degisimi sonuglar1 Tablo-3’de gosterilmistir.
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Tablo- 3. Flukonazole R/DBD ve D suglarin amino asit degisimi sonuglar1

Sus No | Flukonazol MIK Amino Asit Degisimi
Degeri (ug/ml)
H1 >64 K143R E266D S412T R469K V4881
H2 16 K143R E266D S412T R469K V4881
H3 32 D116E E266D G464S G465S
B 32 K143R E266D V4881
1978 >64 D116E E266D
348 >64 D153E
93-05 >64 -
533 0.500 E266D
565 0.500 E266D L281Y 1282D T285H
644 0.250 E266D
960 8 D116E L280F L281M S2841
1221 0.125 -
1453 0.250 D116E
2157 0.250 V4371
2177 0.500 D116E K128T E266D
3-05 4 -
51-05 1 E266D L280Y L281M

Dizi analizi sonucunda saptanan niikleotid degisiklikleri sekil 6’da, amino asit

degisiklikleri ise sekil 7°de izlenmektedir.
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Sekil- 6. Flukonazole R/DBD ve D suslarda dizi analizi ile saptanan niikleotid degisiklikleri

sonuglari
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Sekil- 7. Flukonazole R/DBD ve D suglarda dizi analizi ile saptanan amino asit degisimi

sonugclari

6.6. ilag Attm Pompalarinin Substrat ve inhibitér Maddeler ile Duyarhlik

Calismasi Sonug¢lar

Calismada flukonazole R C. albicans susu DSY 289 ve flukonazole R C. albicans susu
DSY 292 kontrol suslar1 olarak kullanildi. DSY 289 susu ERG11 geni asir1 ekspresyonu ile
birlikte CDRI asir1 ekspresyonu olan Y132H ve S405F mutasyonlar1 bulunan bir sus olup;
DSY 292 susu ERGII geni ile birlikte MDRI asir1 ekspresyonu olan ve G464S, R467K
mutasyonlart bulunan bir sustur. S6z konusu kontrol suslar1 ile beraber yedi adet flukonazole
R/DBD ve on adet flukonazole D olarak belirledigimiz C. albicans suslar1 ¢alismaya dahil
edildi. Sonuglar degerlendirilirken, gbzle ilireme kontrole gore tam inhibisyon olan

kuyucuktaki deger MiK olarak kabul edildi.
6.6.1. Substrat Grubu Maddeler ile Duyarhhk Calismasi
Duyarlilik ¢alismasinda Cdrp salinimini saglayan substrat olarak rodamin6G, Mdrp

salinimi saglayan substratlar olarak 4-nitrokinolinN-oksit (4NQO) ve fenantrolin kullanildi.

Cdrp substrat1 olan rodamin6G i¢in, DSY 289 susunun MIK degeri olan 2 pg/ml ve DSY 292
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susunun  MIK degeri olan 1lpg/ml degerleri gdz Oniine almarak tiim suslar
degerlendirildiginde; 1pug/ml altinda deger olmadigi, H1 susunda iki kat, H3 ve B suslarinda
dort kat artis bulundugu belirlendi. 1978, 348, 93-05 numarali suslarin MiK degerleri ise 1
pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml olarak saptandi.

Mdrp substrati olan 4NQO i¢in DSY 289 susunun MIK degeri 0.015 pg/ml, DSY 292
susunun MIK degeri 0.030 pg/ml olarak belirlendi. Bu degerlere gore; calismaya alinan
suslarin MiK sonuglar1 incelendiginde H1 susunun 0.250 pg/ml ile kontrollere gére yiiksek,
1978, 348, 93-05 suslarinin ise 0.030 pg/ml degerleri ile DSY 292 susu ile ayn1 degerde, diger
suslarin MiK degerlerinin ise 0.030 pg/ml altinda oldugu belirlendi.

Bir diger Mdrp substrati olan fenantrolin ile yapilan duyarhilik ¢aligmasi sonucunda;
DSY 289 susunun MIK degeri 1 pg/ml, DSY 292 susunun MIK degeri ise 2pg/ml olarak
belirlendi. Calismaya alman H3 ve B susu disinda tiim suslarin fenantrolin i¢in MIK degerleri
2 ug/ml, H3 ve B susunun ise 1 pg/ml olarak saptandi. Substrat grubu maddeler ile

gerceklestirilen duyarlilik ¢alismasinin sonuglar1 Tablo-4’de izlenmektedir.
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Tablo- 4. Flukonazole R/DBD olarak belirlenen C. albicans suslari ile kontrol suslarinin

substrat grubu maddeler ile duyarlilik ¢aligmasi sonuglart™

Sus No Antifungallerin MK Degerleri (ug/ml) Substratlarin MIK Degerleri (ug/ml)
Flukonazol | itrakonazol | Ketokonazol | Rodamin6G | 4NQO** | Fenantrolin
DSY 289 >64 >2 4 2 0.015 1
DSY 292 >64 1 2 1 0.030 2
H1 >64 4 4 2 0.250 2
H2 16 2 2 1 0.015 2
H3 32 2 2 4 0.015 1
B 32 1 2 4 0.015 1
1978 >64 >8 >16 1 0.030 2
348 >64 2 2 1 0.030 2
93-05 >64 0.500 0.500 2 0.030 2

*Calisma iki kez tekrarlanmustir.
**4NQO: 4-nitrokinolinN-oksit

Flukonazole D C. albicans suslarinin substrat grubu maddeler ile gergeklestirilen

duyarlilik caligmasinin sonuglari ise Tablo-5’de goriilmektedir.
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Tablo- 5. Flukonazole D olarak belirlenen C. albicans suslari ile kontrol suslarinin substrat

grubu maddeler ile duyarlilik ¢alismasi sonuglari*

Sus No Antifungallerin MK Degerleri (ug/ml) Substratlarin MIK Degerleri(ug/ml)
Flukonazol | itrakonazol | Ketokonazol | Rodamin6G | 4NQO** | Fenantrolin
DSY 289 >64 >2 4 2 0.015 1
DSY 292 >64 1 2 1 0.030 2
533 0.500 0.250 0.030 1 0.015 1
565 0.500 0.250 0.030 1 0.030 1
644 0.250 0.250 0.030 1 0.030 1
960 8 0.250 0.030 2 0.030 1
1221 0.125 0.250 0.030 2 0.030 1
1453 0.250 0.500 0.030 2 0.015 1
2157 0.250 0.500 0.060 1 0.015 1
2177 0.500 0.500 0.060 2 0.015 1
3-05 4 0.500 0.030 2 0.015 1
51-05 1 0.500 0.030 1 0.030 1

*Calisma iki kez tekrarlanmustir.
**4NQO: 4-nitrokinolinN-oksit




6.6.2. Inhibitor Maddeler ile Duyarhlik Calismasi Sonuglar

Pompa inhibitdrleri olarak etkili olan ibuprofen, B-strodiol, progesteron, verapamil’in
hammaddeleri kullanilarak, yedi adet flukonazole R/DBD ve on adet de flukonazole D olarak
belirledigimiz C. albicans suslar ile kontrol suslar1 olarak DSY 289 ve DSY 292 suslari
calismaya dahil edildi. Sonuclar 24. ve 48. saatte gozle ve spektrofotometrik olarak
degerlendirilerek inhibitdrlerin varliginda flukonazol igin MIK degerleri belirlendi. Daha

sonra suslarm dnceki flukonazol MiK degerleri ile karsilastirildi.

