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ONSOZ

Hizla artan ilag¢ direnci problemi nedeniyle, azollere direngli Candida tiirleri tedavide
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kandidoz olgularinda yeni bir tedavi yaklasimi saglayacagina ve ek olarak, borik
asit analoglarinin tipta kullanimina dikkat ¢ekilmesi ile uzun vadede yaygin bor
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1. GIRIS

Bor 6nemli bir endiistriyel hammaddedir. Balikesir, Bursa, Eskisehir ve Kiitahya
illerine dagilmis olan bor yataklari, diinyanin su ana kadar bilinen en biiyiik
rezervidir. Diinyanin toplam bor rezervlerinin 1,2 milyar ton oldugu tahmin
edilmekte ve rezervlerin %63’i Tirkiye’de bulunmaktadir. Buna karsin, hem
tiretimde hem de ekonomik bazda Tiirkiye’nin aldig1 pay, rezervleriyle orantili
degildir. Bu nedenle Tiirkiye bor cevherini stratejik maden olarak ilan etmistir

(www.boren.gov.tr).

Kullanim alanlar1 arasinda; cam, seramik, niikleer, elektrik-elektronik ve bilgisayar
sanayileri; iletisim araclari; insaat-cimento, metaliirji ve enerji sektorleri; otomobil
sanayi; tekstil sektorii; kimya, temizleme ve beyazlatma sanayileri; tarim sektori,
kagit sanayi; fotografcilik; kompozit malzemelerin ve spor malzemelerinin

{iretimi; manyetik cihazlar ve mumyalama bulunur (Ozpeker, 2001).

Ayrica, ilag ve kozmetik sanayi (dezenfektanlar, antiseptikler ve dis macunlarinin
iiretimi) ve tipta da kullamim alanlar1 vardir. Osteoporoz, alerjik hastaliklar,
psikiyatrik hastaliklar, artrit ve menopozun tedavisinde, kafa i¢i tiimorlerinin
tanisinda, multiple myelom tedavisinde, enfeksiyon hastaliklariin tam1  ve

tedavisinde yer alir (Ozpeker, 2001).

Bor, periyodik tabloda B simgesi ile gosterilen, atom numarasi 5, atom agirlig1 10,81
olan metalle ametal arasi yari iletken O6zellige sahip bir elementtir (Ulusal Bor
Aragtirma Enstitiisii, 2011). Bor madeninin su anda tipta kullanilan tek formu borik

asit ve tuzlaridir (Groziak, 2001).

Borik asit esterlerinin, mikroorganizmalara ait pek c¢ok esansiyel enzimi inhibe
ettikleri gosterilmistir. Gram-negatiflerde bulunan, DNA methyltransferase ve
gram-pozitiflerde bulunan menaquinone methyltransferase, HIV-1 protease,
Streptomyces griseus’a ait NAD-glycohydrolase ve ADP-ribosyltransferase baslica
orneklerdir (Groziak, 2001).



B-laktam antibiyotiklere kars1 diregten sorumlu p-laktamaz enzimleri aktif
bolgelerinde serin rezidiileri igerir ve boronik asitlerin potansiyel hedefleridirler. Su
ana kadar Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Esherichia coli, Citrobacter
diversus - laktamazlarina karsi etkili borik asit esterleri elde edilmistir. Borik asit
esterleri sayesinde E. coli’ye ait TEM-1 ve AmpC B-laktamazlarinin x-ray kristal

yapilari ¢oziillmiistiir (Groziak, 2001).

Borik asit esterleri, benzadiazaborin enoyl acyl carrier protein rediiktaz (ENR)
enzimini inhibe eder. Bu enzim NAD(P)H bagimlidir ve yag asidi sentezindeki son
basamag1 katalizler. ENR’nin molekiiler hedefi triklosan ve izoniazid ile ¢ok

benzerdir (Groziak, 2001).

Bu enzim inhibitorleri disinda dogadan elde edilmis, bor minerali i¢eren, makrolid
grubuna ait dort farkli antibiyotik bulunmaktadir (Boromycin, Aplasmomycin,
Borophycin, Tartrolon). Ancak bu antibiyotikler, memeli hiicrelerine toksik

olduklari i¢in heniiz kullanim alan1 bulamamiglardir (Soloway, 1998).

Vulvovajinal candidoz, diinyadaki en yaygin kadin sagligi problemidir. Dogurganlik
cagindaki kadinlarda, %20-30’lu oranlarla, en sik goriilen ii¢ vajinal enfeksiyondan
biridir. Epidemiyolojik ¢aligmalar kadinlarin %75°nin tiim hayatlar1 boyunca en az
bir kez, %40-50’sinin ise birden fazla vajinal candidoz atagr gecirdigini
gostermektedir. Yiiksek prevelansi ve yasam kalitesini diisiirmesi nedeniyle dnemli
bir klinik problemdir. Bu enfeksiyonlarin %80-90’nindan Candida albicans
sorumludur. Bu mikroorganizmay1r Candida glabrata, Candida tropicalis ve
Candida krusei, %5-10, %5 ve %1’lik oranlarla takip etmektedir. Prevelanslari
diisiik olmasina ragmen, konvansiyonel antifungal ilaglara direngleri nedeniyle non-
albicans Candida tiirleri bu hastalikta O6nemli bir yere sahiptir. Azolli
formiilasyonlara yalnizca %50°lik bir kismi cevap vermektedir. Ayrica, hizla artan
ilag direnci problemi nedeniyle azollere direngli C. albicans olgularida klinikte

Oonemli bir sorun haline gelmistir (Neves, 2008).

Vulvovajinal candidozte amag¢ 48-72 saat i¢inde semptomlarin tamamen ortadan
kaldirilmasi, 47 giin igerisinde de mikolojik kiir saglanmasidir. Tedavide ilk tercih

oral azol preperatlaridir (imidazoller veya triazoller). Azoller ile tedavide kiir



saglanamadiginda lokal tedaviye gegilir. Borik asit lokal tedavi alternatifleri
arasindadir. Oral terapinin lokal tedaviye ustiinliigii olmadig1 buna ek olarak lokal
tedavinin pek c¢ok avantaji oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. Vajinaya lokal olarak
uygulanan antifungal ilaclar, gereksiz ilag absobsiyonuna neden olmaz, dolayisiyla
yiiksek kan konsantrasyonu diizeylerini énler. Ilag etkilesimlerinin bu sayede oniine
gecilir. Hamilelik ve emzirme sirasinda oral tedavi rejimlerinden kagimnilir. Ayrica
lokal tedavi ¢ok daha ucuz bir tedavi yontemidir. Ornegin tek doz flukanazol (150
mg) ile tedavi maliyeti 26USD iken 14 giinliik lokal borik asit terapisinin maliyeti
5USD’dir (Neves, 2008). ilag direnci olan veya sik relaps goriilen kronik vajinal
candidozli olgularda yiiksek tedavi basarisini gosteren pek ¢ok calisma vardir (Ray,
2007). Bu klinik gozlemden yola ¢ikarak arastirmacilar borik asitin pek ¢ok yeni
analogunu elde etmek icin caligmaktadirlar. Farkli organizmalara etki eden borik

asit analoglar1 bulunmustur (Waasbergen, 2007; Jabbour, 2005; Baker, 2006).

Bortezomib (Velcade), FDA (Food and Drug Administration) onayi almis ve
parenteral kullanilabilen tek borik asit analogudur. Bir proteosome inhibitoriidiir ve
multiple myelom tedavisinde kullanilmaktadir. Sitma paraziti iizerinde antiparaziter
etkinligi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanacak oldugumuz, ZL3B, bu

preperatin, ticari olarak elde edilebilen tek formudur (Reynoulds, 2007).

Boronik asitler, acil gruplarinin transferinde rol alan enzimleri, O6zellikle de
hidrolazlari; kimotripsin, tripsin, trombin ve diger proteazlari inhibe ederler. Bu
etkiyi, proteazlarin aktif bolgesine, Ozellikle de serin rezidiilerine baglanarak
gosterirler. Proteosome, hiicrelerdeki major non-lizozomal endoproteazdir. Hiicre
icinde yanlis yapilandirilmis ve ubiqutinle isaretlenmis proteinlerin yikilmalarini
saglar. Regiilator proteinlerin ubiqutin aracili yikimi, hiicre siklus progresyonu,
sinyal ileti, transkripsiyonel diizenleme ve apoptozis gibi metabolik olaylarin
kontroliinde 6nemli rol oynar. Candida tiirlerinde de ubiqutin aracili yolaklarin

varligin1 géstermeyi amaglayan ¢aligmalar yapilmaktadir (Myung, 2001).

Calismamizda, bir borik asit analogu ve ayn1 zamanda bir proteosome inhibitorii
olan; ZL3B etken maddesinin, Candida kokenleri iizerindeki antifungal etkinligi
ve bu etkiyi hangi mekanizma ile gerceklestirdiginin in-vitro olarak saptanmasi

planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge
Candida’lara ait bilgiler Hipokrates’e kadar uzanir.

1665'de ilk defa Galen pamukgugu tanimlamistir. 1839°da Langanbek oral lezyonlu
bir hastadan maya izole etmis, 1841'de Berg aftoz membran materyali ile bebekleri
asilayarak pamukcugun etiyolojisini tespit etmistir. 1843'de Robin bu organizmayi
Oidum albicans tiri ile iligkilendirmistir. Wilkonson 1849'da vajinal kandidozu
bulmus, Hausmann da 1875'de vajinal Candida enfeksiyonu ile bebeklerde gorilen
pamukcugun iligkisini ortaya koymustur. 1940'larda antibiyotiklerin klinik
kullanima girmeleri ile daha 6nceden rastlanmayan Candida enfeksiyonlarinin g¢esitli

klinik formlar1 goriilmeye baslamistir (Piringciler,1995).

Bu enfeksiyonun onlenmesinde 6zel bir organizasyonun gerekli oldugu 1950'
yillarda anlasilmis ve ilk kez organize komiteler 1970'li yillarda Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nde ve Ingiltere'de kurulmaya baslamistir. 1970'de CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) ABD'deki ulusal hastane enfeksiyon verilerini
prospektif olarak toplamak ve analiz etmek amaciyla NNIS (National Nosocomial
Infection Surveillance) sistemini kurdurmus ve boylece iilke bazinda hastane
enfeksiyon oranlarmi, faktorlerini, enfeksiyon boélgelerini belirlemek miimkiin
olmustur. Bugiin ABD'de yaklasik 150-200 hastane NNIS kapsaminda olup bu konu

ile ilgili en organize verileri diinyaya gonderen sistemdir (Ener, 1999).

2.2. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar okaryotik canlilardir. Diger okaryotlardan hiicre duvarlarimin olmasiyla
ayirilirlar. Morfolojik yapilarina gore kif ve maya olmak {izere iki grupta
incelenirler. Bazi mantarlar, dogal ortamlarda kiif, insan viicut sicakliginda (37°C)

maya seklindedirler. Bunlara dimorfik mantarlar denir. Eseyli veya eseysiz



tireyebilirler. Mayalar tek hiicreli mantarlardir. Tomurcuklanarak (blast
formasyonu) veya ikiye boliinerek cogalirlar. Caplart 2-20 um, boylart 2-50 pm
arasinda degisir. Bir maya hiicresinden tomurcuklanarak olusan yavru hiicreye
blastokonidyum denir. Bazi mayalarda olusan blastokonidyumlar ana hiicreden
ayrilmadan ardi1 ardina uzar. Ana hiicreden pesi sira olusan yavru hiicrelerin

olusturdugu uzantiya yalanci hif (psddohif) denir (Murray, 2007).

Mantarlar ireme bi¢imleri, yapilari, yasam dongiileri ve bazi fizyolojik 6zelliklerine
gore smiflandirilirlar.  Eseyli iiremesi saptanmayan mantarlarin  tiimii,
Deuteromycetes (Fungi imperfecti) sinifinda incelenirken, eseyli iiremeleri saptanan
mantarlar Zygomycetes, Ascomycetes ve Basidiomycetes siniflarinda incelenirler

(Murray, 2007).

Mantarlarin tiremeleri i¢in organik bir azot ve karbon kaynagina gereksinimleri
vardir. Bir ¢cok mantar glukozu kolaylikla parcgalayabilir. Bu nedenle mantarlarin
tiretilmesinde kullanilan primer besiyerlerinde hep glukoz vardir. Mantarlar aerop
mikroorganizmalar oldugu i¢in, klinik Orneklerin taginmasi ve kiiltiirii, aerop
kosullarda yapilmalidir. Pek ¢ok mantarin optimal tireme pH’s1, 6.8-7 ve optimal
ireme sicakhif, 25-35°C’dir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mantarlar ig¢in
zenginlestirilmis (beyin-kalp infiizyon agari, malt ekstreli besiyeri), segici

(Sabouraud besiyeri) ve ayirict (lire agari) besiyerleri kullanilir (Murray, 2007).

Tibbi Onemi olan mantarlarin ana grublarin1 gdsteren sema tablo 2.1°de
gosterilmistir. Buna gore Candida tiirleri eseysiz iireme Ozelligi gosteren

Deuteromcetes siifinda yer almaktadir (Murray, 2007).



Tablo 2.1. Mantarlarin Siniflandirilmasi

Eseysiz Eseyli Ureme Ornek
.. . Rihizopus, mucor,
Zygomycetes Sporanjiospor olusumu  Zigospor o
absidia
Saccharomyces,
) Trichophyton,
Ascomycetes Konidya olugumu Askospor
Histoplazma, bazi
Aspergillus tirleri
Eseyli liremenin
. “Binary Fission” sonucunda, i¢inde L )
Archiascomycetes . Pneumocystis jiroveci
(ikiye boliinme) sporlar bulunan kistler
olusur.
Basidiomycetes Bilinmiyor Bazidyospyor Cryptococcus
Deuteromycetes Konidya olusumu Tanimlanmamis Candida, Aspergillus

2.3. Candida Kokenlerinin Morfolojisi

Candida kokenleri 6 pm biiyiikliigiinde, oval veya yuvarlagimsi, tomurcuklanan
hiicreler olarak goriiliirler. Yalanci hif (psddohif) olustururlar. Bunlar arasinda
C.albicans, blastokonidyum ve yalanci hif yaninda gercek hifler de olusturarak

dimorfik 6zellik gosterir (Murray, 2007).

Candida kokenleri Sabouraud-dekstroz-agar (SDA) gibi bir besiyerinde, oda
sicakliginda ve 37°C’de 24 saatte iireyip genellikle kirli-beyaz veya krem rengi,
yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi kokulu koloniler yaparlar. Koloninin
besiyeri ylizeyinde kalan boliimii blastokonidyumlardan olusur; besiyeri yilizeyinin
altinda ise yalanci hifler bulunur. Tween 80 agarda, 25°C’de ve 72 saatte,
psodohif, septalarinda yuvarlak blastokonidyalar ve genis, kalin- duvarli terminal

klamidosporlar olusturur (Murray, 2007).

Candida kokenleri, misirunlu agarda saptanan blastokonidyumlarin 6zellikleri ve
blastokonidyumlarin yalanci hif boyunca dizilimlerine gore isimlendirilirler. Tiirlerin
kesin tanisi, daha sonra yapilan seker fermentasyonu ve biyokimyasal deneyler ile

konur. Tablo 2.2.°de bazi 6nemli Candida tiirlerinin 6nemli kimyasal 6zellikleri



verilmistir (Murray, 2007).

Tablo 2.2.Bazi Onemli Candida Tiirlerinin Onemli Kimyasal (Asimilasyon)
Ozellikleri

glukoz | maltoz | sukroz | trehaloz | galaktoz | sellobiyoz | ksiloz | rafinoz | lakiez | dulsitol | melibivoz | fixeaz | NOs

C.albicans
C.guilliermondii

C.parapsilosis

+ + + o+

C.tropicalis
Ckefir
Ckrusei

|
+ + + + 4+
+ 4+ o+ o+ 4
+ o+ o+ o+ 4+

o S S S S
t

C.glabrata

C. albicans iki morfolojik test ile diger kokenlerden ayrilir. Serum ic¢inde 37°C’de
iki saat inkiibe edildiginde C. albicans tiirleri gergek hif olusturur. Ana hiicreden
bogum olusturmadan bir borucuk uzar ve “germ-tiip” adi1 verilen yapiy1 olusturur

(Murray, 2007).

C. tropicalis gercek hif olusturabilir, nadiren klamidospor yapar, sukrozu asimile
eder ve bu ozelligi ile, kendisine ¢ok benzeyen ancak siikrozu asimile etmeyen C.

paratropicalis’ten ayrilir (Murray, 2007).

C. glabrata’nin, en Onemli karakteristik Ozelligi musir unlu agarda hifa veya

psodohifa olusturmamasidir (Murray, 2007).

C. parapsilosis egri ve kisa psddohif, nadiren dev hiicreler ve genis hifal elemanlara

sahiptir (Murray, 2007).

C. lusitaniae morfolojik olarak C. tropicalis ve C. parapsilosis’e benzer, sellobiyozu

fermente etme ve ramnozu asimile etme 6zelligi ile bunlardan ayrilir (Murray, 2007).

C. krusei siklohekzimide duyarlidir, dekstrozu fermente eder, galaktozu asimile

etmez (Murray, 2007).

C. guilliermondi kolonileri bekledik¢e pembelesir ve kisa psddohiflere sahiptir
(Murray, 2007).



2.4. Antijenik Yapi

C. albicans, hiicre duvarinda bulunan ve potent immiinojen olan mannanin yapisal
farkliliklarina gére A ve B olmak iizere iki serotipe ayrilir. C. albicans’ta mannan
disinda bagka antijenler de saptanmistir; salgisal proteazlar, enolaz ve 1s1 sok
proteinleri en dnemlileridir. Yasam boyu Candida ile temastan oOtiirii, bireylerin
cogunlugunda, mantara karsi, hem serumda 6zgiil antikorlar, hem de hiicresel

bagisiklik vardir (Morrison, 2003).