Calisma sonucunda DSY 289 ve DSY 292 suslarinin inhibitér maddeler varliginda
flukonazol icin MIK degerleri ibuprofen ve B-Ostrodiol i¢in 64 pg/ml olarak saptanirken,
progesteron ve verapamil icin >64 pg/ml olarak bulundu. Kontrol suslarinmn MIK degerleri
gdz Onilinde bulundurularak tim suslarin sonuglari belirlendi. Buna gore HI1, H2, H3,
suslarmin inhibitdrlerle elde edilen flukonazol MiK degerleri 64 pg/ml ve iizerinde, B susu
icin ise 64 pg/ml ve 32 pg/ml degerler olarak saptanirken, hastanemizden soyutlanan 1978,
348, 93-05 suslarinin MiK degerlerinin oldukca diisiik oldugu gériildii. Tablo-6’de inhibitdr

maddeler varliginda belirlenen flukonazol MiK degerleri belirtilmektedir.
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Tablo- 6. Flukonazole R/DBD C. albicans suslarinin inhibitor maddeler ile duyarlilik

calismasi sonuclart™

Inhibitéor Maddelerin Varhginda Flukonazol MiK Degerleri(ug/ml)

Sus No Flukonazol
ibuprofen p-Ostrodiol Progesteron Verapamil
DSY 289 >64 64 64 >64 >64
DSY 292 >64 64 >64 >64 >64
HI >64 >64 >64 >64 >64
H2 16 >64 64 >64 64
H3 32 >64 >64 64 64
B 32 >64 32 32 64
1978 >64 4 1 2 0.500
348 >64 2 1 2 0.500
93-05 >64 1 1 2 0.500

*Calisma iki kez tekrarlanmustir.

Flukonazole D on adet C. albicans susunun inhibitdér maddeler ile duyarlilik ¢alismasi

sonuglari ise Tablo-7’de gosterilmistir.
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Tablo- 7. Flukonazole D C. albicans suslarinin inhibitér maddeler ile duyarlilik ¢alismasi

sonuclart™®
Inhibitor Maddelerin Varhginda Flukonazol MIK Degerleri (ug/ml)
Sus No | Flukonazol _ ]
ibuprofen B-Ostrodiol Progesteron Verapamil

533 0.500 2 1 0.500 1

565 0.500 4 1 2 1

644 0.250 4 2 2 0.500
960 8 4 1 1 1
1221 0.125 4 1 0.500 1
1453 0.250 4 2 2 1
2157 0.250 2 4 1 0.500
2177 0.500 2 4 1 0.500
3-05 4 4 2 1 1
51-05 1 4 2 1 1

*Calisma iki kez tekrarlanmustir.

7. Istatistiksel Analiz Sonuclar

Farkli pompa inhibitorleri ile direngli suslarin flukonazol MiK degerlerindeki azalmalar
karsilastirildiginda, belirlenen korelasyon katsayilari: ibuprofen ile B-Ostrodiol arasinda
r=0.867, ibuprofen ile progesteron arasinda r=0.867, ibuprofen ile verapamil arasinda
r=0.894, B-0strodiol ile progesteron arasinda r=0.912, B-0strodiol ile verapamil arasinda
r=0.930, progesteron ile verapamil arasinda r=0.930 seklinde saptanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda tiim pompa inhibitorlerinin benzer ve paralel bir etki gosterdigi ve de

flukonazol MIK degerlerinde korele bir azalmaya yol actig1 sdylenebilir.
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7. TARTISMA

Uzun yillar funguslarin klinik olarak 6nemsiz olduklarina inanilmig, ancak son yirmi y1l
icerisinde invaziv fungal infeksiyonlarin sikligindaki artis 6nemli bir boyuta ulasmistir.
Fungal infeksiyonlar risk grubundaki bireylerde daha fazla goriilmekte olup, yogun bakim,
hematoloji, onkoloji, transplantasyon gibi iinitelerde uygulanan invaziv tani ve sagaltim
teknikleri fungal infeksiyonlarin goriilme sikligini arttirmaktadir (123). Bu nedenle Candida
ve Aspergillus gibi etkenler ile olusan fungal infeksiyonlarda artis goriilmektedir. Candida
tiirleri igerisinde C. albicans en sik goriilen etken olmakla birlikte, C. glabrata, C. tropicalis,

C. parapsilosis, C. krusei gibi non-albicans tiirlerde de artma izlenmektedir (124).

Invaziv kandidoz terimi; kandidemi, yaygin kandidoz, derin organ tutulusu, endokardit,
menenjit, orofaringeal ve 6zefageal kandidoza kadar bir¢ok organ tutulusunu igermektedir (4).

Kandidozun tiim formlarinin sagaltiminda flukonazol ilk segenek olarak kullanilmaktadir.

Azollerin 6zellikle flukonazoliin kandidoz tablolarinin sagaltiminda ve profilaksisinde
yaygin kullanimi1 diren¢ sorununu da beraberinde getirmistir. Flukonazole direncli C. albicans
infeksiyonlar1 notropenik, maligniteli, hemodiyaliz, mekanik ventilasyon veya operasyon
uygulanan, kronik mukokiitan6z kandidozlu, HIV(+) olgularda bildirilmistir (2). Caligmalarda
Candida tirlerinin flukonazole kars1 olan direnci, in vitro duyarlilik testleri ve molekiiler

yontemlerin kullanimiyla saptanabilmektedir (124).

Candida tirleri ve antifungal duyarhiliklarina iliskin veriler toplumsal siirveyans
programlar1 olan ““Centers for Disease Control’” (CDC), NEMIS, SENTRY, ARTEMIS
caligmalarinda sunulmaktadir (76,107). 1997-2000 yillar1 arasinda SENTRY programi ile
A.B.D., Kanada, Latin Amerika, Avrupa’daki merkezlerden kandidemi etkeni olarak
soyutlanan 2047 adet Candida spp. igerisinde 1144 C. albicans susu saptanmis, bu suslarin
flukonazole direng oran1 %1 olarak bildirilmistir (125). SENTRY-2003 programu ile toplam
1397 Candida spp.’nin %48.7°si C. albicans olarak saptanmis ve C. albicans suslarinda
flukonazole direng¢ orant %0.4 olarak belirlenmistir (126). 1992-2004 yillar1 arasinda Towa
Universitesi referans laboratuvarinda 200 kadar farkli merkezden gonderilen 13,338 adet 12
farkli Candida tirintin CLSI M27-A2 standartlarina gore mikrodiliisyon yontemi ile
flukonazol duyarlilig1 arastirildiginda tiim Candida tiirlerinin flukonazol direng orant %3, C.

albicans direng oranmi ise % 0.06 olarak bildirilmistir (107). A.B.D.’de iki ayr1 merkezde
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1995-1999 yillar arasinda kandidemi etkeni olarak soyutlanan toplam 2000 adet Candida
spp. izolatinin 733’1 (%36.6) C. albicans olup, bu suslarin flukonazole diren¢ oran1 %5, AmB
direng orani %0.5 flusitozin direng orani ise %3 olarak bulunmustur (127). A.B.D.’de 1998-
2000 yillart arasinda kandidemi etkeni olarak soyutlanan 1143 Candida susunun 423’
(%37.0) C. albicans olarak saptanmis ve flukonazole direng orani ise %1.2 olarak
belirtilmistir (128). Kennedy ve arkadaglarinin (129) onkoloji hastasi ¢ocuklarin orofaringeal
stirlintii 6rnekleri ile kan kiiltiirlerinden soyutlanan Candida spp. izolatlarinin flukonazol ve
itrakonazol duyarhliklarini arastirdiklari ¢alismada, orofaringeal 100 Candida susu iginde bir
C. albicans ve iki C. glabrata susu flukonazole direngli, iki C. glabrata susu itrakonazole
direngli olarak bulunmustur. Kan kiiltiirlerinden soyutlanan dokuz Candida spp. izolatindan

flukonazole ve itrakonazole direncli sus saptanmamustir.

Giilay ve arkadaglarinin (130) anestezi yogun bakim servisinde yatan 29 hastanin
idrarindan soyutlanan 38 C. albicans izolatinin flukonazol ve AmB duyarliliklarini
mikrodiliisyon yontemi ile inceledikleri ve RAPD-PZT yontemi ile epidemiyolojik izlemini
yaptiklar1 ¢alismada; flukonazole direngli sus saptanmamis olup, bir sus flukonazole DBD
olarak bulunmustur. AmB’ye ise direngli sus saptanmamustir. Arikan ve arkadaglariin (131)
kan kiiltirlerinden soyutlanan 107 maya susunun flukonazol, AmB, itrakonazol
duyarliliklarin1 mikrodiliisyon yontemi ile inceledikleri calismada 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda C. albicans, C. tropicalis, C.guilliermondii olarak li¢ sus flukonazole DBD,
itrakonazole orta duyarli olarak bulunmustur. Buna gore suslarin soyutlandigi hastanede
invitro antifungal direncin Onemli boyutta olmadigi sonucuna ulasilmistir. Coskun ve
arkadaglar1 (132), kandidemili hastalardan elde edilen 57 Candida susunun flukonazol ve
AmB’ye duyarlilklarini arastirmislar, C. albicans suslarinin flukonazol direncini %75 (18/24),
tiim Candida tiirlerinin flukonazol direncini ise %40.3 olarak belirlemislerdir. Ayni calismada
AmB’ye direngli C. albicans susu saptanmamistir. Arastiricilar sz konusu yiiksek flukonazol
direng oranin1 suslarin aynm1 merkezden soyutlanmis olmalar1 ve ayni hastanede direngli
mikroorganizmanin kaliciligina baglamislardir. Hastanemizde yapilan ve yogun bakim
hastalarindan soyutlanan 86 Candida susunun flukonazol ve AmB duyarliliklarinin
incelendigi bir ¢alismada tiim suslar AmB’ye duyarli bulunurken ii¢ (3/9) C. glabrata susunda
flukonazole direng; dort (4/47) C. albicans, iki (2/14) C. tropicalis ve tg¢ (3/10) C.

parapsilosis susunda flukonazole doza bagimli duyarlilik saptanmistir (133).
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Calismamiz kapsaminda, duyarlilk c¢alismasma alinan Dokuz Eyliil Universite
Hastanesi Mikoloji laboratuvarinda Aralik 2003-Ocak 2005 tarihleri arasinda soyutlanan 650
adet C. albicans susundan {i¢iiniin (%0.46) flukonazole direngli oldugu belirlenmistir. Bu oran
yukarida vurguladigimiz genel veriler ile paralellik gostermektedir. Caligmaya dahil edilen
flukonazole R/DBD tiim suslarin biri disinda flusitozine de R, timii AmB’ye D bulundugu,
biri disinda itrakonazol ve ketokonazole R oldugu saptanmistir. Azollere duyarlilik
sonuclarimiz gerek yurt dis1 ve gerek yurti¢i (Coskun ve arkadaslarinin sonuglart disinda)

calisma bulgulari ile uyum gostermektedir (107,127-133).

Duyarlilik ¢alismasi sonucunda flukonazole R/DBD olarak belirlenen suslar REA ve
dizi analizi i¢in PZT’ne alimmustir. Mikoloji alaninda PZT’nin 06zgiin bir test olarak
kullanilabilmesi icin DNA eldesinin hizli ve kolay bir sekilde gergeklestirilmesi
gerekmektedir (134). Bu nedenle fungal DNA eldesi kritik bir basamagi olugturmakta ve son
yillarda gelistirilmis birgok protokol bulunmaktadir. Protokoller esas olarak sert hiicre
duvarmin pargalanmasin1 hedef almakta, basit lizis yontemlerinden fiziksel pargalanma,
enzimatik parcalanma, sivi nitrojen ile dondurma, sonikasyon gibi ydntemler
uygulanmaktadir (135). Bunun yaninda fungal hiicre duvarinin par¢alanmasi “zimolaz”,
“litikaz”, “mureinaz”, “p-1,3-glukanaz” gibi enzimler yardimi ile de gerceklestirilmektedir.
Ayrica etilen diamin tetra asetat (EDTA), sodyum dodesil siilfat (SDS) veya proteinaz K bir

veya daha fazla sayida uygulanmaktadir. DNA ekstraksiyonu i¢in ““in house’’ yOntemlerin

yani sira ticari kitler de kullanilmaktadir (136).

Loffler ve arkadaslart (134) kendi gelistirdikleri “‘in house’” yontem ile bes
ekstraksiyon kitini duyarlilik, zaman ve maliyet acisindan karsilastirdiginda, tiim ticari
kitlerin DNA ekstraksiyonu i¢in harcanan siireyi kisalttigini, ancak maliyeti arttirdigini
bulmuslardir. Bu ticari kitler arasinda ““QIAmp Tissue’’ kitin (Qiagen, Los Angeles, A.B.D.)
““in house’ yontem ile ayni duyarlilik (1-10 hiicre/ ml) ve saflikta fungal DNA acgiga
cikardig1 ve kitlerin PZT sonuglarinin %99 uyumlu oldugu bildirilmistir.

Lugert ve arkadaslar1t (137) C. albicans, A. fumigatus, S. cerevisiae’dan DNA
ekstraksiyonu icin ticari kitlerle birlikte, mekanik, enzimatik, termik-enzimatik olmak {izere
uyguladiklar1 farkli yontemleri, siire ve duyarlilik agisindan karsilastirmiglardir. Calisma
sonucunda duyarliligi C. albicans i¢in 9x10', A. fumigatus i¢in 9x10%, S. cerevisiae i¢in 9x10"

hiicre olarak belirlemislerdir. Yazarlar kit ile beraber termik-enzimatik yontem kullanilarak
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yapilan ekstraksiyonun en duyarli yontem oldugunu, ancak uzun siire gerektirdigini

bildirmislerdir.

Calismamizda uyguladigimiz ekstraksiyon yontemi ise EDTA, litikaz, sorbitol tampon,
kullanilarak Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Almanya) ile kit prosediiri
dogrultusunda DNA eldesi seklinde gergeklestirilmis olup, ekstraksiyon agamasinda bir sorun

yasanmamigstir (115).

White ve arkadaslar1 (138) ERGII mRNA ile CDRI, CDR2, MDRI mRNA
ekspresyonunu “‘nothern blotting”> (NB) analizi ile hiicre biliylime fazlar1 boyunca
arastirmistir. Bunun i¢in R/DBD ve D C. albicans suslarini 24 saat YPD agar ve onu takiben
bir gecelik YPD buyyon inkiibasyonuna almislar ve sonugta R/DBD ve D C. albicans
suslarinda ERGI11 mRNA ekspresyonunun logaritmik faz boyunca siirdiigiinii saptamiglardir.
Calismamiz kapsaminda DNA ekstraksiyonu 6ncesinde 48 saat YPD agar ve onu takiben 48
saat YPD buyyonda inkiibasyon uygulamasi ile ERGII geni ekspresyonu i¢in uygun

logaritmik faz saglanmustir.

Calismamizda dizi analizi i¢in PZT uygulamasi sirasinda kullandigimiz AmpliZagGold
DNA polimeraz enzimi ultra saflikta, duyarliligi ve ozgiilliigii yiiksek, 3'-5' ekzoniikleaz
aktivitesine sahip, diisik kopya sayili patojenlerin ve degrade Orneklerin c¢ogaltilmasini
saglayan bir enzim olup, 6zellikle dizi analizi ve klonlama g¢alismalarinda kullanilmaktadir

(139,140).

Flukonazoliin etki gosterdigi sitokrom P450 14 alfa demetilaz enzimi, CYP51 siiper
ailesinin bir iiyesi olup, insan genomu disinda hayvanlar, yiiksek bitkiler, 6karyotlar ve bazi
prokaryotlarda bulunmaktadir. Insan genomunda bulunan sitokrom P450 proteinlerinin
bilinen fonksiyonlarindan bir tanesi ilaglarin metabolizmasi olup, yag asitleri ve yagda eriyen
vitaminlerle safra asitleri, steroidler ve kolesteroliin metabolizmasinda da rol oynamaktadir.
Bu nedenle CYPS51 siiper ailesi 6zellikle ila¢ aragtirmalarinda, gen terapilerinde, kanser ile

ilgili birgcok alanda gelecek acisindan dikkat ve ilgi ¢ekici olmaktadir (141).