2.5. Candida Kokenlerinin Viriilans Faktorleri

Patojen bir mayanin viicutta enfeksiyon olusturabilmesi i¢in, patojen
organizmalarin, konak hiicre membraninin yapisinda bulunan lipid ve protein
yapisindaki molekiilleri substrat olarak kullanan fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik
enzimler salgilamasi ve bu enzimlerin aktivitesi sonucunda invazyon olugmasi
gerekir. Bu faktorlerin disinda hiicre duvarinda mannan, slime iiretim yetenegi ve
hidrofobisite gibi diger Ozellikler candidalarin aderensini ve kolonizasyonunu
kolaylagtirmaktadir.  Patojen mantarlarin  olusturdugu derin  enfeksiyonlar
incelendiginde, epidermis ve mukozalarin {ist tabakalarinda kolonizasyonla
baslayarak daha derinlere dogru ilerledigi goriilmiistiir (Yiicel, 2000; Yiicel, 2001;
Dolape1, 2002).

2.5.1. Adezyon

Candidalarin mukozal epitel hiicrelerine veya endotel hiicrelerine baglanmasi
kolonizasyonun ilk asamasidir ve kandidozun ortaya c¢ikmasinda Onemli bir
adimdir. Adezyon karmasik bir islem olup birden fazla adezinin ve birden fazla
baglanma mekanizmasinin etkisi ile gerceklesir. Candida adezinleri lektin benzeri
hiicre yiizey proteinleri ve konak epitel hiicre glikoproteinlerini tanirken

candidalarin ylizey proteinleri ise epitel ve endotel hiicrelerindeki protein veya



peptid baglarin1  tanirlar.  Protein-protein iliskisinde fibronektin, fibrinojen,
kompleman reseptorleri, integrin benzeri molekiiller rol oynamaktadirlar.
Fibrinojene baglanan yiizey proteinleri maya hiicrelerinde gosterilmistir. Baglanma
oraninin hiflerde mayalardan 12 kat, germ tiipiinde ise 7-8 kat fazla oldugu
belirlenmistir. Kompleman C3 doniigiim {iriinleri olan C3d ve iC3b reseptorleri ile

baglanan proteinler hem maya hem hiflerde gosterilmistir (Cerik¢ioglu, 2008).

2.5.2. Dimorfizm

Dimorfizm, maya — germ tiip (hif) doniisiimiinii belirleyen bir siire¢ olup, 6énemli bir
virulans faktoriidiir (Cerik¢ioglu, 2008; Yiicel, 2000). Dimorfizmin 1s1, pH ve
besinlerle diizenlendigi bildirilmektedir. Optimum sartlar olan 33 - 42°C ve pH 6-8
araliginda germ tiipii olusmaktadir (Cerik¢ioglu, 2008).

2.5.3. Yiizey hidrofobisitesi

Candida kokenleri ile yapilan arastirmalarda hiicre yiizey hidrofobisitesi,
organizmalarin adezyonunda rol alan 6nemli bir mekanizma olarak belirlenmistir
(Hazen, 2003; Masuoka, 2004).

C. albicans ile yapilan aragtirmalarda yilizey hidrofobisitesinin hiicre duvar yapisiyla
dogrudan iligkili oldugu belirtilmektedir. C. albicans’in hiicre duvarinda meydana
gelen farklilagsmalar hiicre yiizey hidrofoblugunda degisiklige neden olmaktadir.
Hidrofobisitenin, mayanin i{ireme safhasi ve iireme kosullarina bagli olarak da

degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Masuoka, 2004).

C. albicans kokenlerinde hidrofobisitedeki artis ile kokenlerin patojenitesi arasinda
paralellik saptanmistir. Hidrofobik maya hiicrelerinin, hidrofilik hiicreler ile
kiyaslandiginda ekstraselliiler matriks proteinlerine, endotel ve epitel hiicrelerine,
musin gibi konak substratlarina daha kuvvetle tutunduklari ve de nétrofiller
tarafindan fagositoza karsi daha direngli olduklar1 goriilmiistiir (Hazen, 2003;
Masuoka, 2004).



2.5.4. Hiicre duvari

Candidalarin viriilansinda hiicre duvar komponentlerinden olan mannoprotein
onemli rol oynamakta ve antijen olarak konaga sunulmaktadir. Mannan hiicresel ve
humoral yanit1 arttirmakta veya baskilamakta ve enfeksiyonun stirekliligine neden

olmaktadir (Cerik¢ioglu, 2008).

2.5.5. Fenotipik degisim

Candidalarin  fenotiplerinde in vivo ve in vitro ortamda degisim oldugu
gosterilmistir. Bu 6zellik etkenin, ortama uyum saglamasini kolaylastirmakta, olugsan
antijenik degisim sayesinde etken immiin sistemden kacabilmekte ve antifungallere

kars1 duyarhilikta degisiklik meydana gelebilmektedir (Hazen, 2004).

Fenotipik degisim, candida kokenlerinde spontan olarak siklikla gdzlenen geri
déniisimlii bir olaydir ve goriillme sikligi 10%-10"tir. Fenotipik degisimin
sonucunda; diizglin (smooth), tiiyli (fuzzy), diizensiz (irregular), yildiz (star),
halka (ring), noktali (stippled) ve sapka (hat) olmak {iizere yedi farkli fenotip
olusmaktadir. Bunun disinda bazi1 kdkenlerde fenotipik degisim sonucu varyant
koloni morfolojileri de ortaya ¢ikmaktadir. Beyaz fenotipten, opak fenotipe gecise
daha yiiksek oranda rastlanirken; opaktan beyaza degisim orami daha diisiiktiir.

Candida kokenlerinin biiyiik kismi beyaz fenotiptedir (Yang, 2003).

Fenotipik degisim, klinik acidan Onem tasir ¢linkii bu degisim antifungal ilaglara
duyarliligi, konak hiicreye adezyonu, antijenik yapiy1, aspartik proteinaz aktivitesinin
diizeyini, notrofil ve oksidanlara duyarliligit ve hayvan deneyleri verilerine gore

virulansini etkileyebilmektedir (Yang, 2003).

10



2.5.6. Toksinler

C. albicans'da endotoksine benzer bir toksin bulundugu gosterilmis ve bu toksinler
yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil agirlikli olmak iizere iki grupta
toplanmistir.  Yiksek molekiil agirlikli toksinler, glikoprotein toksinler ve
kanditoksindir. Glikoprotein toksinler, saglam hiicrelerin duvar yapilarinda bulunur.
Glikoprotein molekiiliiniin hem protein hem de sekerlerinin toksik etki i¢in gerekli
oldugu, bu etkide baslica rolii mannanin oynadigi ve proteinininde yardimci oldugu
One stirtilmiistiir. Kanditoksin de C.albicans kokenlerinden izole edilmistir. Farelere
intravendéz uygulandiginda oldiirticiidiir.  Sitotoksik etkisi, farmakolojik ve
immiinolojik  Ozellikleriyle enfeksiyonu arttirict  yetenegi de gosterilmistir

(Ghamnnoum, 1990).

2.5.7. Enzimler

2.5.7.1. Hemolizin enzimi

Candidalarin sahip oldugu hemolizin enzimi eritrositleri parcalayarak hemoglobinin
denatiire olmasina neden olur, hemin yapis1 bozulur ve demir ac¢i8a cikar. Candidalar

bu Fe’i kendi metabolik faaliyetlerinde kullanirlar (Luo, 2001).

Hif formlarinin hemolitik aktivitesi, maya formlarinin hemolitik aktivitesinden 2-3
kat fazladir. Dissemine kandidoza neden olan C.albicans kokenlerinin tamamina

yakininin yiiksek hemolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Luo, 2001).

2.5.7.2. Salgisal asit proteinaz (SAP) enzimi

Patojen mantarlar konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olan ve dokuda
ilerlemelerine yardimei olan hidrolitik enzimler salgilarlar. Bu enzimlerden biri olan
asit proteinazlar peptid baglarin1 hidrolize eden Onemli bir hidrolitik enzim

ailesidir (Yiicel, 2000; Mardegan, 2006).
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Asit proteinaz ¢ok genig bir substrat Ozgiilliiiine sahiptir, substratlar1 arasinda
albumin, C3 protein, laktoperoksidaz, a-2 makroglobiilin, fibronektin, kollajen,
hemoglobin, kazein, Ig A, tirnak ve deri kdkenli epidermal keratin gibi azot kaynagi

olan proteinler bulunur (Calderone, 2001).

Candida kokenleri tarafindan salgilanan asit proteinaz, IgA; ve IgA, antikorlarinin
agir zincirlerini par¢alamaktadir. Boylece IgA’nin immiinolojik bariyer olusturdugu
mukoz membranlar ve gastrointestinal kanalda mikroorganizmanin kolonizasyonunu
kolaylastirarak enfeksiyonun yayilmasina zemin hazirlamaktadir. Ayrica salgisal asit
proteinaz derideki keratini pargalayarak kolonizasyonda ve epitel doku invazyonunda

onemli rol oynamaktadir (Calderone, 2001).

Molekiiler calismalar dogrultusunda C. albicans’ta SAP’1in iiretiminden sorumlu
bir ¢ok farkli SAP geninin (SAP1-SAP10) mevcut oldugu bulunmustur. Bu
genlerin iirinli olan SAP izoenzimlerinin, in-vivo ortamda farkli fonksiyonlar
gosterdigi ve de enfeksiyonun farkli sathalarinda rol aldiklar1 bildirilmistir
(Calderone, 2001; Yang, 2003; Mardegan, 2006; Haynes, 2001). SAP gen ailesinin
sadece en patojen Candida kokenleri ne 6zgii oldugu belirtilmis ve C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis’de de bu genin varlig1 gosterilmistir. Klinik olarak
daha az izole edilen C. glabrata, C. kefyr, C. guilliermondii’nin proteolitik
olmamast ve de patojen olmayan Saccharomyces cerevisae’da SAP geninin
bulunmayist SAP’in virulansla iligkili oldugunu destekler niteliktedir (Mardegan,
2006).

SAP gen ekspresyonu organizmanin maya fazindan hif fazina gegisi ve fenotipik
degisimi ile iliskilidir. SAP1, SAP2, SAP3 genleri sadece maya hiicrelerinde,
SAP4, SAPS, SAP6 ise hif hiicrelerinde eksprese olur (Naglik, 2003).

Klinik ve deneysel bulgular proteinazin candidaya bagli vajinit patogenezinde
onemli bir virulans faktori oldugunu desteklemektedir. Vajina ortami aspartik
proteinazin indiiksiyonu ve ekspresyonu i¢in ¢ok uygundur. Enzim izoformlarinin
notral pH'da da aktif olmasi, salgilanmasi i¢in mutlak asidik ortam gerektigi fikrini
clrliitmistiir. Enzim vajinada 6zgiil antikorlar tarafindan inhibe edilememektedir

(Bernardis, 1989).
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2.5.7.3. Fosfolipaz enzimi

Ik kez 1960 yilinda, candidalarin fosfolipaz salgiladigi, yumurta saris1 igeren kati
besiyeri kullanilarak ortaya konmustur (Ghannoum, 2000; Yiicesoy, 1999).

Fosfolipazlar birgok patojen mikroorganizma tarafindan salgilanan, hiicre
membranindaki gliserofosfolipitlerde bulunan ester baglarindan birini ya da daha

fazlasini hidrolize eden heterojen bir enzim grubudur (Yang, 2003).

Fosfolipaz A enzim etkinli§i tomurcuk olusturma ile iliskilidir. Hiflerin yash
kisimlarinda fosfolipaz etkinligi hiicre i¢ine yonelip, otolize neden olabilir (Monod,

2002).

Hiicre dis1 fosfolipaz enziminin C. albicans’in virulans ve patogenezinde Onemli
bir rolesahip oldugu belirtilmektedir. Ekstraselliiler fosfolipazlar fosfolipitleri
pargalayarak, konak hiicre membraninda hasara yol agabilmektedir (Ghannoum,

2000).

2.5.7.4. Esteraz enzimi

Bazi1 Candida kdkenleri’nin, fosfolipazin yani sira esteraz gibi enzimleri salgilayarak,

lipolitik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Stehr, 2000).

Ilk kez 1978 yilinda Walter Rudek (Rudek, 1978) adli arastirmaci Candida
kokenlerinde esteraz aktivitesini, tween 80 igceren kati besiyerinde (pH 5.5) opasite
testi ile gOstermistir. Esteraz enziminin substratlar1 arasinda yer alan ve insan
derisinin stratum korneum tabakasinda yiiksek oranda bulunan triagilgliserol ve
monoagilgliserol ~ substratlari, lipolitik  enzimlerin  aktivitesi  sonucunda
parcalanmakta ve bunun neticesinde mikroorganizmanin invazyonu ve
kolonizasyonu kolaylasmaktadir. Bu enzimin ayni zamanda lireme siirecinde de rol

aldig1 gosterilmistir (Tsuboi, 1996).
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2.5.8. Biyofilm olusumu

Biyofilm, canli veya cansiz bir yiizeye yapisarak kendi trettikleri polimerik yapida
jelsi bir tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak

tanimlanir (Tiiretgen, 2006).

Biyofilm tabakasi; hiicreleri bir arada tutup, difiizyon kalkan1 ya da molekiiler filtre
gibi davranarak, barindirdifi mikroorganizmalari;; basta klor olmak {izere
dezenfektanlardan, besinsizlikten, kurakliktan, pH dalgalanmalarindan, toksinlerden

ve virilislerin zararl etkilerinden korur (Tiiretgen, 2006).

Biyofilm, firgalanmayan dislerin dis yiizeyi, su kanal borularinin i¢ yiizeyi, kateter,
eklem ve kalp protezleri gibi kalici olmayan yabanci cisim enfeksiyonlarinda

karsimiza ¢ikar (Pascual, 2002).

Biyofilm tabakasindan s6z edilmesi i¢in gereken 3 temel eleman yiizey,
mikroorganizma ve EPS’dir. EPS, terminolojide “exopolysaccharides”, ‘“slime” ya
da “exopolymers” terimlerinin karsiligi olarak kullanilmaktadir. EPS biyofilm
tabakasinda bakterilerin hiicre disina saldiklar1 ve onlar1 bir arada tutan ¢imento gibi

diisiiniilebilir (Ttiretgen, 2006).

Mikroorganizmalar, hidrofobik ortamlarda serbest ylizmek yerine bir yiizeye
tutunmay tercih ederler. Bunun sebepleri; tutundugu yiizeyde besin kaynagi olmasi,
suyun akisiyla tutundugu yere besin maddesi taginmasi ya da su akisi sayesinde bol
oksijen bulunmasi olabilir. Biyofilm tabakasinin olusumundaki ilk basamak
yaklagsmadir. Mikroorganizma, tutunacag yiizeye aktif hareket ya da konveksiyon ile
yaklasir. Yiizeye kritik uzaklhikta oldugu anda [yaklagik 1 nanometre],
mikroorganizma itici ve c¢ekici giiclerin etkisiyle ya yiizeye yapisir ya da itilir.
Tutunma ya da adezyon mekanizmasi hakkindaki farkli teoriler c¢esitli bilimsel
disiplinlere gore agiklanmakla birlikte, adezyon olusumu iki agsamal1 genel bir isleme
gore gerceklesmektedir. Ilk etapta yiizey iizerine mikroorganizmalari, bir anlik
ceken ve tutan geri doniisebilir bir faz olusumu, ikinci etapta ise yiizey ilizerinde
mikroorganizmalarin geri doniisiimsiiz, saglam ve kat1 bir birikimine neden olan bir

matriksin gelisimi. Bu itici ve c¢ekici giicler; elektrostatik ve hidrofobik
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etkilesimler, van der Walls baglarinin kuvveti, sicaklik, hidrodinamik giicler olarak
tanimlanmaktadir. FElektrostatik etkilesimler daha c¢ok itici gliglerdir, ¢iinkii
mikroorganizmalar ve kati ylizeyler negatif yiiklidiir. Yiizeyle ilk temasin
gerceklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin  katkis1 bliyliktiir. Bunun yaninda
mikroorganizmalarin tutunmasini kolaylastiran hiicre dis1 yapilar, pH, besin miktari,
sicaklik da yiizeye yapismada etkili role sahiptir. Mikroorganizma, sahip oldugu
hiicre dis1 uzantilar ya da saldigi polimerler ile yiizeye sikica baglanir. Bu baglanma
geri doniisiimsiizdiir. Yiizeye sikica tutunan mikroorganizma burada ¢ogalarak dnce
mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm tabakasini

olusturur (Tiiretgen, 2006).

Ozetle; biyofilm olusumunda &nce fizikokimyasal, daha sonra biyolojik 4 asama

isin i¢ine girmektedir (Tiiretgen, 2006).

1- Organik molekiillerin kimyasal adsorpsiyonundan ileri gelen yiizey degisimi

(kan 1ile karsilasan yiizeylerde fibrin birikmesi gibi)
2- Yiizeyde yavas yavas kolonilesme (adezyon)

3- Cok tabakali yapiya ulagan bakteriler tarafindan ¢esitli organik maddelerin (ESP,

olymeéres extracellulaires-Slime) sentezi
4- Olgunlasmis biyofilmin gelismesi (kolonizasyon)

Candida kokenlerinin yabanci cisimlere slime faktorii araciligi ile tutunmasi, hem
siirekli bir enfeksiyon odagi gibi rol oynamalarima hem de viicudun savunma
mekanizmalarindan ve antifungal tedavinin etkilerinden kurtulabilmelerine yardimci

olan bir 6zelliktir (CDC, 2011).

Yabanci cisimler ile iliskili enfeksiyonlarin ¢ogunda Gram pozitif bakteriler,
siklikla stafilokoklar, etken oldugu halde gram negatif bakteriler ve mantarlar ile
olusan enfeksiyonlar daha ciddi seyirlidir. Fungal enfeksiyonlar cogunlukla patojenik
Candida kokenleri, ozellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis ile

olmaktadir (CDC, 2011).
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Candida biyofilminin antifungal diren¢ gelisiminde katkis1 oldugu diistiniilmektedir.
Biyofilm igerisindeki ekstraseliiler matriks miktari, yavas ilireme hizi, besin
kisitlamasi, membran lokalize efluks pompalarinin fazla ekspresyonu (MDRI,
CDR1 ve CDR2 genleri) ve biyofilmdeki sterol miktarinin bu diren¢ gelisimine
katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. Candida biyofilminin saptandig1 ve enfeksiyonlara
yol agabildigi baslica yabanci cisimler: santral vendz kateterler, iiriner kateterler,
eklem protezleri, arteriyovendz fistiil veya greftler, periton diyalizi kateterleri, yapay

kalp kapakgiklari, pacemaker, ventrikiiloperitoneal santlardir (CDC, 2011).

2.6. Fungal Patogenez

Patojen bir organizmanin viicuda girmesi enfeksiyonun olusumunda ilk asamadir
ancak enfeksiyonun meydana gelmesi i¢in yeterli degildir. Patojen mantarlar
konak bagisikligin1 yenmek ve lireyebilmek i¢in fosfolipaz, proteinaz, esteraz gibi
hidrolitik enzimlere ve aderensi kolaylastiran hidrofobisite ile slime {iretimi gibi

bazi virulans 6zelliklerine sahip olmalidir (Ghannoum, 1990).

Konak hiicre membraninin yapisinda bulunan lipid ve protein yapisindaki
molekiiller, patojen organizmalarin, bu bilesikleri substrat olarak kullanan
fosfolipaz ve esteraz gibi hidrolitik enzimler salgilamasina neden olmakta ve bu
enzimlerin aktivitesi sonucunda invazyon olusmaktadir. Bu faktorlerin disinda
cesitli ylizeylere tutunma, slime {retim yetenegi ve hidrofobisite gibi diger
ozellikler candidalarin  aderensini ve kolonizasyonunu kolaylagtirmaktadir.
Insanlarda siradan bir kommensal olarak bulunan Candida konaZin savunmasi

zedelendiginde dokulara yayilarak hastalik olusturur (Paul, 2002).

Mantarin kokenine bagli olan bir kisim faktorler konagin bagisikligini yenmek
icin birlikte rol oynarlar. Patojenlik 6zellikleri denilen bu faktorler C.albicans ve
diger Candida kokenlerinin virulansini belirler. Bugilinkii yaklagim, artan ilag
kullanimi, cerrahi girisimler, organ nakilleri ve AIDS gibi bireyin bagisiklik
sistemini zayiflatan cesitli sebeplerle tiim Candida kokenlerinin potansiyel patojen

olabilecegi yoniindedir. Birkag mantar tam anlamiyla patojen oldugu halde biiyiik
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bir kismi kommensaldir. Mantar enfeksiyonlarinin olugmast konagin bagisiklik
durumuna, enfeksiyonun tipine, siddetine ve etkenin virulans faktorlerine baglidir

(Cerikc¢ioglu, 2002).

2.6.1. Etken-konak iliskisi

C. albicans normal immiin cevabi olan bireylerde ender, zayiflamis immiin cevabi
olan kisilerde ise daha sik konak hasarina yol agar. Konak hasarini1 candidalarin
virulans faktorleri ve mantara karsi savunma mekanizmalar1 aracilii ile verilen
konak immiin cevab1 belirler. Genel olarak candida enfeksiyonlarinin patogenezinde
konagin roliinii belirleyen, savunma mekanizmalarinda yer alan hiicreler, faktorler,

yapilar ve bunlarin islevlerindeki defektlerdir (Cerik¢ioglu, 2002).

2.6.2. Bagisikhik

Saglikli bireylerde candida enfeksiyonlarina karsi giiclii bir dogal diren¢ bulunur.
Mikroorganizma kommensal olarak viicutta yasar ve konagin bagisiklik sisteminde
bir degisim ya da predispozan faktorler olmadikca genellikle hastalik olusturmaz.
Saglikli bireylerde hastalik olusturmaksizin bulunmasinin yaninda candidalarin
olusturdugu enfeksiyonlarin ¢esitliligi ve ¢ok farkli organ veya dokuyu
tutabilmesi, bu organizmaya karsi konakta meydana gelen bagisik yanitin
degisimiyle iliskilidir. Mantar hiicre duvarinin kompleks polisakkari yapisina
sahip olmasi, polimorfizm gosteren candidalarin degisik ortamlarda hif veya maya
seklinde bulunmasi; antijenik uyarinin diizensiz olmasina, ve heterojen bir bagisik

yanitin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Hazen, 2003).

Antifungal tedaviye yanitta rol oynayan immun sistem hiicreleri; fagositozdan
sorumlu olan monosit, makrofaj, dendritik hiicreler ve nétrofillerdir. Kandidoz
gelismesinde ve enfeksiyonun ilerlemesinde en 6nemli risk faktorleri notropeni ve

polimorfniiveli 16kosit (PMNL) disfonksiyonu olarak bildirilmektedir.
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Yapilan c¢alismalarda C.albicans'a karsi efektif fagositoz ve oOldiirme
mekanizmasinda notrofillerdeki CD64, CD89'un Onemli rol oynadigi ortaya
konmustur. Mantara ait antijenlerin ortaya ¢ikmasi sonucu indiiklenen IL-2 ve IFN-
Y, TNF-a, G-CSF ve GM-CSF ile fagositlerin antifungal aktiviteleri artmaktadir
(Nomanbhoy, 2002).

Notrofillerdeki niteliksel ve niceliksel defektler invazif hastalik i¢in predispozan
faktordiir. Notrofiller mantarin blastospor ve hif yapilarina kars1t énemli savunma
hiicreleridir. Genel olarak nétrofillerin oldiiriici etkisi daha onceden sitokinler
tarafindan  aktive edilirse artmaktadir. Notrofiller tarafindan  C.albicans
blastosporlarinin fagositozu ve o6ldiiriilmesi germ tiipii ve uzun hiflere gére daha
kolaydir. Mantarin optimal olarak hiicre i¢inde oOldiiriilmesi i¢in opsonin gerekli
iken, notrofillerin C.albicans blastosporunu fagosite etmesi opsonin yoklugunda olur.
Ancak nétrofillerin C.albicans't 6ldiirme yetisi hiicre i¢ine alinmig yapilarin germ
tiipli olusturmasi, fagolizozomlarin igeriginin salinimindaki defektler, mantar
yapilarinin nétrofil  degraniilasyonunu inhibe ettigi durumlarda sinirlanabilir.
Notrofiller aynt zamanda endotel {izerinde tomurcuklanan candidalarin

temizlenmesinde de ¢ok etkin rol oynarlar (Hazen, 2003; Nomanbhoy, 2002).

Mononiikleer fagosit hiicreleri tarafindan mantarin baglanmasi ve hiicre icine
alinmas1 CR1, CR4, FcR ve CD14 reseptorleri araciligr ile gerceklesir. Makrofajlar
mantarlarin dokulara yayilmasini Onleyen bir ortam olustururlar. Candida
blastosporlarinin makrofajlarla iligkisini ve fagositozunu CR3, fibronektin gibi
baz1 faktorler etkiler. Makrofajlarin C.albicans't fagosite etmesi ve Oldiirmesi
mannoz reseptorleri ile orantilidir. En yiiksek 6ldiirme aktivitesi opsonize edilen

mayalara kars1 gozlenmistir (Hazen, 2003; Naglik, 2003).

Makrofajlarin anti-candidal aktivitesi mantarin yapist yani maya ya da hif
formunda olusu ve bulundugu anatomik yerlesim alani ile de ilgilidir. Candida’lar
hem maya hem hif formunda enfekte dokularin hiicre i¢i ve hiicre dis1 alanlarinda

bulunurlar (Naglik, 2003).
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2.7. Vulvovajinal Kandidoz (VVK)

Candida kokenleri asemptomatik, saglikli ve dogurganlik cagindaki kadinlarin
genital sisteminden %20 oraninda izole edilebilir (Usluer, 2008). Vajen mukozasi
pek c¢ok endojen flora elemaniyla kolonize durumdadir. Vajinal enfeksiyon
etkeninin bu flora elemanlarindan ayrilmasi gerekmektedir. Kadinlarda genital
bolgede bulunabilecek olan mikroorganizmalar: Laktobasiller, (primer olarak
Lactobacillus crispotus ve Lactobacillus jensanii), Corynebacterium tiirleri,
Gardnerella vaginalis, koagiilaz negatif stafilokoklar, S.aureus, S. agalactiae,
enterokok tiirleri, E. coli, anaerob bakteriler ve mayalardir. Vajinal flora degisken,
dinamik bir eko sistemdir ve normal sartlarda birgok bakteri vajinal sekresyondan
tiretilebilir. Puberte Oncesi kadinlarda difteroid ¢omaklar ve koagiilaz negatif
stafilokoklar ¢ogunlukta iken, dogurganlik doneminde laktobasiller baskindir.
Menopoz donemindeki kadinlarda az miktarda laktobasil bulunmakla birlikte
Enterobacteriaceae tiirleri daha fazladir (York, 2004). Vajina epiteli ¢cok katli, yassi
epitel olup, normalde ¢ok az keratinizasyon gosterir, glikojen yoniinden zengindir.
Ostrojenik uyar1 ile epitel hiicrelerinde bol miktarda glikojen sentezlenir ve
depolanir. Vajina lumenine dokiilen epitel hiicrelerindeki glikojen vajinada bulunan
flora bakterileri tarafindan metabolize edilerek asit olusur ve sonugta vajina pH’s1
3.8 — 4.4 arasinda asidik seviyede tutulur. Vajina epiteli hormonal etki altinda

degisiklik gosterir (Bochmann, 2000).

Yenidogan vajinasinda birka¢ hafta siire ile aerobik laktobasiller mevcut olup,
pH’s1 asit 6zelliktedir. Daha sonraki puberte donemine kadar vajina epiteli ince ve
glikojen yoniinden fakir oldugu icin pH notiirdiir. Puberteden sonra vajina
hormonal etki ile kalinlasir, glikojen yoniinden zenginlesir ve Ostrojenin etkisi ile
vajinanin yiizeysel hiicrelerinde keratinizasyon gelisir, floraya ¢ok sayida bakterinin

eklenmesi ile pH asitlesir (Bochmann, 2000).

Normal vajinal sekresyonun kompleks bir yapisi vardir. Bu sekresyon servikal mukus
ve st genital organlarin sekresyonlari, sebase bezler, ter bezleri, Bartholin bezi ve
Skene bezleri gibi bezlerin sekresyonlari, vajenin duvarindan dokiilen yassi epitel

hiicreleri ve mukus bezleri igermeyen vajenden transiidasyon ile olusan
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sekresyonlardan olusur. Vajinal sekresyonun yapist ve miktart; yag, siklus donemi,
seksiiel aktivite, oral kontraseptif kullanimi, gebelik, vajinal temizlik sekli, hormonal
durum, kullanilan ilaglar ve ruhsal durum ile yakin iligki igerisinde ¢ok
degiskendir. Normal vajinal sekresyon kokusuz, berrak veya beyaz renkli, viskoz
ve homojen yapida olur, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) igermez ve speculum
muayenesinde gollenme olusturmaz. Eriskinlerde vajinal epitel hiicrelerinde biriken
glikojenin yikilmasi sonucu olusan laktik asit etkisiyle normal vajinal pH asidiktir;
3.8 - 4.2 arasinda degisen bu diisik pH vajinal sekresyonun her mm*iinde 10°- 10°
asidofilik laktobasil olusmasina imkan tanir. Epiteliyal hiicrelerdeki glikojen
miktar1 Ostrojen bagimlidir. Bu nedenle prepubertal kizlarda ve postmenopozal

kadinlarda nispeten daha alkali bir vajen pH’s1 olusmaktadir (Sobel, 2007).

Tiim kadmnlarin %75'i hayatlarinin bir doneminde VVK atagi gegirir. Bu hastalarin
%45'1 ise birden fazla atak gecirir (Sobel, 2007). Hastalarin biiyiik bir kism1 uygun
tedaviyle 1iyilesip, bir daha bu enfeksiyona yakalanmamaktadirlar. Ancak %5
oraninda bir hasta grubunda enfeksiyon kronik bir hal alir ve rekiirrent vajinit
ataklar1 goriiliir. Bu durum tekrarlayan VVK olarak adlandirilir ve son bir yil
icerisinde en az 4 kez mikolojik olarak ispatlanmis candidal vajinit tablosunun
goriilmesi seklinde tanimlanir. Bu hastalarin tedavisi oldukg¢a problemlidir (Moreira,

2006; Trama, 2005).

2.7.1. Etyoloji

VVK olgularinin %80 -%95’inde etken olarak C. albicans izole edilmektedir.
Diger etkenler ise C. glabrata (%5- 10), C. tropicalis (%3-5), C. parapsilosis (%3-
5) C. krusei (%1-3), C. kefir ve C. guilliermondii seklinde siralanabilir.
Blastospor formlari asemptomatik vajinal kolonizasyondan ve bulasmadan sorumlu

formlardir (Sobel, 2007).
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2.7.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Candida daha ¢ok dogurganlik cagindaki kadinlardan izole edilmektedir. Saglikli
eriskin kadinlarin  %10-55'inde asemptomatik vajinal kolonizasyon oldugu

bildirilmektedir (Sobel, 2007).

Tekrarlayan VVK orta yaslardaki kadinlarda daha fazla goriiliir, hastalarin egitim
diizeyleri nispeten yiiksektir. Bu durumun ortaya cikisiyla ilgili olarak bircok
endojen ve ekzojen risk faktorii ileri siiriilmiis ve bildirilmistir. Bunlar arasinda en
cok bilinenleri gebelik, kontrol altina alinmamis diabetes mellitus, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, oral kontraseptif kullanimi, steroid ilag
kullanimi, AIDS, siki ve naylondan iiretilmis i¢ ¢camasir1 kullanilmasi, cinsel iligki
ile ilgili aligkanliklar ve genital temizlik amaciyla kullanilan bazi preparatlar

seklinde siralanabilir (Sobel, 2007).

Gebelik doneminde vajinal mantar tasiyicilik orani belirgin sekilde artar. Her ne
kadar oral kontraseptiflerin tekrarlayan VVK olugmasinda etkili bir faktér oldugu
bildirilse de, 6zellikle son yillarda daha diisiik doz Ostrojen iceren dogum kontrol
haplarinin kullanilmaya baglanmasiyla bu fikir tartismali bir hal almistir. Ancak yine
de oral kontraseptiflerin en azindan tekrarlayan ataklarin etyolojisinde arastirilmasi
uygun olur. Genis spektrumlu antibiyotikler laktobasiller gibi koruyucu etkisi olan
vajinal bakterilerin baskilanmasina yol acarak tekrarlayan VVK’a yol acabilirler.
Ozellikle ampisilin, tetrasiklin ve sefalosporinler bu konuda suglanan

antibiyotiklerdir (Sobel, 2007).

Lokal veya sistemik allerjik reaksiyona sebep olan bazi maddelerin prostaglandin
E,nin iizerinden etkili bir mekanizma ile candidal kolonizasyonu artirdig
bildirilmektedir. Burada herhangi bir alerjik reaksiyon nedeniyle histamin desarji
oldugu, agi8a ¢ikan histaminin C. albicans ile sinerjik bir etki yaparak fazla miktarda
prostaglandin E, salinnmina yol actigi, bunun da yerel hiicresel immiin cevabi
baskiladigi ve dogrudan candidal proliferasyonu artirarak tekrarlayan VVK

enfeksiyonlaria yol agtig1 gosterilmistir (Witkin, 1989).
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Tiim bu risk faktorlerine ek olarak hipotiroidizm, stres, cinsel iligki siklig1 ve
teknigi gibi faktorler de tekrarlayan VVK i¢in risk faktorii olarak saptanmistir.
Cinsel iliski siklig1 ve es sayisinin artmasi, ayrica son 6 ay icerisinde yeni bir esle

birlikte olmak, tekrarlayan VVK’y1 artirmaktadir (Sobel, 2007).

Tekrarlayan VVK patogenezinde bir diger teori tedavinin yetersiz olmasi ve
vajinadan candidalarin tamamen uzaklastirilamamasidir. Bu teoriyi destekleyen iki
onemli faktor vardir. Bunlardan birincisi kiiltiir negatif olan kadinlarin antibiyotik
tedavisi esnasinda hizla kiiltiir pozitif hale gelmeleri, ikincisi ise basarili bir lokal
antimikotik tedavisinden 30 giin gibi kisa bir siire sonra %20-25 oraninda kiiltiir
pozitif olgularin saptanmasidir. Bu durum, tedaviyle vajinadaki canli mantar
sayisinin azalmasi ancak konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile saptanamayacak kadar

az sayida patojen mikroorganizmanin vajinal liimende kalmasiyla agiklanmaktadir

(Sobel, 2007).

Sonug¢ olarak, baz1 kadinlarda tekrarlayan vajinal Candida kolonizasyonu
olmaktadir. Burada kaynak ne olursa olsun, hastanin sistemik veya bolgesel
vajinal savunma mekanizmalari ile mikroorganizmanin virulansi ve tedaviye direnci
de 6nemli etkenlerdir. Baz1 Candida tirleri VVK olusumunda 6nemli bir virulans
faktorii olabilecek asit proteinaz salgilarlar. Bu enzim tekrarlayan vulvovajinal
Candida enfeksiyonu olan kadinlarin vajinal sivilarinda daha fazla saptanmistir ve

patogenezi izah etmek icin kullanilabilir (Sobel, 2007).

2.7.3. Tam

VVK’da en sik goriilen semptom kasintidir. Genellikle kokusuz koyu kivamli, beyaz
renkli ve "peynir kesigi" goriinlimiinde akinti tipik muayene bulgusudur. Vajina
hiperemik, wvulva eritematéz goriintiide, serviks genelde normaldir. Vajinal
hassasiyet, irritasyon, cinsel iliski esnasinda agri, vulvar bolgede kizariklik ve
yanma hissi, Ozellikle idrar yaparken yanma diger semptomlardir. Tekrarlayan
VVK’da ise kasintinin yerini daha ¢ok vajinada yanma hissi alir. Her ne kadar

muayene bulgulart ve semptomlara bakarak tani konulabilse de laboratuvar ve
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kiiltiir ile desteklemeden tedaviye gitmek yaniltici olabilir. Sadece semptomlara
bakilarak VVK tanis1 konulan hastalarin %25'inde uygulanan ilk tedavi basarili

olmamaktadir.