Mayalarda Ergl 1p olarak bilinen lanosterol 14 alfa demetilaz enzimi fungal canlilik i¢in
gereklidir. Bu enzim lanosteroliin ergosterole doniisiimiinde lanosterol ve diger sterol
prekiirsorlerinden monooksidasyon tepkimesi ile 14 alfa metil grubunun uzaklastirilmasini
saglamaktadir. Enzimin flukonazol ile inhibisyonu, 14 alfa metil gurubunun hidroksilasyonu

icin gereken oksijen aktivasyonunu engellemektedir. Bunun sonucunda lanosterol ve 14 alfa
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metil steroidlerin birikimi ve ergosterol tiiketimi ile hiicre Olimii gerceklesir (142,143).
Ayrica hedef enzimin alfa helix veya beta zincir gibi yapilarinda olusan mutasyonlar
nedeniyle meydana gelen yapisal degisiklikler sonucu baglanmalar etkilenerek afinite

azalmasi ile direng gelismektedir.

Son arastirmalar ile bu enzimin ii¢ boyutlu yapisina iliskin bilgiler olusturularak;
enzimin yap1 ve fonksiyonu aydinlatilmaya calisilmistir. Dizi benzerligi gostermedigi halde
topolojileri oldukca benzer olan dort prokaryot’un sitokrom P450 enzimlerinin kristal yapilari
g6z Oniine alinarak C. albicans igin yeni bir model olusturulmustur. Olusturulan bu model ile
enzimin fonksiyonu ve subtratlarla iligkisi agiklanmaya g¢aligilmaktadir (143). Bu ¢alismalar
sonucunda, enzimin transmembran kismindan baglayarak alfa heliks yapilar1 ifade eden A, B,
B,C,D,E,F,G H,LJ,J,J' K, L gibi kisimlardan olustugu varsayilmaktadir. Bu bolgeler
icinde en uzun olan I heliks bolgesi olup, hem boliimii I heliks distali ile L heliks proksimali
arasinda yer almaktadir (117). Bu bolgenin C. albicans’daki {i¢ boyutlu goriiniimii Sekil 8’de

izlenmektedir.

end |-Helix
L-Helix

Ser-405

Arg-467

Sekil- 8. C. albicans sitokrom P450 lanosterol 14 alfa demetilaz enziminin {i¢ boyutlu

gbriinlimil (146 no’lu kaynaktan alinmistir)
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Hem’in demir atomu i¢in gereken tiyolat bagini, tiim Okaryotlarda bulunan C470
saglamakta ve C470 sistein paketi i¢erisinde yer almaktadir. Hem demiri i¢in gereken redoks
potansiyeli de sistein paketi tarafindan saglanmakta ve sistein paketi bu potansiyeli
rediiktazlar1 araciligiyla tanidigr elektron alimi ile gergeklestirmektedir (143). Alfa heliks
yapilarindan E, L, I, hidrofobik, A, C, D, E, F, G heliks gibiler ise hidrofilik olup; bu
bolgelerle birlikte hem baglanma bolgesi, oksijen baglanma bdlgesi, subtrat baglanma
bolgeleri olduk¢a korunmus bolgeler olarak kabul edilmektedir (143). Subtrat baglanma
bolgeleri enzimin i¢ kisminda gomiilii durumda bulunmaktadir ve substrat giris kanalina
ulastiktan sonra aktif baglanma bolgesine dogru yonlendirilmektedir. SRS-0-1-2-3-4-5-6
olarak toplam yedi adet substrat baglanma bolgesi mevcut olup, korunmus bolgelerle {ist tiste

cakistig1 varsayilmaktadir (144).

Marichal ve arkadaslar1 (117) yabanil tip C. albicans’larda ii¢ adet ‘“‘hot spot’” bolge
tanimlayarak enzimin nokta mutasyonlarinin bu ii¢ bolgede kiimelenmis oldugunu
bildirmektedirler. Bu bolgeler 105-165, 266-287, 405-488 amino asitlerini kapsamaktadir.
Proteinin membrana gomiilii kismi olarak diisiiniilen baglangi¢ kisimlarindaki mutasyonlar ise

direng ile iliskili bulunmamustir.

S6z konusu bolgelerden iiciinciisiinde bulunan G464S, G465S, R467K mutasyonlari
hem bolgesinin arkasinda yer almakta olup, G464S ve G465S mutasyonlar1 oldukga
korunmus bir bolgede bulunmaktadir. Ozellikle hemin tam arkasinda izlenen G464S
mutasyonunun hemin redoks potansiyelini etkileyerek azoller ile iliskisini degistirdigi
bildirilmistir (117). Bu bolgede yer alan diger mutasyonlar ise V4371, G448E, F449L, G450E,
V452A gibi mutasyonlardir.

Ikinci bolge G ve H heliks arasinda bulunmakta olup, E266D, D278E, S279F

mutasyonlart bu bolgede yer almaktadir.

Birinci bolgede ise; D116E, F126L, K128T, G129A, Y132H, K143R, F145L, K147R,
D153E mutasyonlar1 bulunmaktadir. Bu bolge, substrat veya inhibitor giris kanalina yakin
oldugundan azollerin baglanma afinitelerini etkilemektedir. Azollerin afinitesinde olusan
etkilenme; ya ilacin girisini dogrudan etkileyerek ya da mutasyonlara bagli helikal yapida

olusan degisiklikler nedeniyle olugmaktadir (117).

Asai ve arkadaslar1 (116) flukonazole R iki adet C. albicans izolatinda olusan

mutasyonlari, dizi anlizi ve REA, klonlama, lanosterol 14 alfa demetilaz aktivitesi 6l¢limii
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yontemleri ile arastirarak, SRS-1 bolgesinde yer alan Y132H mutasyonunun azollere direng
gelisimindeki etkisine dikkat cekmislerdir. Bu c¢alismada dizi analizi ile flukonazole R
suslarda, amino asit degisimine yol agmayan sessiz mutasyonlar ile birlikte D116E, K128T,
Y 132H, F145L gibi amino asit degisimine yol agan mutasyonlar da saptanmistir. Flukonazole
R suslarda bulunan Y 132H mutasyonu, REA ile 673 bp’lik PZT {iriiniiniin 315, 93, 265 bp’lik
lic adet bant olusturacak sekilde gosterilmistir. Bizim c¢aligmamizda varligini arastirdigimiz
Y 132H mutasyonu, flukonazole R/DBD ve flukonazole D C. albicans suslar1 icin REA ve de
dizi analizi ile saptanmamis olup, uygulanan REA ile 673 bp’lik PZT iirlinlinde 315 ve 358
bp’lik iki adet bant varlig1 izlenmistir. Bu sonuca gore inceledigimiz flukonazol R C. albicans

suslarindaki direngte Y 132H mutasyonunun rolii olmadig1 sdylenebilir.

Iki ayri calismada (116,145) azollere karsi direng gelisimi cesitli biyokimyasal
yontemler ile arastirilmistir. Bu arastirmalar mutasyonlu ve direngli suslarda C14 ile isaretli
metillenmig sterollerin miktarindaki artig1 ya da enzimin miktar ve aktivitesindeki azalmay1
gostermeye yonelik olup, birlikte olusan amino asit degisimleri gosterilemediginden elde
edilen sonuglar mutasyonlarin afinite {izerinde olusturdugu etki ile iliskilendirilememistir. Bu
nedenle mutasyonlarin flukonazol direnci iizerindeki roliiniin biyokimyasal c¢alismalarla

gosterilmesi sinirlt kalmustir.