Bazi hastalarda tek bulgu hafif kasinti ve akinti olabilir. Bu hastalarda mutlaka
%10'luk KOH ile mikroskobik inceleme yapilmali ve sonu¢ negatif olsa bile
hastanin sikayetleri devam ediyorsa kiiltiir yapilmalidir. Candida kdkenleri i¢in en
uygun kiltir ortami SDA (Saboraud Dextrose Agar) besiyeridir. Bazen
servikovajinal siiriintii preparat1 da tanida yardimeci olabilir. Kiiltlir pozitif hastalarin
preparatlarinda %80 oraninda Candida enfeksiyonunu diisiindiiren bulgu
saptanabilmektedir. Tiim bu tan1 yontemlerine ragmen tekrarlayan VVK tanisi
almis hastalarin olduk¢a biiylik bir kisminda tani1 hatasi oldugu ve yanlis tedavi
nedeniyle sonug¢ alinamadigi bilinen bir gercektir. Bu nedenle hastalar mutlaka kesin
tan1 konulduktan sonra uygun tedavi ajanlan ile tedavi edilmeli, sadece muayene

bulgularina bakilarak ampirik tedaviden kaginilmalidir (Sobel, 2007).

2.7.4. Tedavi

CDC’nin 1993 yilinda yaymladigi VVK tedavi rehberinde azollerin kullanimi yer
almaktadir. Sistemik kullanilan azoller; imidazoller (mikonazol ve ketakonazol) ve
triazoller (itrakonazol ve flukonazol) olarak iki ana grup altinda incelenirler. Bu
ilaclar topikal veya oral kullanilabilmektedirler. Bu ilaclar mantar hiicrelerinin
membranlarindaki ana sterol olan ergosterol sentezini inhibe ederek etkilerini
gosterirler. VVK tedavisinde kullanilan topical ilaglar ise vajinal supozituvar veya

krem seklinde piyasada bulunmaktadir (Usluer, 2008).

Tekrarlayan VVK tedavisinde ilk basamak altta yatan herhangi bir predispozan
faktoriin olup olmadigmmin saptanmasi ve varsa ortadan kaldirilmasidir. Eger
miimkiinse immunosupressif ilaglarin ve hormonlarin kullanimi kesilmelidir. Bu
hastalarda diisiik doz oral kontraseptiflerin kesilmesi tartismalidir. Yine
premenopozal hastalarda oral glukoz tolerans testi yapilmasi ¢ok anlamli degildir ve

nadiren diabetes mellitus saptanir. Bu hastalara daha rahat ve sentetik olmayan,
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pamuklu i¢ camagir1 giymeleri, ¢ok siki kiyafetlerden kaginmalari, perineyi miimkiin
oldugunca kuru tutmalari, vajinal temizlik amaciyla hi¢bir kimyasal madde ve sabun
kullanmamalar1, tuvalet sonrasi temizliklerini onden arkaya dogru yapmalar
onerilmelidir. Her ne kadar cinsel es tedavisi tartismali olsa da gerektiginde esin
antimikotik ilaglarla tedavi edilmesi ve tedavi tamamlanana kadar kondom
kullanilmast uygun goriilmektedir. Yine reenfeksiyonu dnlemek i¢in i¢ ¢amasirlari
kaynatilmalidir. Bu hastalarin yeterli ve uygun beslenmeleri, egzersiz yapmalari,
sigaraylr birakmalari ve vitamin takviyesi yapmalari immune sistemlerini
giiclendireceginden tedavide faydali olacaktir. Ozellikle adet Oncesi bir haftalik
donem enfeksiyon acgisindan riskli donemdir. Bu donemde daha dikkatli

olunmalidir (Sobel, 2007).

2.8. Candida Enfeksiyonlarinin Tanisi

Candida enfeksiyonlarinin tanisinda klinik Orneklerin nativ preperatla veya
boyali olarak mikroskopik incelemesi ile mikroorganizmalarin tanimlanmasina

yonelik olarak kiiltiir yontemleri uygulanir.

2.8.1. Mikroskopik inceleme

Candida kokenleri 3-6 pm biiyiikliigiinde oval ve yuvarlagimsi, tomurcuklanan
hiicreler olarak goriiliirler. Gram boyasi ile Gram-pozitif olarak boyanirlar. Steril
bolgelerden alinan yaymalarda maya hiicrelerinin goriilmesi, kandidoz tanisi i¢in
onemli olmakla birlikte duyarlilign dugiiktiir. Mikroskopik degerlendirme Oncesi
%10’luk potasyum hidroksit (KOH) kullanilmasi, epitel hiicrelerinin lizise
ugramasint saglayarak, daha iyi tespit edilmesini saglar. Preperatlar faz-kontrast
veya normal 151k mikroskobunda degerlendirilir. Isik yogunlugunun azaltilmasiyla
maya ve hifler daha iyi sekilde saptanabilir. Mantar hiicre duvarini daha iyi
gorebilmek i¢in mavi-siyah miirekkep KOH preparasyonuna katilabilir. Kalkoflor

beyazi1 ile boyama, funguslarin tespiti i¢in duyarli bir metottur ancak floresan
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mikroskop gerektirir. Kullanilan filtreye gore maya hiicreleri, psddohifler ve hif
yapilart tebesir beyazi veya parlak elma yesili renginde floresans verir. Kalkoflor
beyazina alternatif boyama, gram boyama (fungal elementler gram-pozitif
boyanirlar) ve germ tiip testidir. Germ tiip testi serumda, 37°C’de 2 saat inkiibe
edildiginde C.albicans’1, hifal element olusumunu gosterme yoluyla albicans dist
kokenlerden ayirmaya yarayan testtir. C. albicans izolatlarinin %90’1indan fazlasi
bu siire i¢cinde germ tiip (gercek hif) olusturur. Blastokonidya (tomurcuklanmig
mantar), hifa ve psddohifanin gosterilmesi, doku invazyonunu kuvvetle destekler
ancak tanisal degildir. Doku incelenmesinde hematoksilen eozin, periyodik asit-
schiff (PAS) ve Gomori’nin metenamin giimiis boyasi tanida yararlidir. Derin
dokularin biyopsi orneklerinde mayanin goriilmesi kandidozun kesin tanisini saglar

(Murray, 2007).

2.8.2. Kiiltiir

Mantarlarin kiiltiirde iretilmesi enfeksiyonun tanisinin konmasinda ve etkenin
belirlenmesi i¢in ¢ogu zaman sarttir. Candida kokenleri hem normal floranin iiyesi
hem de patojen olarak bulunabilmelerinden dolayr tiim kiiltiir sonuglar1 hastanin

klinik, histopatolojik ve radyolojik bulgulariyla birlikte degerlendirilmelidir.

Invaziv kandidozdan siiphelenilen hastalarm incelemesi, balgam, orofarinks, diski,
idrar, dren yerleri ve kan kiiltiirlerinin alinmasiyla baslar. Ornekler genellikle bir
secici, bir de secici olmayan (beyin-kalp infiizyon agar, sabouraud dekstroz agar
gibi) besiyerine ekilir. Candida kokenlerinin ilk izolasyonu ve identifikasyonunda
kromotojenik besiyerleri (CHROM agar Candida, BD CHROMagar Candida,
Candida DI) oldukga kullanishidir ve albicans ile albicans dis1 kokenleri birbirinden
ayrabilir. Bifazik besiyeri kullanimi da kandan izolasyonu kolaylastirabilmektedir

(Stevens, 2002; Verweij, 2000).

Radyometrik yontemlerin kiiltlir sistemlerinde uygulanmasi ile, mantarlarin erken
tanisinin saglanabilecegi bazi calismalarda gosterilmistir. BACTEC ve BacT/Alert

yontemleri, kan kiiltiirlerinde mantarlarin tespitini hizlandirmistir (Hopfer, 1980).
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2.8.3. Seroloji

Invaziv kandidoz tanisinda kiiltiir ydntemlerinin ¢ok duyarli olmayis1 arastiricilar:
serolojik testler gelistirmeye yonlendirmistir. Serolojik yontemler, 6zellikle duyarh
goriintiileme teknikleri ile birlikte tarama araglar1 olarak kullanildiklarinda, invaziv

fungal hastaliklarin erken ve hizli tanisina yardimci olmaktadir (Maertens, 2007).

Invaziv  kandidozlarin ~serolojik tamisinda mannan (CAND-TEC, Ramco
Laboratories, Inc., Houston) ve mannoproteinin (Bichro-latex albicans)
antikorlarin1 tespit eden testler kullanilmig ancak bu antikor tarama testleri yiiz
giildiiriicii sonuglar vermemistir. Sadece kolonizasyon olmasi durumunda bile
antikorlarin saptanmasi ve immiinsiiprese hastalarda invaziv kandidozda bile antikor
olugsmamas1 testlerin duyarliligmi disiirmektedir. Kandidoz klinigi bulgularinin
varliginda, ardistk aliman serumlarda antikor titresinin artmaya devam etmesi
enfeksiyon lehine degerlendirilebilir. Ayrica antijen testleri ile birlikte

degerlendirildiklerinde taniya yardimeci olabilirler (Yeo, 2002; Willinger, 2006).

Serumda veya viicut sivilarinda mantar antijenlerinin veya metabolitlerinin
aranmasina yonelik testler invaziv mantar enfeksiyonlarinin serolojik tanisi igin
daha degerlidirler. Bu amagla mannan, D-arabinitol, enolaz ve [-D-glukan
arastirtlmaktadir (Yeo, 2002). Giiniimiizde en yaygin kullanilan ydntem mannan

antijen testidir (Willinger, 2006).

Mannan, Candida hiicre ylizeyinin, enfeksiyon sirasinda, dolagima gecen
karbonhidratidir. Dolasimdan c¢abuk temizlenir ve kandaki diizeyi hizli diiser. Bu
nedenle saptanabilmesi i¢in hastadan sik kan Ornegi alinmasi gerekir. Degisik
caligmalarda duyarlihlk ve Ozgiilliigline iliskin farkli oranlar bildirilmektedir

(Rimek, 2004).

D-arabinitol aslindabaz1 Candida kokenlerinin metabolik iriiniidiir. Sistemik
kandidozlu hastalarin idrarinda dilizeyi artar. Test birden c¢ok tekrarlanirsa,
duyarlilik ve 6zgiilliik artar (Lehtonen, 1996). C. krusei ve C. glabrata bu metaboliti
tiretmediklerinden bu iki etkenin enfeksiyonlarinda saptanmaz (Yeo, 2002;

Willinger, 2006).
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Enolaz biraz daha timit verici bir antijen testidir. Ardisik alinan kanlarda aranmasinin
duyarliligi artiracagt kabul edilmektedir. Ayrica enolazin Candida tiirlerine
oldukca 6zgiil olup ylizeyel kandidozlarda serumda saptanmamasi bir avantajdir

(McLintock, 2004).

Son yillarda mantarin hiicre duvarinda bulunan 1,3-B-D-glukan diizeyinin
saptanmasi, invaziv hastalik i¢in bir yardimci tanimlayici test olarak one ¢ikmistir.
Invaziv kandidozda, yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakla bitlikte, tiire &zgii
ayirim yapamamaktadir (Whiting, 2004; Ostrosky, 2005; Upton, 2006). Bu test,
Cerrahi planlanan hastalarda, siipheli kandidoz durumunda ampirik tedaviye karar

verebilmek i¢in yararl oldugu bildirilmistir (Segal, 2005; Ellepola, 2005).

Serolojik testlerin duyarlilik ve 0Ozgiillik oranlar1 tablo 2.3.’de gosterilmektedir

(Lange, 2010).

Tablo 2.3. Serolojik Testlerin Duyarlilik ve Ozgiilliik oranlar:

Serolojik testler Duyarhhk (%) Ozgiilliik (%)
Mannan Ab* 53-100 89-100
Enolaz Ag** 72-85 96-100
D-arabinitol 88 91

B-D glukan 60-100 64-99

*Ab: Antikor, **Ag: Antijen

Molekiiler tan1 yontemleri; tant yaninda cins veya tiir diizeyinde Candida’larin
tanimlanmasi, epidemiyolojik tiplendirme, virulans faktorlerinin belirlenmesi,
antifungal diren¢ genlerinin aragtiritlmasi, mutasyon incelenmeleri, siniflandirma

ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadir (Sullivan, 2002).

Molekiiler tam1 yontemleri hibridizasyon “probe”larmin kullanildigr sinyal
amplifikasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olmak tizere iki

gruptur (Chemaly, 2006).
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2.8.4. Niikleik asit amplifikasyon teknolojileri

2.8.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Bu amagla 6zgiil bir gen bdlgesine u¢ kisimlarindan homolog olan dizilerden
olusmus bir ¢ift sentetik oligoniikleotid Onciil (primer) ve termostabil 7ag DNA
polimeraz kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirilir. Amplifikasyon ig¢in
kullanilan hedef gen bolgeleri, 18S, 28S, 5.8S rRNA alt iinitelerine ait tiim mantarlar
icin ortak, cok tekrarli, iyi korunmus bdlgelerin 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. Ayrica TRNA genleri igerdikleri korunmus ve degisken bdlgeleri ile
filogenetik analizler i¢in uygun hedef bolgelerdir (Chemmaly, 2006).

Risk grubunda bulunan hastalar i¢in daha kisa siirede sonug¢ alinan PZR yontemi ile
erken tani konulup uygun tedaviye baslanmasi c¢ok oOnemlidir. Kiiltiire dayali
yontemlerle orneklerin ¢ogunda Candida saptanmasi icin 48 saat, tiir tanimlamasi
icin genellikle ek bir 48 saat daha gerekmektedir. PZT ile ise daha kisa siirede
sonuca ulasildig bildirilmektedir (Sullivan, 2002).

Hizli ve duyarli olma ozelligine karsin PZR kullanilan malzemenin nispeten
pahal1 ve tekniklerin komplike olusu, ¢cok sayida 6rnege birden uygulanamamasi gibi
nedenler ile halen; kiiltiir ve serolojik tanmi gibi geleneksel uygulamalarin 6niine

gecememistir (Sullivan, 2002; Chemmaly, 2006).

Gliniimlizde (“‘real-time’’) ger¢ek zamanli PZR veya daha yeni floresan
teknolojileri olan floresan enerji transferi gibi yontemler ile bir saatten kisa siirede

sonu¢ alinabilmekte ve kontaminasyon 6nlenebilmektedir (Chemmaly, 2006).

2.8.4.2. Sekanslama (Dizi Analizi)

Mantarlarin alternatif bir tanimlama yontemi niikleik asit dizi analizi yontemi olup,

kiiltiirde tiremis mantarlarin tanimlanmasi veya kan, doku gibi orneklerde etken
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olan mantarlarin tanimlanmas: amaciyla kullanimi gittikge daha ¢ok Onem

kazanmaktadir (Chemmaly, 2006).

Genis kapsamli PZR ve dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen niikleik asit
dizisi veri tabanindan bilinen diziyle karsilastirilir ve tanimlama yapilir. Yontem
teknik olarak karmasik olup, gelismis laboratuvar olanaklar1 gerektiren, pahali bir
yontemdir. Ancak gelecekte kullanimi artacak timit verici bir teknik olarak

giincelligini korumaktadir (Chemmaly, 2006).

Dizi analizi verileri ile mantarlarin tanimlanmast ve diger mantarlarla olan
filogenetik iliskisi belirlendiginde tedavi i¢in antifungal ilaglarin se¢imi akilc1 olarak

yapilabilmektedir (McGinnis, 2006).

2.8.5. Sinyal amplifikasyon teknolojileri

Niikleik asit hibridizasyon problarinin kullanildigi bu yontemler kiiltiir dogrulamasi
icin mikoloji laboratuvarlarinda sik kullanilmaktadir. Mantarlarin tanimlanmasi
icin hazirlanmig ticari genetik problarin Gzellikle kiiltiirde {tiremis kiiflerin

tanimlanmasinda tani degeri bulmaktadir (Sullivan, 2002).

2.9. Otomatize Sistemler

Candida’larm tiir diizeyinde tamimlanmas1 énemlidir. Insanlarda enfeksiyona sebep
olan pek cok mantar, antifungal ajanlarin pek coguna karsi baglangigta dogal
direngli olabilecegi gibi kullanom sonrasinda da direng gelistirebilmektedir. Bu
invaziv enfeksiyonlarin uygun tedavisi  ¢ogunlukla etiyolojik ajanin hizli ve dogru
tanmimlanmasina baghdir. Ornegin C. lusitaniae, amfoterisin B’ye in vitro direngli
olabilirken, C. glabrata ve C. krusei fluconazole direngli bulunabilmektedir.
Candida kokenlerinin antifungal duyarhiliklar tablo 2.4.°de bildirilmistir (Peter,
2009).
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Tablo 2.4. Candida Tiirlerinin Antifungal Duyarliliklar

Fungus tiirii Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol Posakonazol Kandinler AmfoterisinB
C.albicans H H H H H H
C.glabrata DBH-D DBH-D DBH-D DBH-D H H-OH
C.tropicalis H H H H H H
C.parapsilosis H H H H H H
C.krusei D DBH-D H H H H-OH
C.lustaniae H H H H H H-D

H: duyarli; DBH: hassas-doza bagimli; D: direngli; OH: orta hassas

Mantar enfeksiyonlarinin insidansinin artmasi bu patojenlerin tanimlanmasi ig¢in
hizli ve dogru manuel ve otomatize ticari sistemlerin gelistirilmesini gerektirmistir.
Bu otomatize sistemlerden ID 32C sistemi (bioMerieux Marcy I’Etaile, France)
genellikle Avrupa {ilkelerinde kullanilirken, API 32C mantar identifikasyon sistemi
(bioMerieux Vitec, Inc., Hazelwood, Mo.) ABD’nde en sik kullanilan mantar

tanimlanma sistemlerinden biridir (Banerjee, 1991).

2.10. Antifungal Duyarhlik Testleri

Tek antifungal ajanin amfoterisin B oldugu donemlerde, antifungal duyarlilik
testleri gerekli goriilmemistir. Ancak giiniimiizde amfoterisin B disinda yeni antifungal
ajanlarin  gelistirilmesi, Candida kokenlerinde, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus ve Aspergillus terreus kokenlerinde mortaliteyi etkileyebilecek
direng belirlenmesi mantarlar icin de bakterilerde oldugu gibi anlamli sonug
verebilecek duyarlilik testlerinin uygulanmasina neden olmustur. Antifungal ile
mantar etkilesiminin in vitro olarak incelenebilmesi mikolojide 6nemli bir adim
olmustur. Bu amagla CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute, eski adiyla
NCCLS- National Commitee for Clinical Laboratory Standarts) tarafindan gelistirilen
mikrodiliisyon yontemi (M27-A2 ve M38-A) ile bu yontemin EUCAST (European
Confederation of Amicrobial Susceptibility Testing) tarafindan modifiye edilen sekli
referans yontem olarak kullanilmaktadir (CLSI, 2002).
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Candida’larin antifungal duyarlilifinin belirlenmesinde germ-tiip, flow sitometri,
agar ve buyyon dilliisyon yontemleri gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Agar
diliisyon yontemleri kolay ve ucuz oldugundan, cazip goriinmekle birlikte sonuglarin
inokiilum miktari, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve iyl erimeyen antifungallerin
agara diffiiz yayilmamasi1 gibi bircok faktorle etkilenmesi sorun yaratmaktadir.
Buyyon ile yapilan mikro ve makro diliisyon yontemleri yaygin olup, CLSI
tarafindan standadize edilmistir. Bu yontem giinlimiizde sadece Candida ve
Cryptococcus kokenleri igin Onerilmektedir. Sonuglar ayni laboratuvar icin ve
degisik laboratuvarlar arasinda uyumlu sonuglar saglamakla birlikte, bu sonuglar
klinik cevapla uyumlu olmayabilir. CLSI’1n antifungal ajanlar icin belirledigi MiK
degerleri tablo 2.5’de gosterilmistir (Morace, 2002).

Candida kokenleri i¢in kullanilan diger duyarlilik testleri; makro ve mikrodiliisyon

yontemi, kolorimetrik yontem ve E-Test’tir.

2.10.1. Makro ve mikrodiliisyon yontemi

Candida’larin duyarlilig1 i¢in giiniimiizde 6nerilen referans yontem CLSI’in M27-A3
ekinde yazan kriterler gibi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bu yontem amfoterisin
B direncini tespit etmede yetersizdir. Referans yontem esas olarak makrodiliisyon
yontemi olarak tanimlanmis, daha sonra mikrodiliisyon yonteminin avantajlari
nedeniyle bu yontem tercih edilmistir. Bu yontemle klinikte kullanilan tim
antifungaller test edilebilmektedir. CLSI yontemiyle bazi Candida izolatlarinin
direng takip degerleri halen sorunludur. Ornegin; bir sus 24 saatteki MIK diizeyi
ile duyarli (<1p g/ml) bulunurken, 48. saatteki MIK diizeyi ile direncli (>64pn g/ml)
rapor edilmektedir (Cuenca-Esterella, 2003; Espinell-Ingroff, 2005).

2.10.2. Kolorimetrik yontemler

MIK degerlerinin saptanmasinda bulanikligin gorsel olarak degerlendirildigi standart

duyarlilik testlerinin yeni bir alternatifi, kolorimetrik indikatdrlerin veya floresan
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boyalarin kullanilmasidir. Antifungal duyarhilik testi i¢in, ticari (Sensititre
YeastOne ve FUNGITEST) ya da ticari olmayan (tetrazolyum tuz yontemleri ve
substrat kapma indikatdrleri) yontemler uyarlanmistir (Espinell-Ingroff, 2004).

Kolorimetrik yontemlerle elde edilen MIK degerlerinin, referans mikrodiliisyon ve
makrodiliisyon yontemleriyle elde edilen MIK degerleriyle uyumu oldukca iyidir.
Ancak kolorimetrik yontemlerle elde edilen itrakonazol MIK degerlerinin, CLSI
yontemleriyle elde edilen MIK degerlerinden daha yiiksek bulunmustur. C.
glabrata ve C. tropicalis 'te flukonazolle uyum diisiik bulunmustur (Espinell-Ingroff,
2003).

2.10.3. E-test

Bakteriler i¢in ¢ok basarili sonu¢ veren bu yontemde, antimikrobiyal ajan belirli ve
giderek cogalan miktarlarda plastik bir serit lizerine emdirilir, daha sonra ekim
yapilmig agar tizerine yerlestirilir. Giderek azalan inhibisyon zonu derecelendirilerek

isaretlenmis serit iizerinden ilag konsantrasyonu olarak okunur (Murray, 2007).

Tablo 2.5. CLSI’e Gére MIK Degerleri

Antifungal Ilag H OH D

Flusitozin <4 8-16 >32
Amfoterisin B* T T T

Flukonazol >4
Itrakonazol <0,125 0,25-0,5 >1
Vorikonazol <1 2 >4

T: Tanimlanmamis, H: Hassas, OH: Orta hassas, D: Direngli *Amfoterisin B i¢cin >1 mg/l
degerler direnci telkin etmektedir

CLST’in 2011 ek’ine gore flukonazol etken maddesine; C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis i¢in direng iist sinirt 4 mg/ml, C. glabrata i¢in 32 mg/ml olarak

ilan edilmistir.
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2.11. Candida Kokenlerinde Antifungal ilaclar ve Diren¢ Mekanizmalar

Mantarlar, pek ¢cok karmasik mekanizma ile antifungallere direng gelistirebilirler.
Kullanimda olan antifungaller, polienler (amfoterisin B; konvansiyonel ve lipid
formiilleri), floro-pirimidinler (flusitozin), azoller (ketokonazol, flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol, posakonazol), ekinokandinler (kaspofungin, mikafungin)

ve alilaminler (terbinafin) dir (Sobel, 2007).

Antifungal direng, ii¢ bashk altinda incelenir: Primer (intrinsik), sekonder
(kazanilmisg) ve klinik. Primer direng antifungal temas Oykiisii yokken kalitimla gelen
direngtir. Sekonder diren¢ uzun siireli bir antifungal kullanim sonucu olarak, 6nceden

duyarl olan bir izolatin direncli bir fenotip gelistirmesiyle ortaya cikar.

Klinik diren¢ laboratuvar testlerine gore hassas oldugu bilinen antifungal
kulanimina ragmen hastalifin ilerleyici olmasi ya da relaps gostermesi durumu
olarak tanimlanmaktadir. Bu durum tipik olarak persistan, derin immiin yetmezlik
durumlar1 (AIDS, nétropeni gibi) enfekte prostetik materyal varliginda séz konusu

olmaktadir (Sobel, 2007).

Invaziv candida enfeksiyonunda kullanimda olan antifungal ilag gruplar etki

mekanizmalar1 ve direng 6zellikleri asagida siralanmistir:

2.11.1. Amfoterisin B ve lipid formiilasyonlar1

Amfoterisin B, hidrofilik bir polihidroksil zinciri ile lipofilik bir polyen hidrokarbon
zinciri igeren amfoterik bir bilesiktir. Fungisidal etkisini mantar hiicre membraninda
bulunan baglica sterol olan ergosterole baglanarak gosterir. Bu baglanma, membranin
ozmotik biitlinliigiinii bozar ve ardindan bu olay intraselliiler potasyum, magnezyum,
seker ve metabolitlerin hiicre disina kacis1 ve mantar hiicresinin 6liimii ile sonuglanir

(Sobel, 2007).
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Bu mekanizmanin disinda, amfoterisin B’nin mantara karst olan antifungal
etkisinde amfoterisin B’nin neden oldugu oksidatif hasarin da rolii olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Sobel, 2007).

Funguslar nadiren membran ergosterol icerigini azaltarak ya da ergosterole
baglanma noktasini degistirerek amfoterisin B’ye direng gelistirebilir (polyen
direnci). Amfoterisin B’ye dogal diren¢ C. krusei ve C. lusitaniae’da vardir.
Fungisidal etkili Amfoterisin B’ye karst kazanilmis diren¢ olusumu nadirdir.
Cogunlukla inat¢1 ve tekrarlayan sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisi igin,
tekrarlayan dozlarda Amfoterisin B almis kanser hastalarindan izole edilen
mayalarda ortaya cikar. Kanser hastalarina ait mayalarin Amfoterisin B’ye karsi
MIK degerleri, kontrollerden alinan ve kolonizasyon olusturan izolatlarn MIK

degerleri ile karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur (Young, 2003).

2.11.2. Triazoller (flukonazol, itrakoazol, vorikonazol, posakonazol)

Bu bilesikler ii¢ nitrojenli azol halkas1 igerirler. Tiim azol bilesikleri, sitokrom P-
450 14o0-demetilaz enzimini inhibe ederek antifungal etki gosterir. Bu enzim,
lanosterolden ergosterol sentezinde rol alan bir enzimdir. Ergosterol sentezinin
inhibisyonu mantar hiicre membran sentezinin sonlanmasiyla sonuglanir. Azol
gruplarina direng gelisimi O6nemli bir sorundur. Diren¢ mekanizmalar1 efluks
pompasi ile ilacin disa atiliminin artmast yaninda C 14a-demetilazda degisme
veya artmadir. Bu enzim ERGI1 geninin bir irliini olup bu gendeki bazi
degisiklikler direng mekanizmasi ile iligkili bulunmustur. Bu degisiklikleri kodlayan
bolgelerdeki nokta mutasyonlar, genin asir1 ekspresyonu, genin ¢ogalmasi ve genin
konversiyonu veya mitotik rekombinasyonudur. C.krusei azollere dogal direnclidir.
Ayrica bircok C. glabrata kokeni dogal direncli veya doza bagimli duyarhidir.
Kazanilmis azol direnci, 6zellikle triazoller ile uzun siireli profilaktik tedavi alan
HIV’li (Human Immune deficiency Virus) hastalardan izole edilen C. albicans

kokenlerinde sik goriilmektedir (MacPherson, 2005).
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2.11.3. Antimetabolitler (flusitozin)

Flusitozin florlanmis bir primidin olup antimetabolit olarak etki gosteren tek
ilagtir.  Flusitozin, primidin metabolizmasini bozarak ve bdylece mantar
hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek antifungal etki gosterir.
C.albicans’m klinik izolatlariin %10 kadar1 flusitozine dogal olarak direnglidir
ve duyarl izolatlarin %30’u ise direnci tedavi sirasinda kazanir. Bu durumun
yaygin goriilmesi sebebi ile kandidemi tedavisinde flusitozin monoterapisi nadiren
kullanilir. Direng, 5 flusitozini 5- florourasile doniistiiren sitozin deaminaz, niikleik
asit sentezi i¢in Onemli olan urasil fosforiboziltransferaz veya iki piiri-sitozin

permeazdan herhangi biri ile iliskilendirilebilir (Pujol, 2004).

2.11.4. Ekinokandinler (kaspofungin, mikafungin,anidulafungin)

Genis etki spektrumuna sahip lipopeptit yapisindaki bilesiklerdir. Ekinokandinler
glukan sentezini inhibe ederek mantarin hiicre duvari sentezini inhibe eder.
Ekinokandinlerin ilk iiyesi olan kaspofungin klinik olarak son yillarda kullanima
girmistir ve bu nedenle de kaspofungine direngli izolatlarin sayis1 kisithdir. In vitro
olarak, direng genellikle hedef enzim olan glukan sentetazi kodlayan genlerdeki ve
hedef ile etkilesimde olan proteinlerdeki mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikar. C.
albicans 'da efliiks pompasi geni olan CDR2 genini asir1 eksprese eden kdkenlerin,
kaspofungine kars1 direng sergileyebileceklerine dair bazi bulgular vardir (Schuetzer,

2003).

2.12. Bor Minerali

Bor, periyodik tabloda B simgesi ile gosterilen, atom numarast 5, atom agirlig
10,81 olan metalle ametal aras1 yar iletken 6zellige sahip bir elementtir. Bor tabiatta
hi¢bir zaman serbest halde bulunmaz. Dogada yaklasik 230 ¢esit bor minerali oldugu
bilinmektedir. Cesitli metal veya ametal elementlerle yaptig1 bilesiklerin gosterdigi

farkli  Ozellikler, endiistride bircok bor bilesiginin kullanilmasina olanak

35



saglamaktadir. Bor, bilesiklerinde metal dist bilesikler gibi davranir, ancak farkli
olarak saf bor, karbon gibi elektrik iletkenidir. Kristalize bor goriinim ve optik
Ozellikleri agisindan elmasa benzer ve neredeyse elmas kadar serttir

(www.boren.gov.tr).

Bor, insan viicudu tarafindan az miktarlarda ihtiya¢ duyulan, hiicrelerde
sentezlenemedigi i¢in besinlerle disaridan alinmasi gereken 6nemli bir besleyicidir.
1981 wyilina kadar bor elementinin insanlar iizerinde bir etkisinin olmadig
diisiiniilmekte idi. Bu yildan sonra yapilan ¢alismalarla borun, bir¢cok tedavi igin
vazgecilmez bir element oldugu ve insan gelisiminde diisliniilenin tam aksine etkin
oldugu belirlenmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan giinliik 2 — 3 mg B

alinmasi 6nerilmektedir (www.boren.gov.tr).

Ulusal Bor Enstitiisii, giinlik maruz kalinan bor degerinin 6.48 mg B/ giin oldugu
saptanmistir. Heniiz tehlikeli olan st limit bor ve tiirevleri i¢in kesin olarak
belirlenmemekle birlikte DSO bu degeri 13 mg /giin olarak yaymlamistir. Avrupa
Birligi (AB), bor madeninin; tehlikeli maddelerin siiflandirilmasi, paketlenmesi
ve etiketlenmesine iliskin 67/548/EEC sayili direktif cercevesinde “Kategori 2”
altinda “iliremeye olumsuz etkili toksik madde” olarak smiflandirilmas1 karar
almistir. Ancak caligmalarda baz alinan limit degerlere insanlarin maruz kalmasi
mimkiin degildir. S6z konusu maruziyet en fazla bor madenlerinde ve bu
sektorde calisan iscilerde soluma yolu ile olabilir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesine (EFSA) ait raporlar incelendiginde sudan ve gidalardan alinabilecek bor
miktarinin Avrupa Birligi limit degerlerini asamayacagi yorumu bulunmaktadir

(www.boren.gov.tr).

2.12.1. Bor iiriinleri

Bor mineralleri ve bunlardan elde edilen ticari {iriinlerin gruplandirilmasi konusunda
literatlirde kesin bir siiflandirma bulunmamaktadir. Bor iiretim ve tiikketimi ile
diinya ticareti konusundaki kaynaklar da olduk¢a sinirlidir. Bu konudaki en énemli

kaynaklardan biri Roskill Information Services Ltd.dir. Bu sirketin 3 yilda bir
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yayinladigi bor raporlarinda. Bor rezervi olugumlari; tabii bor mineralleri (boron
minerals), bunlardan elde edilen zenginlestirilmis rafine iirlinler (boron compounds)
ve Ozel bor kimyasallari (boron products) olarak adlandirilmaktadir

(www.boren.gov.tr).

Dogal Bor Uriinleri

Uleksit Tinkal Kolemanit

Rafine Bor Uriinleri

Borik Asit

Boraks Pentahidrat

Boraks Dekahidrat

Etibor-48

Sodyum Perborat Tetrahidrat
Sodyum Perborat Monohidrat

Susuz Boraks
Ozel Bor Kimyasallari

Susuz Borik Asit
Disodyum Oktaborat Tetrahidrat
Cinko Borat

2.12.2. Uygulama alanlar1 (www.boren.gov.tr).

Cam Sanayi: Borosilikat camlari, izolazyon cam elyafi, tekstil cam elyafi, optik

lifler, cam seramikleri, sise ve diger diiz camlar,
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Seramik Sanayi: Emaye, sir, sir¢a, porselen boyalari,

Niikleer Sanayi: Reaktor kontrol ¢ubuklari, niikleer kazalarda giivenlik amacl ve
niikleer atik depolayici olarak, uzay ve havacilik sanayi: siirtinmeye- asinmaya ve
1stya dayanikli malzemeler, roket yakiti katki malzemeleri, askeri & zirhli araglar:

Zirh plakalar, kompozit malzemeler,

Elektronik-Elektrik ve Bilgisayar Sanayi: Bilgisayarlarin mikro ¢iplerinde, CD-
stiriciilerinde, bilgisayar aglarinda; 1siya-asinmaya dayanikli fiber optik kablolar,
yart iletkenler, vakum tiipler, dialektrik malzemeler, elektrik kondansatorleri,

gecikmeli sigortalar,
Tletisim Araclar:: Cep telefonlari, modemler, televizyonlar,
Insaat-Cimento Sektorii: Mukavemet artirici ve izolasyon amagh olarak,

Metalurji: Paslanmaz ve alasimli celik, siirtinmeye-asinmaya kars1 dayanikli
malzemeler, metalurjik flaks, refrakterler, briket malzemeleri, lehimleme, dokiim

malzemelerinde katki maddesi olarak, kesiciler, asindiricilar,

Enerji Sektorii: Hidrojen tasiyici, giines enerjisinin depolanmasi, gilines pillerinde

koruyucu olarak,

Otomobil Sanayi: Hava yastiklarinda, hidroliklerde, plastik aksamda, yaglarda ve

metal aksamlarda, 1s1 ve ses yalitimi saglamak amaciyla, antifrizler,

Tekstil Sektorii: Isiya dayanikli kumaslar, yanmay1 geciktirici ve dnleyici seliilozik
malzemeler, izolasyon malzemeleri, tekstil boyalari, deri renklendiricileri, suni ipek

parlatma malzemeleri,
ila¢c ve Kozmetik Sanayi: Dezenfekte ediciler, antiseptikler, dis macunlari,

Tip: Osteoporoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik gelisiminde

ve artiritte, menopoz tedavisinde, beyin kanserlerinin tedavisinde,

Kimya Sanayi: Bazi kimyasallarin indirgenmesi, elektrolitik islemler, flotasyon
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ilaglari, banyo cozeltileri, katalistler, atik temizleme amagh olarak, petrol boyalari,

yanmayan ve erimeyen boyalar, tekstil boyalari,

Temizleme ve Beyazlatma Sanayi: Toz deterjanlar, toz beyazlaticilar, parlaticilar,

Tarimm Sektorii: Giibreler, bocek-bitki oldiiriiciiler,

Kagit Sanayi: Beyazlatici olarak,

Koruyucu: Ahsap malzemeler ve agaglarda koruyucu olarak, boya ve vernik

kurutucularinda,

Miknatislar, fotografciik, kompozit malzemeler, spor malzemeleri, manyetik

cihazlar, mumyalama

2.12.3. Bor madeninin tipta kullanim

Bor periyodik cetvelde C elementinden hemen 6nce gelir; bu nedenle C elementine
benzer davraniglar sergiler. C ve O elementleriyle farkli bilesikler olusturur, bu
Ozelligi sayesinde lipidler, sekerler, organik asitler ve alkollerle iliski kurar

(Rezanka, 2008).