Sanglard ve arkadaslar1 (146) mutasyonlarin direng gelisimindeki roliinii gosterebilmek
icin yonlendirilmis mutagenez (“‘site directed’’ mutagenesis) ve klonlamaya dayali yeni bir
yontem gelistirmistir. Bu yontemde azollere duyarli izolatlarla, direngli ve mutasyonlar
bulunan C. albicans izolatlarinin ERG11 genleri YEp51 plazmidi {izerine klonlandiktan sonra
S. cerevisiae YKBB-13 fizerinde eksprese ettirilerek disk diffiizyon yontemi ile duyarlilik
Olciimii yapilmigtir. Arastiricilar duyarli kontrol susuna gore, direngli suslarda azalan zon
caplarini, olusan mutasyonlar sonucu afinite azalmasma bagli diren¢ gelisimi ile

iligkilendirmislerdir.

Azollere karst hedef enzim afinitesindeki degisimin, mutasyonun tipine, kullanilan
azole, birlikte bulunan mutasyonun varligina bagl oldugu vurgulanmaktadir. Ornegin;
G129A mutasyonunun varligi tek basina etkili olmaz iken, G464S ile birlikte var oldugunda
MIK degerlerinde artis meydana gelmistir (146).

Y 132H mutasyonunun B-B’ heliksi i¢inde yer almasi ve bu bdlgenin substrat baglanma

bolgesine giriste rol oynamasi nedeniyle s6z konusu mutasyonun azol halkasinin hem
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demirine baglanmasini etkileyebilecegi bildirilmektedir (146). Baglanmada olan bu degisiklik
ketokonazol ve itrakonazol ile olusmamaktadir. Bu ¢calismada dizi analizi ile G129A, Y132H,
S405F mutasyonlar1 flukonazole R C. albicans izolatlarinda; D116E, K128T, E266Q, V4371
mutasyonlart ise R ve D izolatlarda saptanmistir. Ayrica, C. albicans suslarinda bulunan
mutasyonlardan G129A, Y132H, S405F, R467K REA analizi ile de gosterilmistir (146).
Sanglard ve arkadaglar1 (146) uyguladiklar1 yonlendirilmis mutagenez ile ERGI1 geninde
olusturduklar1 Y132H, G464S, R467K mutasyonlarin diren¢ gelisimindeki rollerini

vurgularken, direncli izolatlarda atim pompalarinin etkileri tizerinde de durmaktadir.

Kelly ve arkadaglart (147) Y132H mutasyonunun flukonazol direnci ile iligkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, yonlendirilmis mutagenez ile Y132H mutasyonu olusturduklari
C. albicans ERGI1 geni ile yabanil tip C. albicans ERGI1 genini flukonazol ile titre ettikten
sonra spektrofotometrik olarak degerlendirmislerdir. Spektrofotometrik incelemede yabanil
tip izolatin 409 nm ve 424 nm da iki adet dalga boyu gdsterdigi, mutasyonlu tip izolatin ise
368 ile 388 nm da maksimum, 418 nm da minimum olmak {iizere ii¢ adet dalga boyu
gosterdigini belirlemislerdir. Bu durum olusan Y132H mutasyonu nedeni ile enzimin

yapisinda meydana gelen degisiklige bagli olarak baglanmadaki degisimi agiklayabilir.

Loffler ve arkadaslari (148) 19 adet flukonazole D ve 19 adet flukonazole R C. albicans
susunu PZT ve dizi analizi yontemleri ile inceledikleri ¢alismalarinda; amino asit degisimine
yol agmayan sessiz mutasyonlarin yani sira D suslarda K128T, K147R mutasyonlarini, R
suslarda ise duyarli suslarda bulunmayan F105L, E266D, K287R, G448G, G450E, G464S ve
V4881 nokta mutasyonlarini saptamiglardir. Mutasyonlar1 enzimin {i¢ boyutlu yapisi ile
degerlendirdiklerinde; F105L mutasyonunun substrat giris kanalinda yer aldigini, G464S
mutasyonunun hem kisminda bulundugunu ve hemin yerlesiminde kii¢iik bir degisim ile ilag-
apoprotein arasinda ciddi bir degisime yol agabilecegini bulmuglardir. E266D mutasyonunun
aktif kism1 kismen ¢evreleyen G heliks bolgesinde yer aldigi, V4881 mutasyonunun ise L

heliks’de yer aldig1 ve flukonazol baglanmasi ile ilgili olmadigi ifade edilmektedir.

Manavathu ve arkadaslar1 (149) ise, oral kandidozlu AIDS hastalarindan soyutlanan alt1
adet R, bir adet D C. albicans izolat1 ile ¢alismis, klonlama ve dizi analizi sonucunda D susun
dizisinin, Lai ve Kirsh’in yabanil tip susu ile %98.2 oraninda benzer oldugunu bulmustur. D
susta bulunan D116E, K128T, R287K mutasyonlar1 direng ile iliskilendirilmemis ancak R
suslarda bulunan K143R, E266D, R267H, D278E, S405F, G450E, G464S mutasyonlarinin
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direng gelisiminde etkili olabilecegi vurgulanmistir. Bu ¢alismada Sanglard ve arkadaslarinin
(146) bildirdigi S405F, G464S mutasyonlar1 da saptanmis, ancak flukonazol direnci
tizerindeki rollerinin yonlendirilmis mutagenez yontemi ile gdsterilmesine gerek oldugu ifade
edilmistir. Arastiricilar mutasyonlarla birlikte, hiicre icinde ila¢ birikiminde azalma veya
enzimin artmig salmimi gibi mekanizmalarin da flukonazole direng gelisiminde etkili

olabilecegini belirtmisglerdir.

Kelly ve arkadaslar1 (150) yonlendirilmis mutagenez ve klonlama sonucu G464S
mutasyonu olusturduklart bir adet C. albicans susu ile mutasyonsuz C. albicans susunu
spektrofotometrik ve biyokimyasal olarak inceledikleri ¢aligmalarinda; enzimin katalitik
aktivitesinde ve flukonazole olan afinitesinde olusan azalmay1 gostermisler ve bu degisimin
hem molekiiliinde ortaya ¢ikan asagi-yukari yer degisiklikleri veya agilanmalar ile hem’in

lokalizasyonunu etkileyerek olusabilecegi hipotezini dne siirmiislerdir.

Calismamiz kapsaminda toplam yedi adet flukonazole R/DBD ve de on adet D C.
albicans izolatinin dizi analizi sonuglar degerlendirildiginde, flukonazole R/DBD suslarda
D116E, K143R, DI53E, E266D, S412T, G464S, G465S, R469K, V4881 mutasyonlari, D
suslarda ise D116E, K128T, E266D, L280Y, L280F, L281M, L281Y, 1282D, S284I, T285H,
V4371 mutasyonlar1 gézlendi. Belirlenen mutasyonlarin tiimiiniin daha 6nce degindigimiz {i¢
“hot spot”> bolgede yer aldigi saptandi. Ozellikle R/DBD izolatlarda bulunan nokta
mutasyonlarin R469K ve S412T mutasyonlar1 disinda literatiir bilgilerinde rastladigimiz
mutasyonlar oldugu, duyarli suslarda ise daha once bildirilmemis L280F, L280Y, L281M,
L281Y, 1282D, S2841, T285H yeni mutasyonlarinin bulundugu belirlendi. Gerek R/DBD
gerek D suslarda, dizi analizi ve REA yontemleri ile Y132H mutasyonu saptanmadi. R/DBD
suslarimizdan H3 susunda bulunan G464S, G465S mutasyonlar1 dikkat ¢ekici olup, korunmus
bir bolge olan hem bolgesinde yer alan mutasyonlardir. Calismada saptanan G464S
mutasyonunun literatiir verilerinde belirtildigi gibi hem’in azoller ile baglanma yetenegini
etkileyerek veya enzimin katalitik aktivitesini azaltarak etkili oldugu distiniilebilir. G465S
mutasyonu ise hem bolgesinin arka planinda yer almasi nedeni ile hem iizerinde ayni etkileri
olusturmayip ancak G464S mutasyonu ile birlikte olusu nedeniyle direng gelisimine katkida

bulunmus olabilir.