Bor madeninin su anda tipta kullanilan tek formu borik asit ve tuzlardir.
Boronik asitler; hidrokarbon ve alkolden olusan bilesiklerdir. Bu nedenle, in vivo
metabolizmalar1 veya kimyasal degredasyonlar1 endise yaratmaz. Su ana kadar borik
asit esterlerinden higbirine ait toksite gosterilememistir. Pek c¢ogu piyasadan

rahatlikla elde edilebilir (Groziak, 2001).

Memeli hiicrelerinde bor mineralinin rol aldigi 6zel bir fonksiyon heniiz
gosterilememistir. Ancak diyetlerine bor eklenen kisilerde asagidaki olumlu etkiler

gozlemlenmistir.

1- Plazma steroid hormonlarinda artis (Samman, 1998)

2- Plazma lipid metabolitlerinde artis (Armstrong, 2000)

3- Kemik giiclinde artis (Armstrong, 2000)

4-  Osteoartritli hastalarda klinik iyilesme (Naghii, 1993, Gaby, 1999)
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5-  Atletlerde kas kitlesinde artis (Clarkson, 1999)
6- Dental patolojilerin tedavisi (Nielsen, 2000)

Bu etkilerinin disinda; beyin fonksiyonlari, fizyolojik fonksiyonlarda ve genetik

reglilasyonda rol alabilecegi soylenmektedir (Fusayama, 1997; Barr, 1996).

Boron (borik asit esterleri ve tuzlari); sarap, kuru iiziim, ¢am fistig1 ve findikta bol
miktarda bulunur. Ancak insanlar, daha fazla tiikettikleri i¢in, bor elementini en
fazla; siit, kahve ve sudan alirlar. FDA; giinliikk borik asit veya tuzlarinin tolere

edilebilir miktarini1 20 mg/giin’e yiikseltmistir (Rainey, 1999).

Borik asit toksitesi i¢in kisinin ¢ok yliksek konsantrasyonlara maruz kalmasi veya
giinliik idrar ¢ikisinda problem olmasi gerekir (Litovitz, 1988; Restuccio, 1992).
Borik asit serum proteinlerine siki1 baglanmaz, ekstra vaskiiler alana hizla gecip,

dokulara akiimiile olmadan glomertiler filtrasyonla atilir (Groettrup, 1999).

Borik asitin tipta kullanilmasinin en temel nedeni proteinlerle kurdugu baglardir.
Kurulan bu baglardan yararlanarak, asagidaki ilaglarin  gelistirilmesine

calisiilmaktadir.

2.12.3.1. Proteosom inhibitorleri

Boronik asitler, agil guplarinin transferinde rol alan enzimleri, 6zellikle de
hidrolazlari; kimotripsin, tiripsin, trombin ve diger proteazlari inhibe eder. Bu etkiyi,
proteazlarin aktif bolgesine, 6zellikle de serin rezidiilerine baglanarak gosterirler
(Groziak, 2001).

Proteosom hiicrelerdeki major non-lizozomal endoproteazdir. MHC-classlI proteinleri
ile antijenik peptidler arasinda bag kurar. Proteosom inhibitorleriyle sitotoksik T
hiicrelerinin inhibe edilmesi ve bu yolla transplant rejeksiyonu, otoimmiin

hastaliklarin tedavisin denenmektedir (Groettrup, 1999).

20S proteosom mantarlardan insanlara kadar tiim Okaryotlarda, iyi korunmus ortak

bir bolgedir. ZL3B, bu proteosomun inhibitdriidiir (Myung, 2001).
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Proteosomun inhibe edilmesi kanser tedavisinde de kullanilmaktadir. Dipeptid bir
boronik asid olan PS-341 (Bortezomib-Velcade) ilk uygulamaya giren proteosom

inhibitoriidiir. Multipl myelom tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Adams, 1998).

Proteosom, hiicre i¢cinde yanlig yapilandirilmis ve ibukutinle isaretlenmis proteinlerin
yikilmalarim1 saglar. Regiilatér proteinlerin ubikitin aracili yikimi, hiicre siklus
progresyonu, sinyal ileti, transkripsiyonel diizenleme ve apoptozis gibi metabolik
olaylarin kontroliinde 6nemli rol oynar. Alzheimer patogenezinde rol oynayan -
amiloid peptidin yikilmas1 da bu yolla oldugundan, bu hastaligin tedavisinde de

proteosom inhibitorlerinin kullanilmasi diistiniilmektedir (Christie, 1999).

2.12.3.2. Antikoagiilanlar

Antikoagiilanlar sinifina, heparin ve warfarine ek olarak, tripsin gibi birer proteaz
olan trombin ve koagiilasyon faktor Xa’yr inhibe eden; boronik asitler de
katilmak iizeredir (Ac-(D)Phe-Pro-boroArg-OH). Faktor Xa bir koagiilasyon faktorii
olmasiin yaninda ayn1 zamanda pro-inflamatuar yanitlarda rol oynar. Bu faktoriin

inhibisyonu inflamasyonu da baskilayacaktir (Vacca, 2000; Lee, 1997).

2.12.3.3. Dipeptidil peptidaz inhibitorleri

Bir serin proteaz olan dipeptidil peptidaz IV (DP IV), insan T lenfositlerinin
yiizeyinde sentezlenir. Dinlenme halindeki T lenfositlerde bulunmazken, aktive T
lenfositlerde giiclii sekilde sentezlenip, onlarin baskilanmasina neden olur. DP IV
inhibitorlerinin T lenfositlerin proliferasyonunu da baskiladiklar1 gosterilmistir.
Boronik asit tiirevi olan, Proboro Pro adli molekill bu enzimi nanomolar

konsantrasyonlarinda inhibe edebilmektedir (Coutts, 1996).
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2.12.3.4. INS (1,4,5) P; reseptor inhibitorleri

Boronik asit esteri olan, 2-aminometil difenil borinatin inositol 1,4,5-trifosfat
reseptorlerinin modiilatorii oldugu gdézlenmistir. 2-APB, bu sayede, hiicre i¢i Ins P3
aracili, kalsiyum salinimini inhibe eder. Bu yolla salinan kalsiyum, suprakiazmatik
nukleusta etkili olup, memeli hiicrelerinin sirkadyen ritmini etkiler. Bu nedenle 2-
APB molekiiliiniin yakin gelecekte uyku bozukluklarinin tedavisinde etkili olacagi

diistintilmektedir (Maruyama, 1997).

2.12.3.5. Ostrojen analoglar1

X-ray kristal yapilarinin incelenmesi sonucu, heterosiklik yapidaki bazi borik asit
tiirevlerinin, dstradiol ve Ostronda bulunan A-aromatik halkasina veya Premarinde
bulunan AB-aromatik halkasina benzerligi dikkati ¢ekmistir. Bu durum gelecekte
Ostrojen replasman tedavisinde ve post menopozal kadinlarin kardiovaskiiler

problemlerinin ve osteoporozun dnlenmesinde umut vaat etmektedir (Groziak, 2001).

2.12.3.6. Boron notron yakalama terapisi (BNCT)

BNCT; bor izotoplarmin nétronlara karsi afinitelerinin yiiksek olmasindan yola
cikilarak bulunmus bir radyoterapi seklidir. Radyoterapi sirasinda verilen
radyasyonun, kanserli dokunun yani sira saglikli dokuya da =zarar vermesi
radyoterapinin onilindeki en biiyiik engeldir. Bor, C elementine olan yakinligindan
dolay1 niikleik asitler, karbonhidratlar, lipidler, lipoproteinler, liposomlar, antikorlar,
growth faktorler ve hormonlarla iligki kurabilmektedir. Bor ile isaretlenmis tasiyici
molekiillerin tiimoral bolgeye gonderilmesi ve kanserli hiicrelerin elimine
edilmesini hedefler. BNCT’den yola ¢ikilarak hipofizektomi, romatoit artritte de
syneviektomi ve Graves hastaliginda tiroid dokusunu ablasyonu denenmektedir

(Soloway, 1998).
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2.12.3.7. Mikrobiyolojideki kullanimi

Bor minerali, bakterilerin quorum sensing molekiillerini sentezleyebilmeleri i¢in
esansiyeldir. Vibrio harvei’den elde edilen AI-2 furanosyl borate diester bunun en iyi

ornegidir (Soloway, 1998).

Borik asit esterlerinin, mikroorganizmalara ait pek c¢ok esansiyel enzimi inhibe
ettikleri gosterilmistir. Gram-negatiflerde bulunan, DNA methyltransferase ve
gram-pozitiflerde bulunan menaquinone methyltransferase, HIV-1 protease, S.
griseus’a ait NAD-glycohydrolaz ve ADP-ribosyltransferaz baslica Orneklerdir
(Benkovic, 2005; Pivazyan, 2000; Penyige, 1996).

—laktam antibiyotiklere karsi diregten sorumlu p-laktamaz enzimleri de aktif
bolgelerinde serin rezidiileri igerdiklerinden boronik asitlerin  potansiyel
hedefleridirler. Su ana kadar B. cereus, P. aeruginosa, E. coli, C. diversus [3-
laktamazlarina kars1 etkili borik asit esterleri elde edilmistir. Borik asit esterleri
sayesinde E. coli’ye ait TEM-1 ve AmpC B-laktamazlarinin x-ray kristal yapilari
¢oziilmiistiir (Groziak, 2001).

Bir borik asit esteri olan benzadiazaborin enoyl acyl carrier protein reductaz (ENR)
enzimini inhibe eder. Bu enzim NAD(P)H bagimlidir ve yag esidi sentezindeki son
basamag katalizler. Ilgingtir ki ENR’nin molekiiler hedefi triclosan ve INH ile ¢ok
benzerdir (Groziak, 2001).

Bu enzim inhibitorleri disinda dogadan elde edilmis, bor minerali i¢eren, makrolid

grubuna ait dort farkli antibiyotik bulunmaktadir (Soloway, 1998).

Boromycin; Streptomyces antibioticus’tan izole edilmistir. Gram-negatif bakteriler
ve mantarlara kars1 etkili degildir ayn1 zamanda gram-pozitiflere ve protozoonlara
etkir. HIV-1 replikasyonunu inhibe eder. Bacillus subtilis’in protein, DNA, RNA

sentezini engeller.

Aplasmomycin, Streptomyces. griseus’tan izole edilmistir. Gram-pozitif bakterilere

(B. subtilis, S. aureus) ve mikobakterilere etkili bulunmustur.

Borophycin; Mavi-yesil bir alg olan Nostoc linkia’dan izole edilmis, boron iceren

bir antibakteriyeldir.

43



Tartrolon; Sorangium cellulosum susundan elde edilmistir. S. aureus’a karsi
etkisi gozlenmistir. Gram-negatif bakterilere ve mantarlara etkisizdir. Memeli

hiicrelerine ¢ok toksiktir.

2.13. Apoptozis

Organizmanin normal igleyisi esnasinda goriilen ve diizenli olarak siirmesi gereken
bir tiir hiicre 6lim seklidir. Yunanca bir kelime olup, ‘sonbaharda yapraklarin
dokiilmesi’ anlamini tasir. Hiicrenin intiharidir. Programhi ve fizyolojik bir 6lim

seklidir (Wang, 2008).

Yasayan hiicreler iki farkli mekanizma ile Oliirler: Apoptoz ve nekroz. Apoptoz
onceden programlanmis ve diizenli olarak gelisen bir 6liim sekli olmasina karsin,
nekroz rastgele gelisen (genler tarafindan kontrol edilmeyen) diizensiz bir siirectir.
Nekroz’da hiicre digindan gelen fiziksel ve kimyasal etkilere maruz kalan hiicrenin
iyon dengesi bozulur ve hiicre, yapisina asir1 sivi almasiyla organelleri siser, zar
biitlinliigii kaybolur. Sonugta hiicre patlar, dagilir ve lizozomal enzimlerini
kontrolsiiz sekilde ¢evresine salar. Bu da ¢evre hiicrelere zarar vererek, dokuda giiclii
iltihabi cevaba neden olur. Apoptoz mekanizmasi tek bir hiicre i¢in meydana

gelirken, nekroz hiicre gruplarini igeren bir 6liim seklidir (Wang, 2008).

Apoptozda hiicreler su kaybederek kiictliirler, biiziiliirler, sekilleri bozulur ve komsu
hiicrelerle baglantilarin1  kaybederler. Sitoplazma yogunlasir ve organeller
birbirlerine yakinlagir. Organeller genel olarak saglamdir ve hiicre membrane
apoptozun geg evrelerine dek biitiinliigiinii korur. En 6nemli degisiklikler ¢ekirdekte
izlenir. Kromatin ¢ekirdek zarina yakin bolgede yogunlasir ve hilal seklinde ¢ekirdek
zarinin i¢ yiizeyine yerlesir. Cekirdek de biiziiliir, yogunlasir ve bazen zarla sarili

olarak bir kag pargaya ayrilir.

Apoptoz siireci ilerledikge, sitoplazma da ¢ikintilar ve tomurcuklanmalar olusur.
Hiicre daha sonra, sikica paketlenmis organelleri, sitoplazma ve ¢ekirdek pargalarini

iceren ‘apoptotik cisimcik’ lere parcalanir. Bu parcalar komsu hiicreler ve
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makrofajlar tarafindan fagosite edilerek dokudan uzaklagtirilir. Boylece herhangi bir

doku reaksiyonunun ortaya ¢ikmasi engellenir (Wang, 2008).

2.13.1. Apoptoz mekanizmalan

Genelde apoptoza ugrayan hiicreler, diizenli hiicre pargalanmasina doniisen 6liim
uyarisint almislardir. Mekanizma bagladiktan ve mitokondrinin etkinlesmesinden

sonra, islem hizli ve geri doniisiimsiiz olarak siirer (Wang, 2008).

Apoptozun biyokimyasal mekanizmasin1 4 asamada incelemek miimkiindiir (Wang,

2008).

1- Oliim sinyalleri; &liimii tetikleyen uyarilardir. Bunlar biiyiime ve iireme
faktorleri, hormonlar gibi yasam sinyallerinin yoklugu, DNA hasar1 ve toksik
maddeler gibi apoptozu uyaran sinyaller olabilir.

2- Kontrol asamasi; Oliim sinyalleri, bir kontrol adimi1 yardimiyla infaz programima
baglanir. Kontrol programi hem pozitif hem negatif diizenleyici molekiilleri
kullanir. Bu molekiiller, apoptozu yok eden, uyaran veya onleyecek olan, yani

hiicrenin 6liimii mii yoksa yasam1 mi1 kabul edecegini belirleyen molekiillerdir.

Uremekte olan diger hiicrelerden alman, devam eden yasam uyarilari pozitif

sinyallerdir. Ornegin biiyiime faktérleri ve iireme faktorleri bu sinyalleri olustururlar.

Hiicre i¢i oksitleyici diizeyinin artmasi, UV 15181, X- 15101, kemoterapdtik ilaclar gibi

ajanlar tarafindan DNA’ya verilen hasarlarda negatif sinyallerdir.
3- Infaz faz1; Siirecin baslangic1 icin kabul edilen iki ana yol vardir.

a- Hiicre i¢i sinyallerden kaynaklanan mekanizma: Mitokondrial mekanizma
olarak da bilinir. Bu yol, genellikle hiicre i¢i oksitleyicilerin artmasi, hipoksi
ve DNA hasar1 gibi yollarla baslatilir.

b- Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan oliim aktivatorleriyle baslatilan

mekanizma.
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Her iki mekanizmada da kaspazlar olarak adlandirilan ve proteinleri parcalayan

enzimler faaliyete geger.

2.13.2. Kaspazlar

Kaspazlar zimojen (inaktif prokiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup

enzimdir (www.bioweb.net).
Ug sinifa ayrilirlar;

1- Baslatic1 kaspazlar; Bunlar 6liim sinyallerini ikincil kaspazlara iletirler (2-8-9-
10).

2- Efektor kaspazlar; Ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya
fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-
riboz) polimeraz (PARP)) pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar (3-6-7).

3- Enflamatuar Kaspazlar: 1-4-5-11-12-13-14

Kaspazlar arasinda kaspaz 9 mitakondrial yolagin, 8 ve 10 oliim aktivatorleri
mekanizmasinin gostergesidir. Sekil 2.1’de apoptozisin infaz fazmna ait iki farklh

yolak gdsterilmistir (www.bioweb.net).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Candida Kokenleri

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
laboratuvarinda, Haziran 2010- Aralik 2010 tarihleri arasinda, hastalarin vajinal
striintii 6rneklerinden standart yontemlerle izole edilen ve rastgele secilen 23
Candida susu ve 2 standart koken (C. albicans ATCC 90028, C. crusei ATCC 6258)

olmak tizere toplam 25 Candida izolat1 bu ¢alismaya alindi.

Calismaya alinan vajinal siirlintii 6rneginin ait oldugu hastalara, ¢alismaya katilmak

istediklerine dair goniillii onam formu imzalatildi.