R/DBD olarak belirledigimiz H1, H2 suslarimiz ayni hastanin tirnak ve agiz izolatlari

olup, bu suslarda saptadigimiz K143R mutasyonunun literatiirde belirlendigi gibi subtrat giris

90



bolgesinde yer almasi nedeni ile flukonazoliin baglanma afinitesini etkileyerek direng

gelisiminde rol oynadig: diisiiniilebilir.

Calismamizda gerek flukonazole R/DBD, gerekse D C. albicans suslarinda
saptadigimiz D116E ve E266D mutasyonlari, literatlir bilgilerinde de sik rastlanan
mutasyonlar olarak goze ¢arpmaktadir. Marichal ve arkadaglar1 (117) ile Asai ve arkadaslari
(116) c¢alismalarinda R/DBD ve D C. albicans suslarinda saptadiklari s6z konusu bu

mutasyonlarin direng gelisimine dogrudan katkida bulunmadigini belirtmektedirler.

White ve arkadaslar1 (121) farkli hastanelerden soyutladiklar: iki tanesi kontrol olmak
tizere toplam 38 adet C. albicans izolatinin diren¢ mekanizmalarini arastirdiklar
caligmalarinda; D116E ve E266D mutasyonlarini flukonazole R ve D suslarda saptamislardir.
Ayni ¢alismada, direngli suslarda K128T, K143R, V4371 mutasyonlari ile yeni bir mutasyon
olarak G448R mutasyonu belirlenmistir. Bu mutasyonlardan K143R mutasyonunun R
suslarda (148,149) V4371 mutasyonunun ise R/DBD ve D suslarda bulundugu
bildirilmektedir (117). Bizim caligmamizda ise K143R mutasyonu flukonazole R suslarda,
K128T ve V4371 mutasyonlar1 D suslarda yer almaktadir. White ve arkadaslarinin (121) bu
calismasinda bildirilen D116E mutasyonu substrat/inhibitor giris bolgesinde yer almasina
karsin direng ile iligkilendirilememistir. E266D mutasyonu ise G-H heliks yapilar1 arasinda
bulunmakta ve substrat ge¢is kanalinin genislemesine yardimei oldugu var sayilmaktadir.
Calismada saptanan D116E, E266D mutasyonlarinin varligr HindIll ve Maell enzimleri
kullanilarak REA ile de gosterilmistir.

Arastirmamizda, R/DBD suslardan olan H1, H2, B suslarinda saptadigimiz V4881
mutasyonunun Marichal ve arkadaslar1 (117) tarafindan R ve D suslarda da yer aldigi
bildirilmistir. Maebashi ve arakadaglar1 (151) iki AIDS hastasindan soyutladiklari ti¢ adet C.
albicans susunda, ERG11 geninde direng¢ gelisimine yol agcan mekanizmalar1 dizi analizi ve
elektron mikroskobik yapisal degisimlerin varligi ile arastirarak, K143R, E266D, V404L,

V4881 mutasyonlarini direng ile iligkili olarak yorumlamustir.

S6z konusu literatiir bilgilerinin 15181inda, calismamizda saptanan DI116E, DI153E,
KI128T, E266D, V4371 mutasyonlarmin flukonazole direng gelisiminde dogrudan etkili
olmayan nokta mutasyonlar oldugu, K143R, G464S, G465S, V488l mutasyonlarinin ise
direng gelisimine katkida bulunan mutasyonlar oldugu diisiiniilmektedir. Daha &nce

literatiirde flukonazole direncli suslarda bildirilmemis ve bizim flukonazole R/DBD iki
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susumuzda bulunan R469K ile S412T mutasyonlarinin diregte rolii olabilecegi; direng
gelisimindeki roliinii belirleyebilmek i¢in ise ileri ¢aligmalara gerek oldugu ancak s6z konusu

mutasyonlarin ““hot spot’” bolgede yer aldig1 s6ylenebilir.

Flukonazol ve azol grubu antifungal ilaglara kars1i direng gelisiminde etkili
mekanizmalar arasinda ERGI1 geni nokta mutasyonlarinin yani sira ERG/] geninin asiri
ekspresyonu, ilacin hiicre i¢ine aliminda veya atiminda yetersizlik ya da FRG3 geni gibi diger
genlerde olusan mutasyon ve degisiklikler sayilabilir (80). Hiicre icinde ila¢ birikiminde
azalma; ilacin hiicre i¢ine aliminda bozukluk veya ilacin aktif pompalar yardimi ile atiminin
artmasi sonucu meydana gelmektedir (74). Bu mekanizmalar igerisinde Ozellikle ilag atim
pompalar ile iliskili olanlar 6nemini ve giincelligini korumaktadir. Fungal atim pompalari
ATP baglayan kaset (“"ATP binding cassette’” (ABC)) siiper ailesi ve major kolaylastirici
(““major facilitators’’) siiper ailesi (MFs) olmak iizere iki gruptur. ABC tasiyicilart plazma
membrani boyunca kii¢iik molekiillerin gegisini saglamakta ve alt1 alt gruptan olusmaktadir.
PDR alt grubu ozellikle ilaglarin tasinmasinda 6nemli olup, bu grupta yer alan CDRI ve
CDR?2 genleri C. albicans 1 flukonazol, ketokonazol ve itrakonazol gibi diger azollere kars1
diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir (74,89). MFs ailesi bir¢ok molekiiliin hiicresel
transportunda gorev yapmakta ve bu grupta bulunan MDRI geni C. albicans’in flukonazol
direncinden sorumlu tutulmaktadir (74,89). Bu genlerin artmis ekspresyonu veya artmig

diizenlenimleri sonucu azollere kars1 direng gelismektedir.

Fungal atim pompalar1 antifungaller disinda bazi maddeleri substrat olarak kullanabilme
ozelligi gostermektedir. Bu maddeler arasinda Cdrlp, Cdr2p substratlar1 olarak rodamin6G,
serulenin, Mdrlp substratlar1 olarak ise 4NQO, fenantrolin, benomil sayilabilir (74). Diger
yandan antifungallere karst olusan direnci geri cevirmeye yonelik yeni stratejilerin
gelistirilebilmesi i¢in pompa inhibitérii maddeler ile arastirmalar yapilmaktadir. Bu
aragtirmalar kombine ila¢ sagaltimlarinin uygulanmasima bagli olarak o6zellikle kanser

ilaglarina kars1 olusan direnci azaltmaya yonelik umut vaad etmektedir (86).

Calismamiz kapsaminda R/DBD suslarimizda diren¢ gelisiminde atim pompalarinin
roliinii arastirmak amaci ile bu pompalarin substrat ve inhibitorii olan maddeler ile CLSI
M27-A2 standartlarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi kullanilarak duyarlilik ¢alismast

uygulandi. Bu calismada kontrol susu olarak flukonazole direngli DSY 289 C. albicans susu
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ile DSY 292 C. albicans susunun kullanilmasi sonuglarimizin degerlendirilmesi agisindan yol

gosterici olmustur (146).

Arastirmamizda fungal atim pompalarinin subtratlar1 olarak, rodamin6G, 4-NQO,
fenantrolin kullanilarak duyarlilik calismasi uygulandi. Kontrol suslarmin MIK degerleri goz
oniine alinarak tiim suslarin MIK sonugclar1 degerlendirildiginde; H1, H2, H3, B suslarinda
CDR genlerinin, 1978, 348, 93-05 suslarinda ise MDR genlerinin artmis ekspresyonundan s6z
edilebilir.

Atim pompa inhibitdrii olan ibuprofen, B-Ostrodiol, progesteron, verapamilin varliginda
flukonazoliin MIK degerlerinde olusan degisiklikleri belirledigimiz duyarlilik ¢alismasi
sonucunda ise; 1978, 348, 93-05 no’lu flukonazole R suslarin tiimiiniin duyarh hale geldigi,
H1, H2, H3, B suslar ile kontrol suslarinin MIK degerlerinde degisiklik olmadig1 ve direng
durumunun siirdiigli saptandi. Buna gore, 1978, 348, 93-05 suslarindaki atim pompalarinin
artmig ekspresyonunun direng gelisimine katkida bulundugu, flukonazole R diger suslarda ise
direngte atim pompalarinin fazla ekspresyonunun roliiniin ‘‘revers transcriptase’” PZT, “‘real-

time’’ PZT gibi yontemlerle arastirilmasi gerektigi sonucuna varilabilir.