Calismaya katilan hastalarin yas ortalamasit 33.65+10.45 bulundu. Bu
hastalardan 1 tanesi 11-15 yas araliginda, 18’1 (Ort 31.9+£7.05) 16-45 yas
araliginda ve 4’1 ise (Ort 49.45+2.63) 45 yas ve lizerindeydi. Sekil 3.1°de hastalarin

yaglara gore dagilimlar1 gosterilmistir.

1115y
(n=1)

ed 5

Sekil 3.1. Hastalarin yaglara gore dagilim oranlar1
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Hastalarin 14’tinde (%63.6) VVK lehinde en az bir bulgu mevcutken, 8’1 (%36.3)

asemptomatikti.

Hastalarin  8’inde (%36.3) gebelik, oral kontraseptif kullanimi, altta yatan

predisposan hastalik dykiisii mevcuttu.

3.2. Cahsmaya Alinan Kokenlerin Tanimlanmasi

Calismaya alinan izolatlarin asagidaki oOzellikleri kontrol edilerek Candida

kokenleri oldugu dogrulandi (Murray, 2007).

1. Sabouraud dextrose agarda (Sigma-Aldrich, USA) tek koloni ekiminden 24-
48 saat sonra kirli beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak

mayamsi kokulu koloniler olugturmasi,

2. Kiiltiirden alinan o6rneklerde, direkt baki ile 3-6 p m biiyiikliigiinde, oval veya

yuvarlagims1 maya hiicrelerinin goriilmesi

3. Germ Tiip testinde C. albicans maya hiicrelerinin 151k mikroskobunda

¢imlenme borusunun goriilmesi;

4. APl ile kimyasal tiplendirme yapilmasi,

5. Misirunu-Tween 80 agara (Oxoid, USA) ekimden 24-48 saat sonra morfolojik

ozelliklerinin incelenmesi

3.2.1. Germ tiip testi ile tiplendirme

Tiim maya suslarina, identifikasyon amaci ile, standart suslara ise ZL3;B ile
muameleden sonra ilacin etki mekanizmasinin agiklanmasi amaci ile germ tiip testi

uygulanmustir.
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3.2.1.1. Geregler

3.2.1.1.1. Besiyerleri

[nsan serumu

3.2.1.1.2. Araclar

Lam (Triup, Cin)

Lamel (Triup, Cin)
Isik Mikroskobu (Nikon Eclipse E 200, Japonya)

Etiiv (Heraus, Almanya)

3.2.1.2. Yontem

1.

0.5 ml insan serumu igerisine test edilecek koloni inokiile edildi.

37C’de 3 saat inkibe edildi.

. Inkiibasyondan sonra lam lamel aras1 preparat hazirlanip 400x biiyiitmede 151k

mikroskobu ile incelendi.

. Blastospordan kdken alan, baglangi¢ noktasinda hi¢ daralma olmayan ve

uzunlugu boyunca belirgin kabariklik olmayan flament seklindeki yapilar

germ tiip olarak degerlendirildi.

. Germ tiip testi pozitif olan maya suslar1 C. albicans olarak tanimlandi
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3.2.2. API 20C AUX sistemi ile tiplendirme

Candida oldugu tanimlanan maya mantarlarinin, API 20C AUX (BioMerieux,
Fransa) sistemi ile, firmanin 6nerileri dogrultusunda, tiir diizeyinde identifikasyonlari

saglandu.

3.2.2.1. Geregler
3.2.2.1.1. Sarf malzemeleri

API20C AUX %0.85 NaCl medium ampulii

C suspension medium ampulii

3.2.2.1.2. Araglar

API 20 C AUX stripi ve inkiibasyon kab1
McFarland eseli
apiweb identifikasyon yazilimi

Etliv (Heraus, Almanya)

3.2.2.2. Yontem

Uygulama agagidaki basamaklara uyularak, firmanin 6nerileri dogrultusunda yapildi

(BioMerieux, Fransa).

1. Stripin hazirlanmasi: Inkiibasyon kabinin igindeki kuyucuklar, 5 ml distile su

ile dolduruldu, strip paketi agilarak i¢ine yerlestirildi.

2. Inokiilasyon: SDA'daki 24 saatlik Candida kolonileri steril bir 6ze ile almp,
2ml'lik Suspension Medium (%0.85 NaCl) icine inokiile edildi. Yogunluklar
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2 McFarland'a gore ayarlandi. Bu siispansiyondan, kit iceriginde olan C
medium i¢ine 100 mikrolitre aktarildi. Yeni karisimdan strip igindeki
kuyucuklara, kuyucuklar1 dolduracak sekilde dagitildi. Strip inkiibasyon kabinin
icine yerlestirilip, kapag1 kapatildi. 30°C'de 24-72 saat inkiibe edildi.

3. Stripin okunmasi: Bulaniklik olan kuyucuklarda iireme pozitif kabul edildi.
Testin gegerliligi i¢in negatif kontrolde iiremenin olmamasina dikkat edildi.
Ozellikle glukoz kuyucugunda iireme olmamissa inkiibasyon siiresi 24 saatten
72 saate kadar uzatildi. Ureme olan kuyucuklar not edildi. Mayalarin

karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 24. 48. ve 72. saatte degerlendirildi.

4. Identifikasyon: Test prosediiriine gore iireme olan kuyucuklara degerlendirme
cetvelinde 1,2,4 seklinde numaralar verildi. Her bir grup igindeki sayilar
topland1 ve elde edilen sayisal profil, API 20C AUX Analytical Profile Index'e

gore degerlendirildi.

3.3. Miusir Unlu Tween 80 Agar ile Tiplendirme

Tim maya suslarina, identifikasyon amaci ile ve buna ek olarak, standart suslara
Z1;B ile muameleden sonra, germ tiip ve hifa olusumu {izerine ilacin etkisinin

aciklanmasi1 amaci ile Misir unlu tween 80 agara ekim yapilmustir.

3.3.1. Geregler

3.3.1.1. Besiyerleri

Misir unlu tween 80 agar
Misir Unlu Tween 80 Agar

Hazirlanmast:

Misir unu 40.0 g
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Agar 150 ¢g
Tween 80 100 ml
dH,0 1000 ml

1.

wok wD

Misir unu 450 ml. distile su igerisine konulup kaynatildi ve siiziildii.
Icerisine 15 gr. agar eritilip eklendi

Karisimal00 ml. Tween 80 eklendi

121°C’de 15 dk. sterilize edildi.

Besiyeri soguyunca plaklara dagitildi.

3.3.1.2. Kimyasal madde ve malzemeler

Agar (HiMedia Lab Ltd, Hindistan)

Tween 80 (Merck, Almanya)

3.3.1.3. Araglar

Isik Mikroskopu (Nikon Eclipse E 200, Japonya)

Etiiv (Heraus, Almanya)

3.3.2. Yontem

. Test edilecek koloniden ekiivyon ile bir parga alinip besiyeri lizerine birbirine

parelel cizgiler halinde ekim yapildi.

. Ekim alaninin iizeri steril bir lamelle kapatildi.

. 35C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra 1s1k mikroskobunda 400x biiylitmede

mikroskopik morfolojik 6zellikler incelendi.

53



4. Hif ve pseudohif yapma o&zellikleri belirlendi. Yalanct hiflerin bogumlari
cevresinde kiimeler olusturmus yuvarlak blastokonidyumlar ile hif uclarinda tiire
Ozgii kalin duvarh, tek veya birka¢ klamidospor goriilmesi C.albicans olarak

degerlendirildi.

3.4. Mikrodiliisyon Yontemi Ile Antifungal Duyarhlik Testi

Mikrodiliisyon ile antifungal MIK belirlenmesi CLSI M27-A3 standartlarina gore
yapildi. Kontrol susu olarak C. albicans ATCC 90028 ve C. crusie ATCC 6258

suslar1 kullanild.

3.4.1. Geregler
3.4.1.1. Antifungaller
Flukonazol (ibrahim Ethem Ila¢ A.S, Istanbul, Tiirkiye)

Amfoterisin B (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)

3.4.1.2. Kimyasal madde ve malzemeler

RPMI 1640,bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlii (Sigma Chemical Co, USA)
MOPS (3-N-morpholino propanesulfonic acid) (Sigma Chemical Co, USA)

NaOH (Sigma Chemical Co, USA)

DMSO (Sigma Chemical Co, USA)
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3.4.1.3. Araclar

pHmetre (WTW Inolab, USA)
Manyetik karistirict (WTW Inolab,USA)
Hassas Terazi (WTW Inolab, USA)

Ependorf tiipleri 1.5 ml (GREINER BIO-ONE, Almanya) Otomatik Pipet
(GREINER BIO-ONE, Almanya)

96 kuyucuklu U dipli mikroplak (SantaCruz Biotechology Inc, USA)
0.22um'lik filtre (GREINER BIO-ONE, Almanya)

50 mI’lik enjektor (GREINER BIO-ONE, Almanya)

15 mI’lik falcon tiip (GREINER BIO-ONE, Almanya)

50 mI’lik falcon tiip (GREINER BIO-ONE, Almanya)

Neubauer Lami (SantaCruz Biotechology Inc, USA)

Etiiv (Heraus, Almanya)

3.4.1.4. MIK tayininde kullanilan soliisyonlar

RPMI 1640 Besiyeri, pH 6.9-7.1

Hazirlanmasi

RPMI 1640, bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlii 10,4g
0.165M MOPS 34.53¢g
Distile su 1000 ml

55



1mol/L NaOH

Hazirlanmasi
Steril distile su 100ml
NaOH 4g

Bu sekilde hazirlanan stok soliiyonlar1 agsagidaki sekilde kullanilir:

1. Silindirik meziir i¢ine 900 ml distile su konulur,
2. 34.53 g MOPS eklenir,
3. 10.4 g RPMI eklenip, manyetik karistiricida karistirilir,

4. 1mol/L NaOH’den pH 6.9-7.1'e ulaincaya kadar eklenip, eklenen NaOH miktar1

not edilir,

5. Toplam hacim I litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

3.4.1.5. Antifungal stok soliisyonlar:

Hazirlanmasi

Antifungal ila¢ miktarlari:

Agirhk (mg)= [Hacim(ml)xKonsantrasyon(ng/ml)] / Potens (ug /ml) formiiliine

gore hesaplanan antifungaller asagidaki sekilde hazirlandi.

Amfoterisin B:

Potens: %80 (100ml'de 80 mg, 1 ml'da 800ug; yani potensi 800 pg/ml)

Stok soliisyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Hacim: 20 ml DMSO

56



Agirlik= (20x1600)/800 = 40mg = 0.040g

Flukonazol:

Potens: %100 (100ml'de 100mg, Iml'de 1000ug; yani potensi 1000 pg/ml) Stok

soliisyonun konsantrasyonu: 1280 pg/ml

Hacim: 20 ml distile su

Agirlik= (20x1280)/1000 = 25.6 mg = 0.0256g

1. Amfoterisin B DMSO i¢inde, flukonazol distile su i¢ginde ¢ozdiirtildii.

2. Her bir stok soliisyon, birer ml olacak sekilde 20 adet steril tiipe aktarildi ve

- 70°C'de saklandh.

3. Hazirlanip -70°C'de saklanan antifungal stok soliisyonlar, diliisyonlar
hazirlanirken yeterli miktarda eriditildi. Her bir antifungal ilag i¢in ayr1 ayri

seri dilisyonlar hazirlandi ve tiipler isimlendirildi.

4. Amfoterisin B ilk diliisyon 1/50, sonraki diliisyonlar 1/2 oraninda RPMI
besiyeri ile hazirlandi. 32 - 0.06 pg/ml konsantrasyon araliinda 10 farkl
diliisyon elde edildi.

5. Flukonazol i¢in ilk diliisyon 1/10, sonraki diliisyonlar 1/2 oraninda RPMI
besiyeri ile yapildi. 128 - 0.250 pg/ml konsantrasyon araliginda 10 farkli diliisyon
elde edildi.

Bu konsantrasyonlar inokiilum ile '2 tekrar diliie olacagi i¢cin mikroplaktaki son
konsantrasyonlar1 yariya inecektir (Amfoterisin B 16 - 0.03 pg/ml, Flukonazol: 64-
0.125 pg/ml).

6. Mikroplagin yatay siradaki son kuyucugu (12. kuyucuk) sterilite kontrol
kuyucugu olarak belirlendi ve 100 ul RPMI kondu.

7. Mikroplagin 11. kuyucugu iireme kontrol kuyucugu olarak belirlendi ve 50 pl
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RPMI kondu. Uzerine 50 ul inokulum eklendi.

8. En diisiik ila¢ konsantrasyonu 10. kuyucukta, en yiiksek ila¢ konsantrasyonu 1.

kuyucukta olacak sekilde 50’°ser ul diliisyonlar otomatik pipetle dagitildi.

9. Eger inokiilumlar bu asamada eklenmeyecekse mikroplaklar -20°C'de
saklanmak tizere kaldirildi ve calisma Oncesinde oda sicakliginda bir siire

bekletildi.

3.4.1.6. inokulum soliisyonlari

Hazirlanmasi

1. Her bir sus i¢in tli¢ adet tiip dizildi (A, B, C tiipleri).
2. A tiipline 2 ml Serum fizyolojik

B tiipiine 4.75 ml RPMI besiyeri

C tiipiine 4.9 ml RPMI besiyeri kondu.

3. A tiiplinde, SDA'da bir gece inkiibe edilmis olan candida suslar1 Neubauer

Lami ile sayilarak 1 x 10® — 5 x 10® CFU/ml maya i¢eren inokulumlar hazirland:

4. A tiiplindeki siispansiyondan 0.25 ml alinarak B tiipline eklendi (toplam hacim

5 ml, sulandirim 1/20).

5. B tiiplindeki siispansiyondan 0.1 ml alinarak C tiipiine eklendi (toplam hacim 5

ml, sulandirim 1/50).

6. B tiipiindeki siispansiyon mikroplaklara eklendi ve plaklardaki maya miktar

ise 0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU/ml oldu.

7. Mikroplaklarda 12. kuyucuklar hari¢ tiim kuyucuklara 50 ul inokulum eklendi.
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8. Amfoterisin B iceren mikroplaklar aliiminyum folyoya sarildiktan, digerlerinin de
etlivde buharlagmalarini engellemek amaciyla uygun onlemler (naylon torbaya
koymak gibi) alindiktan sonra sicakligi 35°C olan etiive kaldirildi ve 48. saatte

sonuglar degerlendirildi.

9. Sonuglar degerlendirilmeden once mikroplaklar karistiricida karistirildi ve
kuyucuklardaki  bulanikliklar homojen hale gelince iireme kontrol

kuyucugundaki bulaniklikla karsilastirilarak ayna yardimiyla degerlendirildi.

Amfoterisin B i¢in hi¢ iiremenin olmadig berrak kuyucuk, Flukonazol i¢in lireme
kontrol kuyucuguna gore bulanikhigin %80 azaldigi kuyucuk MIK degeri olarak
belirlendi.

3.5. Mikrodiliisyon Yontemi Ile Z1.,B’nin  Antifungal Duyarhhgimn

Belirlenmesi

ZL3 B’nin Candida kokenleri iizerindeki etkinligi, mikrodiliisyon yontemi ile

NCCLS M27-A3 standartlarmma gore yapildi. Kontrol susu olarak Candida
albicans ATCC 90028 ve C. crusie ATCC 6258 suslar1 kullanildi. Sonuglar

Flukonazol ve Amfoterisin B ile karsilastirildi.

3.5.1. Geregler
3.5.1.1. Antifungaller

Flukonazol (Ibrahim Ethem Ila¢ A.S, Tiirkiye) Amfoterisin B (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, USA) ZL,B (Boston Biochem Inc, USA)
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3.5.1.2. Kimyasal madde ve malzemeler

RPMI 1640, bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlii (Sigma Chemical Co, USA)

MOPS (3-N-morpholino propanesulfonic acid) (Sigma Chemical Co, USA) NaOH
(Sigma Chemical Co, USA)

DMSO (Sigma Chemical Co, USA)

3.5.1.3. Araclar

pH metre (WTW Inolab, Amerika)

Manyetik karistirict (WTW Inolab,USA)

Hassas Terazi (WTW Inolab, USA)

Ependorf tiipleri 1.5 ml (GREINER BIO-ONE, Almanya) Otomatik Pipet
(GREINER BIO-ONE, Almanya)

96 kuyucuklu U dipli mikroplak (SantaCruz Biotechology Inc, USA)

0.22um'lik filtre (GREINER BIO-ONE, Almanya)

50 ml’ lik enjektér (GREINER BIO-ONE, Almanya)

15 mI’lik falcon tiip (GREINER BIO-ONE, Almanya)

50 mI’lik falcon tiip (GREINER BIO-ONE, Almanya)

Neubauer Lami (SantaCruz Biotechology Inc, USA)

Etiiv (Heraus, Almanya)
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3.5.1.4. MiK tayininde kullanilan soliisyonlar

RPMI 1640 Besiyeri, pH 6.9-7.1

Hazirlanmasi

RPMI 1640, bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlii 10,4g
0.165M MOPS 34.53¢g
Distile su 1000 ml
1mol/L NaOH

Hazirlanmasi

Steril distile su 100ml
NaOH 4¢g

Bu sekilde hazirlanan stok soliiyonlar1 asagidaki sekilde kullanilir:

1. Silindirik meziir i¢ine 900 ml distile su konulur,

2. 34.53 g MOPS eklenir,

3. 10.4 g RPMI eklenip, manyetik karistiricida karistirilir,

4. 1mol/L NaOH’den pH 6.9-7.1'e ulaincaya kadar eklenip, eklenen NaOH miktar1

not edilir,

5. Toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir.
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3.5.1.5. Antifungal stok soliisyonlar:
Hazirlanmasi
Antifungal ila¢ miktarlari:

Agirhik (mg)= [Hacim(ml)xKonsantrasyon(ug/ml)] / Potens (ug /mg) formiiliine

gore hesaplanan antifungaller asagidaki sekilde hazirland.