Duyarli suslarimizda ise, kontrol suslarinin sonuglari g6z Oniine alinarak
degerlendirildiginde, substrat grubu maddeler ile MIK degerlerinde 6nemli bir degisme
gbzlenmezken, inhibitdr grubu maddelerin varliginda flukonazol MIK degetlerinde 960 ve 3-
05 suslar1 disindaki tiim suslarda diisme saptanmustir. 960 ile 3-05 suslarinin flukonazol
degerlerinde gozlenen artis ise s0z konusu suslarda inhibitér maddelerin varliginda

flukonazoliin indiiklenme olasiligin1 diistindiirebilir.

Substrat ve inhibitor etkili maddeler ile uyguladigimiz duyarhilik ¢alismalarinin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda; 6zellikle 1978, 348, 93-05 suslarinda gerek CDR gerek MDR
grubu atim pompalarinin artmig ekspresyonundan soz edilebilir. Ayn1 suslarda direng iizerine
dogrudan etkili mutasyonlarin bulunmamasi bize, direng gelisiminde atim pompalarinin daha
etkin bir mekanizma oldugunu diisiindiirebilir. H1, H2, H3, B suslar1 ise kullanilan dort
pompa inhibitorii ile direngli olmayr siirdirmekte ancak CDR substratlarini da
kullanabilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda suslarda bulunan K143R, G464S, G465S, V488l

mutasyonlarimin direng gelisiminde dominant rolii bulundugu sonucuna varilmistir.

Candida suslarinda atim pompalarinin  ekspresyonlarinin  degerlendirilmesinde

semikantitatif ‘‘revers transcriptase’’ PZT (RT-PZT) ve kantitatif “‘real-time’’ PZT (ger¢ek

93



zamanli PZT) uygulanmasi1 daha iyi bir gosterge olacaktir. Bu amagla suslarimizda atim

pompalarinin bu yontemler ile arastirilacagi bir ¢alisma baslatilmistir.

Maebashi ve arkadaslar1 (119) C. albicans izolatlarinda diren¢ mekanizmalarini
arastirdiklar1 calismalarinda, substrat grubu maddeler ile duyarlilik ¢alismasi sonucunda
Cdrlp substratlari ile direngli izolatlarda daha yiiksek MIK sonuglar1 saptamislardir. Ayni
suslarda RT-PZT ile CDRI ve CDR2 mRNA diizeylerini de yiiksek saptadiklarindan, Cdrp

pompalarinin direng gelisiminde etkili oldugu sonucuna varmislardir.

White ve arkadaslar1 (121) flukonazole R suslarda NB yontemi ile CDRI, CDR2,
MDRI, ERGI1I mRNA diizeylerini aragtirmislardir. Ancak ¢alisma sonucunda oldukga ¢arpici
bir bulgu ile karsilasilmis ve bu genlerin ekspresyon diizeyleri ile diren¢ gelisimi arasinda bir

iligki saptanamamustir.

Pina-Vaz ve arkadaslar1 (120) 25’1 C. albicans olmak lizere 38 adet flukonazole R/DBD
Candida susunu, ibuprofen, B-0strodiol progesteron, verapamil gibi inhibitor etkili maddeleri
subinhibitér konsantrasyonlarinda kullanarak duyarlilik ¢calismasina almiglardir. C. krusei ve
birka¢ C. glabrata susu disinda tim R/DBD suslar flukonazole D hale gelmistir. Arastiricilar
C. krusei’nin intrensek direncli olmasi nedeniyle, diger suslarda ise pompalar disindaki direng
mekanizmalarinin rolii nedeniyle inhibitorlere yanit alinamadigi yorumunu yapmislardir. Bu
calisma sonucunda, ibuprofenin flukonazol direncini tersine ¢evirebilmesi nedenti ile 6zellikle
kandidoz sagaltiminda diisiik dozda kullanimi yeni bir sagaltim segenegi olarak
onerilmektedir. Biz de, ¢alismamiz sonuglar1 dogrultusunda verapamil, progesteron ve [-
Ostrodioliin yan etkileri nedeniyle kullanimi kisitli olacagindan 6zellikle ibuprofenin kandidoz
sagaltiminda Ozellikle flukonazol R’li C. albicans suslariin etken oldugu ya da uzun siire
flukonazol sagaltim veya profilaksisi almis olgularda in vivo arastirmalar ile desteklenmesi

durumunda antifungal ilaglar ile birlikte kullaniminin yararli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Maesaki ve arkadaglart (152) atim pompa inhibitorleri olarak verapamil ve takrolimus’u
farkli konsantrasyonlarda kullanarak, iki adet C. albicans susunun flukonazol, ketokonazol ve
itrakonazol MIK degerlerinde ve hiicre icinde ilag birikiminde olusan degisiklikleri
incelemistir. CDRI ekspresyonu fazla olan ve ketokonazol ile itrakonazol’e ¢apraz direng
gosterdigi saptanan flukonazol R susun antifungal direnci takrolimus ile geri ¢evrilebilmis ve
hiicre i¢inde ilag¢ birikiminde azalma olusmustur. MDR1 ekspresyonu fazla olan flukonazol R

susun ketokonazole R, itrakonazole D oldugu ve takrolimus ile duyarli hale doniistigi
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belirlenmistir. MDRI ekspresyonu fazla olan bu susun ketokonazole R olmasi ERGII
mutasyonlar1 veya ERGI1’in artmis ekspresyonu gibi nedenlere baglanmistir. Arastiricilar,
MDRI ekspresyonun flukonazol, CDRI ekspresyonun ise flukonazol, ketokonazol ve
itrakonazol direncinde rol oynadigimi ve takrolimus’un pompa inhibitorii olarak roliinii

vurgulamiglardir.

Park ve arkadaglarinin (153) 14 flukonazole D, 13 DBD, 32 R olmak iizere toplam 59
C. albicans izolat1 ile molekiiler direng mekanizmalarini arastirdiklar ¢calismalarinda; ERG1 1
geni dizi analizi ve CDRI, CDR2, MDRI, FLUI ile ERGI]I mRNA diizeyleri i¢in “‘real-
time’’ PZT uygulamislardir. Calisma sonucunda; flukonazole direng gelisiminde CDRI,
CDR2, MDRI mRNA artmis ekspresyonu ile ERGI/I geninde saptanan mutasyonlardan
Y132F, T229A, S405F, G464S mutasyonlarinin direng ile iligkili oldugu saptanmigtir. Ancak
ERGI1 ve FLUI genlerinin artmis ekspresyonu ile direng gelisimi arasinda istatistiksel bir
anlam bulunamamistir. Bu calismada dizi analizi sonucunda belirlenen E266D ve V4881
mutasyonlart R ve D suslarda goriildiigiinden flukonazole direng gelisimi ile
iligkilendirilmemistir. D116E, K128T, V4371, G450E, D446N, F449S mutasyonlar1 ise D
suslarda saptanmistir. Ayni caligmada {i¢ adet susun uygulanan yontemler ile direng
mekanizmalar1 saptanamamis ve “‘probe’’ teknolojileri ile yeni amplifikasyon yontemlerine

dayali aragtirmalarin geregi iizerinde durulmustur.

Calismamizda 1978 ile 348 numarali suslar MDR gen saliniminin daha belirgin
oldugunu diisiindiigiimiiz suslar olup, sadece flukonazole R olmalar1 beklenirken ketokonazol
ve itrakonazole de R olduklar1 goriilmektedir. Ancak benzeri bir durum kontrol suslarimizdan
DSY 292 susunda da bulunmakta olup, Sanglard ve arkadaslarinin (87) calismasinda bu sus
MDRI asir1 ekspresyonu gostermesine ragmen sadece flukonazole degil ketokonazole ve
itrakonazole de direng gostermekte ve bu durum substrat Ozgiinliigii veya hiicre duvar

gecirgenligi gibi diger mekanizmalarin rolii ile iliskilendirilmektedir.

Flukonazole R 22 adet C. albicans vagina izolatinda diren¢ mekanizmalarinin
arastirildigr bir baska ¢alismada (154) izolatlarin tiimiinde NB analizi ile MDRI genlerinde
asir1 ekspresyon saptanirken, izolatlarin bir kisminda CDRI, CDR2, ERG11 asir1 ekspresyonu
belirlenmis ve dizi analizi ile R tiim suslarda D116E, V488l mutasyonlarinin varlig
gosterilmistir. K128T, E266D, V4371 mutasyonlar1 ise direng ile iligkili bulunmamustir.

Calismada ii¢ adet flukonazol R C. albicans susu, itrakonazole R bulundugu halde
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CDRI1/CDR?2 genlerinin diizeylerinin diislik oldugu; bir susun ise itrakonazole D bulunmasina
karsin CDRI/CDR2 genlerinin ekspresyonunun fazla oldugu bildirilmektedir. Bu calisma
sonucunda azollere diren¢ gelisimi ile ilag atim pompa genlerinin ekspresyon diizeyleri
arasinda baglant1 saglanamamis ve arastiricilar heniiz bilinmeyen bir ¢cok mekanizmanin etkili

olabilecegini vurgulamislardir.

Pera ve arkadaslar1 (92) HIV ile infekte orofaringeal kandidozlu hastalarin oral
stiriintiileri ile prospektif bir calisma gerceklestirmis ve bu calisma sonucunda; flukonazole
direng gelisiminde 12 hastadan soyutlanan 20 adet flukonazole R/DBD C. albicans susu’nun
%85’inde attim pompalarinin fazla salinimini, %65’inde ergllp enziminde amino asit
degisimlerini, %35’inde ERGII geni asir1 salimmmint direng mekanizmalar1 olarak
belirlemislerdir. Favre ve arkadaslar1 (155) ise calismalarinda, flukonazole R gelisiminde
etkili olan ERGI1 mutasyonlarinin oranin1 %20 olarak bildirmektedir. C. albicans direng

29

mekanizmalarinin atim pompalart i¢in ‘‘real-time’> PZT, mutasyonlar i¢in dizi analizi
uygulanarak arastirildigi ¢alismalarda (156,157) direng gelisiminde bir¢ok mekanizmanin

birlikte etkili oldugu vurgulanmaktadir.

Bizim aragtirmamiza aldigimiz yedi flukonazole R/DBD C. albicans susunun dordiinde
(%57) direng ile ilgili mutasyonlarin varligi belirlenmis, iiglinde (%42) ise atim pompalarinin

fazla ekspresyonunun direngte rolii oldugu saptanmustir.

Pina-Vaz ve arkadaslar1 (120) pompa genlerinin sayilarinin her gegen giin artmasi,
CDRI1, CDR2, MDRI genlerinin birbirleri ile olan etkilesimleri, ergosterol sentez yolunda
bulunan diger genlerin salinimlari ve olusturduklar etkiler, hiicre duvar yapist ve
gecirgenliginde olusan degisiklikler, molekiillerin birbirleriyle etkilesimleri ve bugiin i¢in
bilmedigimiz baska mekanizmalarin rolii gibi nedenlerle; diren¢ gelisim mekanizmalari ile

iligkili olarak kesin bir degerlendirme yapilamiyabilecegini bildirmislerdir.

Calismamizda, flukonazole R/DBD suslarimizda direng gelisiminde etkili
mekanizmalar olarak, lanosterol 14 alfa demetilaz enzimini kodlayan ERG11 genindeki nokta
mutasyonlar ile atim pompalarinin artmis ekspresyonundan séz edilebilecegi, ancak bu
suslarda flukonazole diren¢ gelisiminde etkili diger mekanizmalarinda aragtirilmasi gerektigi

sonucuna varildi.
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8. SONUC ve ONERILER

(Calismamiza alinan flukonazole direngli/doza bagimli duyarli yedi C. albicans susunun
biri disinda tiimii flusitozine direngli, timii AmB’ye duyarli, biri disinda tiimii itrakonazol ve
ketokonazole direngli, bir tanesi disinda tiimii klotrimazole duyarli olarak bulunmustur.
Flukonazole duyarli on adet C. albicans susunun altistnin flusitozine orta duyarli, doérdiiniin
flusitozine direncli oldugu, tiimiiniin AmB, ketokonazol ve klotrimazole duyarli, itrakonazole

doza bagimli duyarli oldugu saptanmustir.

Yedi adet flukonazole direngli/doza bagimli duyarli, on adet flukonazole duyarlh C.
albicans susu Y132H mutasyonunun arastirilmast amaciyla restriksiyon enzim analizine
alimmustir. Calismaya alinan flukonazole direngli/doza bagimli duyarli ve duyarli tiim suslarda
315 ile 358 bp’lik iki adet bant varligi saptanmig, bu nedenle tiim suslarda Y132H

mutasyonunun bulunmadigi sonucuna varilmistir.

Tim suslara lanosterol 14a-demetilaz enzimini kodlayan ERGII gen bolgesinin
cogaltildig1 polimeraz zincir tepkimesini takiben dizi analizi uygulanmis ve Bio-edit version
7.0 programi ile degerlendirilerek Y132H mutasyonunun bulunmadigi saptanmistir. Dizi
analizi sonuglar1 incelendiginde, flukonazole duyarli suslarda D116E, K128T, E266D,
L280Y, L280F, L281M, L281Y, 1282D, S284I, T285H, V4371 mutasyonlari, flukonazole
direncli/doza bagimli duyarli suslarda DI116E, K143R, DI153E, E266D, S412T, G464S,
G465S, R469K, V4881 mutasyonlar1 saptanmustir. Flukonazole direngli, doza bagimli duyarl
suslardan ii¢ tanesinde direng gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen K143R, G464S, G465S ve
V4881 mutasyonlart belirlenmistir. Dizi analizi sonunda sadece flukonazole direngli/doza
bagimli duyarl suslarda saptanan ancak literatiirde direncli suslarda rolii bildirilmemis olan
S412T, R469K mutasyonlarinin da direngte rolii olabilecegi diisiinlilmiis ancak bu

mutasyonlarin ileri ¢aligmalar ile degerlendirilmesi gerektigi kararina varilmstir.

Atim pompalarinin subtrat ve inhibitér etkili maddeler kullanilarak arastirildigi
duyarlilik ¢alismasi sonucunda, ii¢ adet flukonazole direncli C. albicans susunda atim pompa
ekspresyonundaki artigin direng gelisiminde etkili oldugu, diger suslardaki atim pompalarinin
direng gelisimindeki roliiniin “‘reverse transcriptase’” PZT, ‘‘real time’’PZT gibi yontemler

ile arastirilmasi gerektigi diistiniilmiistiir.
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Sonug olarak; calismamiza alinan direncgli/doza bagimli duyarli C. albicans suslarinda
flukonazole diren¢ gelisiminde etkili mekanizmalar olarak lanosterol 14 alfa demetilaz
enzimini kodlayan ERGII genindeki K143R, G464S, G465S, V488l gibi mutasyonlar ile
atim pompalarimin fazla ekspresyonu oldugu; ancak bu suslarda flukonazole direng
gelisiminde etkili ERGI1’in fazla ekspresyonu, ERG3 genindeki mutasyonlar gibi diger

mekanizmalarin da arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Bunlarin yaninda flukonazole karsi direng gelisiminde etkili olan tiim mekanizmalarin

yeni ve ileri yontemlerle arastirilmasinin siirdiiriilmesi gerektigi goriisiine varildi.
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