Amfoterisin B:

Potens: %80 (I0Oml’de 80 mg, 1 ml'de 800ug; yani potensi 800 pg/ml) Stok

soliisyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Hacim: 20 ml DMSO

Agirlik= (20x1600)/300 = 40mg = 0.040g

Flukonazol:

Potens: %100 (100ml'de 100mg, 1ml'de 1000ng; yani potensi 1000 pg/ml)

Stok soliisyonun konsantrasyonu: 1280 pg/ml

Hacim: 20 ml distile su

Agirlik= (20x1280)/1000 = 25.6 mg = 0.0256g

ZL.B

Potens: %100 (I100Oml'de 100mg, 1ml'de 1000pg; yani potensi 1000png/ml) Stok

soliisyonun konsantrasyonu: 100 pg/ml
Hacim: 1ml DMSO Konsantrasyon =200 uM

1. Amfoterisin B ve ZL,B DMSO i¢inde, flukonazol distile su i¢inde ¢ozdiirtildii.

2. Her bir stok soliisyon, birer ml olacak sekilde 20 adet steril tlipe aktarildi ve

62



- 70°C'de sakland.

. Hazirlanip -70°C'de saklanan antifungal stok soliisyonlar, diliisyonlar
hazirlanirken yeterli miktarda eritildi. Her bir antifungal ilag¢ icin ayr1 ayr seri

diliisyonlar hazirland1 ve tiipler isimlendirildi.

. Amfoterisin B ilk diliisyon 1/50, sonraki diliisyonlar 1/2 oraninda RPMI besiyeri
ile hazirland1. 32 - 0.06 pg/ml konsantrasyon araliginda 10 farkli diliisyon elde
edildi.

. Flukonazol i¢in ilk diliisyon 1/10, sonraki diliisyonlar 1/2 oraninda RPMI besiyeri
ile yapildi. 128 - 0.250 pg/ml konsantrasyon araliginda 10 farkli dilisyon elde
edildi.

Bu konsantrasyonlar inokiilum ile "2 tekrar diliie olacagi icin mikroplaktaki son

konsantrasyonlar1 yariya inecektir. (Amfoterisin B 16-0.03 pg/ml, Flukonazol: 64 -
0.125 pg/ml)

. ZL;B, iiretici firma tarafindan, 100 pg’lik ambalajlarda sunuldugu icin, 1ml

DMSO ile sulandirilip 2 diliisyonlar1 hazirlanarak kullanildi. Bu sekilde yapilan
sulandirim ile ZL,B, konsantrasyonu ilk kuyucukta 100 pg/ml, son kuyucukta

0,195 pg/ml olarak hesaplandi.

. Mikroplagin yatay siradaki son kuyucugu (12. kuyucuk) sterilite kontrol
kuyucugu olarak belirlendi ve 100 ul RPMI kondu.

. Mikroplagin 11. kuyucugu iireme kontrol kuyucugu olarak belirlendi ve 50 pl
RPMI kondu. Uzerine 50 pl inokulum eklendi.

. En distik ila¢ konsantrasyonu 10. kuyucukta, en yiiksek ila¢ konsantrasyonu 1.

kuyucukta olacak sekilde 50’°ser pul diliisyonlar otomatik pipetle dagitildi.

10. Eger inokulumlar bu asamada eklenmeyecekse mikroplaklar -20°C'de saklanmak

tizere kaldirildi ve ¢alisma 6ncesinde oda sicakliginda bir siire bekletildi.
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3.5.1.6. inokulum soliisyonlari
Hazirlanmasi
1. Her bir sus icin {i¢ adet tiip dizildi (A, B, C tiipleri).
2. A tiipline 2 ml Serum fizyolojik
B tiipiine 4.75 ml RPMI besiyeri
C tiipiine 4.9 ml RPMI besiyeri kondu.

3. A tiiplinde, SDA'da bir gece inkiibe edilmis olan candida suslari Neubauer Lami

ile sayilarak 1 x 10° -5 x 10® CFU/ml maya iceren inokulumlar hazirlandi

4. A tiipiindeki stispansiyondan 0.25 ml alinarak B tiipiine eklendi (toplam hacim 5

ml, sulandirim 1/20).

5. B tiipiindeki siispansiyondan 0.1 ml alinarak C tiipiine eklendi (toplam hacim 5

ml, sulandirim 1/50).

6. B tiiplindeki siispansiyon mikroplaklara eklendi ve plaklardaki maya miktar ise
0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU/ml oldu.

7. Mikroplaklarda 12. kuyucuklar hari¢ tim kuyucuklara 50 pl inokulum eklendi.

8. Amfoterisin B i¢ceren mikroplaklar aliiminyum folyoya sarildiktan, digerlerinin de
etlivde buharlagsmalarin1 engellemek amaciyla uygun onlemler (naylon torbaya
koymak gibi) alindiktan sonra sicakligi 35°C olan etiive kaldirild1 ve 48. saatte

sonuglar degerlendirildi.

9. Sonuglar degerlendirilmeden oOnce mikroplaklar karistiricida karistirildi  ve
kuyucuklardaki bulanikliklar homojen hale gelince iireme kontrol kuyucugundaki

bulaniklikla karsilagtirilarak ayna yardimiyla degerlendirildi.

Amfoterisin B ve Z1;B i¢in hi¢ iremenin olmadigi berrak kuyucuk, Flukonazol ve
i¢in iireme kontrol kuyucuguna gore bulanikligin %80 azaldigi kuyucuk MIK degeri

olarak belirlendi.
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3.6. Oksidatif Metabolizma Tayini

Alamar blue test kiti ile, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda, Z1;B ile muamele
edilmis olan standart suslarin, ilag uygulamasindan sonra oksidatif metabolizmasinda

meydana gelen degisiklikler incelendi.

3.6.1. Gerecler

3.6.1.1. Kimyasal madde ve malzemeler

Z1;B (Boston Biochem Inc, USA)

Alamar blue boyas1 (Invitrogen, USA)

RPMI 1640 bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlii (Sigma Chemical Co, USA)

MOPS (3-N-morpholino propanesulfonic acid) (Sigma Chemical Co, USA) NaOH
(Sigma Chemical Co, USA)

DMSO (Sigma Chemical Co, USA)

3.6.1.2. Sarf malzemeleri

96 kuyucuklu diiz dipli mikroplate (Orange Scientific, USA)

3.6.1.3. Araglar

Spektrofotometre (Thermolabsystems Multiskan Ex, USA)

Etliv (Heraus, Almanya)
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7Z1.3B

Hazirlanmasi

Potens: %100 (100ml'de 100mg, Im’de 1000png; yani potensi 1000pg/ml)
Stok soliisyonun konsantrasyonu: 100 pg/ml

Hacim: 1ml DMSO Konsantrasyon = 200 uM

1. ZL,B DMSO iginde ¢ozdiiriildii.

2. ZL3B, fretici firma tarafindan, 100 pg’lik ambalajlarda sunuldugu i¢in, tartim

hatasinin oniline ge¢gmek iizere molarite hesabina gore sulandirildi. 1ml DMSO

ile sulandirilip ' diliisyonlar1 hazirlanarak kullanildi.

RPMI 1640 Besiyeri, pH 6.9-7.1

Hazirlanmasi

RPMI 1640, bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorli 10,4g
0.165M MOPS 34.53¢g
Distile su 1000 ml
1mol/L. NaOH

Hazirlanmasi

Steril distile su 100ml
NaOH 4¢g
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Bu sekilde hazirlanan stok soliiyonlar1 agagidaki sekilde kullanilir:
1. Silindirik meziir i¢ine 900 ml distile su konulur,

2. 34.53 g MOPS eklenir,

3. 10.4 g RPMI eklenip, manyetik karistiricida karistirilir,

4. 1mol/L NaOH’den pH 6.9-7.1'e ulaincaya kadar eklenip, eklenen NaOH miktar1

not edilir,

5. Toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

3.6.2. Yontem

1. 96 kuyucuklu diiz dipli kuyucuklara 100 pg, 50 ug, 25 ug konsantrasyonlarda 45
ul ZL,B konuldu.

2. 45 pl mikroorganizma siispansiyonu, 1x10° CFU/ ml konsantrasyonda olacak
sekilde bu kuyucuklara eklendi.

3. 10 ul Alamar blue boyasi eklendikten sonra, mikroplaklar 24 saat 37°C’ de
inkiibe edildi.

4. Negatif kontrol kuyucuguna sadece ZL,B, pozitif kontrol kuyucuguna ise sadece
maya hiicreleri konuldu.

5. 24 saat sonunda mikroplaklarda meydana gelen renk degisimi, 570 nm dalga

boyunda spektrofotometre ile 6l¢iildii.

3.7. Biyofilm Deneyleri

Standart suglar iizerinde; 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml konsantrasyonlardaki
Z1.3B’nin biyofilm olusturma potansiyeli {izerine olan etkisi mikroplak yontemi ile

arastirildi.
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3.7.1. Gerecler

3.7.1.1. Besiyerleri

Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)
Hazirlanmasi

Glukoz 40 g

Neopepton 10 g

Agar20 g

dH,0O 1000 ml

1. Glikoz, neopepton, agar karisimi distile su i¢inde ¢oziildii.
2. pH 7.2-7.5 olarak ayarlandi.
3. 105°C’de 15 dk. steril edildi.

3.7.1.2. Kimyasal madde ve malzemeler
Fosfat buffer salin — PBS (Invitrogen, USA)
Z1;B (Boston Biochem Inc, USA)

Kiristal viyole (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Glukoz (Merck, Almanya)

Neopepton (Merck, Almanya)

Agar (HiMedia Lab Ltd, Hindistan)
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3.7.1.3. Araglar

Spektrofotometre (Boston Biochem Inc, USA)

Etliv (Heraus, Almanya)

Calkalamali Inkiibatér (HVD, Avusturya)

3.7.1.4. Yontem

12.

1x10° hiicre / ml, 100 pl PBS icerisinde diliie edilip 96 kuyucuklu mikroplaklara
ekildi.

1.5 saat 37°C’de 75 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda 150 pl PBS ile iki kez yikandi.

Yikanan kuyucuklara, DMSO i¢inde ¢oziinmiis 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pug/ml
konsantrasyonlarda ZL3B‘den 50 ul eklendi. Kuyucuklardaki ZL.3B, SDB ile 100
ul’ye tamamlandi.

48 saat 37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

48 saat sonunda, 200 pl PBS ile iki kez yikandi.

45 dk. kurutuldu.

110 pl %0.4 kristal viyole ile 45 dk. boyanda.

350 pl steril distile su ile 4 kez yikandi.

. 200 pl %95 ethanol ile 45 dk. reksizlestirme islemi yapildu.

. Soliisyonlar temiz kuyucuklara aktarilip, 595nm dalga boyunda spektrofotometre

ile 6l¢tim yapildi.
Negatif kontrol kuyucuguna sadece ZL3B, pozitif kontrol kuyucuguna ise sadece

maya hiicreleri konuldu.
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3.8. Apoptoz Deneyi

Standart suglar tiizerinde; 200 pg/ml 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml
konsantrasyonlarda ZL3B’nin, apoptoz olusturma etkisi molekiiler yontemlerle
incelendi. Bu amagla, DNA ekstraksiyonu firmanin (Invisorb, Germany) Onerileri
dogrultusunda yapildiktan sonra, ekstrakte edilen DNA’da meydana gelen kromozom

kiriklari jel elektroforezi ile goriintiilendi.

3.8.1. Gerecler

3.8.1.1. Besiyerleri

Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)
Hazirlanmasi

Glukoz 40 g

Neopepton 10 g

Agar20 g

dH,O 1000 ml

1. Glikoz, neopepton, agar karisimi distile su i¢inde ¢6ziildii.
2. pH 7.2-7.5 olarak ayarlandi.
3. 105°C’de 15 dk. steril edildi.

3.8.1.2. Kimyasal madde ve malzememler

Glukoz (Merck, Almanya)

Neopepton (Merck, Almanya)

Agar (HiMedia Lab Ltd, Hindistan)

DNA ekstraksiyon kiti (Invisorb, Germany)

Agaroz (Prona, European Ecoomic Commuty)

Tris Buffer EDTA- TBE (Biological Industries, USA)
Etidyum Bromiir (Applichem, USA)
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3.8.1.3. Araglar

Mikrodalga firin (Beko MD 1500, Tiirkiye)

Elektroforez cihazi (Thermo Electron Corporation 4000P, Tiirkiye)
Vorteks (HVD, Avusturya)

UV Transliiminator (Viber-Lourmat TFX-20M, Fransa)

Kuru Isitic1 Blok Vorteks (HVD, Avusturya)

Santrifiij (Hermle Z233 MK-2, Almanya)

Etliv (Heraus, Almanya)

3.8.1.4. Jel elektroforez isleminde kullanilan soliisyonlar

Agaroz Jel (%]1)

Hazirlanist

AGAT. .o 2,5mg
TBE X 0.5, 25 ml
Etidyum Bromiir.............oooiiiii e, 3ul

1. Agar tartild1.

2. TBE igerisinde mikrodalga firinda ¢oziildii.

3. Karisim soguyunca etidyum bromiir eklendi ve ¢alkalandi.

4. Elektroforez tankina ait tabaga jel dokiildii.

5. Jel donunca tabak tanka yerlestirildi.

6. Gili¢ kaynag 100mv’a ayarlanip, DNA’lar 15 dakika yiiriitildi.
TBE X 0,5 Tamponu

Hazirlanist:

TBE X S 20 ml
Ad HoO .o 980 ml

1. TBE X 5’den 20 ml otomatik pipetor ile alinip, 980 ml dd H,O ile karistirildi.
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3.8.2. Yontem

10.

11.

12.

1x10° hiicre / ml Candida hiicresi, SDB ile dilue edilmis 200 pg/ml 100 pug/ml,
50 pg/ml, 25 pg/ml konsantrasyonlarda ZL,B soliisyonu ile 37°C’de 3 saat
inkiibe edildi.

3 saat sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in 100 pl’lik soliisyonlar 1.5 ml
ependorf tiiplerine aktarilip, 2500 rpm’de 2 dakika satrifiij edildikten sonra PBS
ile 3 kez yikandi.

Kuru 1sitic1 blok 52 °C’ye ayarlanip, Elution Buffer D 1sinmaya birakildi.

400 ul Lysis Buffer G ve 50 ul lyticase enzimi, reaksiyonun durduruldugu
ependorflara eklenip, soliisyonlar vortekslendi.

Reaksiyon tiipleri sicak su banyosunda 35°C’de 1 saat bekletildi.

1 saat sonunda 11000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatan
baska bir ependorfa aktarildi.

200 pl Binding Buffer T eklenip 10 saniye vortekslendi.

Spin filtreli tiiplere aktarilip, 1 dakika beklendi. 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi.

Ependorfun dip kismindaki sivi bosaltilip, filter tekrar takildi. 550 pl Wash
Buffer eklendi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi.

Filtre bir kez de bos sekilde santrifiij edildikten sonra kalan son etanolde
uzaklastirildi.

Filtre bos ependorfa aktarilip, 200 pl Elution Buffer D eklendi. 3 dakika oda
1s1sinda bekletilip, 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Filtre atilip, %1 ‘lik agaroz jelde, 100 voltta 15 dakika siiresince yliriitiillen DNA,

UV transliiminatérde goriintiilendi.

3.9. istatistik inceleme

Tiim deneyler ii¢ kez tekrar edildi. Elde edilen sonuglar ii¢ yonlii varyans analizi ile

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Candida Kokenleri

Calismaya alinan 23 kokenin 11°1 (%45.4) C. albicans, 8’1 (%36.3) C. glabrata, 4

(%18,1) diger non- albicans Candida tiirleri olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1. izole edilen Candida tiirleri

Say1 Toplam (%)
C. albicans 11 45.5
C. glabrata 8 36.3
Diger 4 18.1

4.2. Candida Kokenlerinin Flukonazol ve Amfoterisin B ile Yapilan Antifungal

Duyarhlik Testleri

Calismaya alman suslarin MIK degerleri amfoterin B icin CLSI M27 A-3
kriterlerine gore >1pg/ml ise direngli kabul edilmistir (CLSI, 2011).

Flukonazol i¢in ise, CLSI farkli kdkenler i¢in farkli direng degerleri 6nermektedir.
C.albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis i¢in >4ug/ml, C. glabrata i¢in >32pug/ml
ise direncli kabul edilir (CLSI, 2011).

Hastalardan izole edilen C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve standart
kokenlerden C. albicans ATCC 90028’in tiimii flukonazol ve amfoterisin B’ye
duyarli iken (%95.4); hastalardan izole edilen 1 (%4.5) C. glabrata kokeni ve
standart C. crusei kokeni fluconazole direngli bulundu. Tablo 4.2.°de izole edilen

Candida kokenlerinin antifungal duyarlilik durumlar1 goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Candida kokenlerinin duyarlilik durumlari

Hasta Kokenleri MiK ARALIGI MiK 50 MIK ARALIGI  MIK 50 (ug/ml)
Flukonazol Flukonazol Amfoterisin B Amfoterisin B
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
C. albicans 4 1 1 0.5
C. albicans 4 2 1 0.25
C. albicans 4 0.5 1 0.25
C. albicans 4 0.5 1 0.5
C. albicans 4 2 1 0.25
C. albicans 4 1 1 0.5
C. albicans 4 0.25 1 0.5
C. albicans 4 0.5 1 0.25
C. albicans 4 1 1 0.5
C. albicans 4 1 1 0.5
C. glabrata 32 8 1 0.25
C. glabrata 32 8 1 0.25
C. glabrata 32 32 1 0.5
C. glabrata 32 8 1 0.25
C. glabrata 32 0.5 1 0.5
C. glabrata 32 8 1 0.5
C. glabrata 32 8 1 0.25
C. glabrata 32 16 1 0.5
C. tropicalis 4 0.5 1 0.5
C. tropicalis 4 0.25 1 0.25
C. parapsilosis 4 0.25 1 0.25
C. parapsilosis 4 0.5 1 0.5
C. albicans 4 1 1 0.5
C. albicans ATCC 90028 4 1 1 0.5
C. crusei ATCC 6258 Dogal Direng 32 1 0.5

4.3. Candida Kokenlerinin ZL,B ile Yapilan Antifungal Duyarlihk Testleri

Rasgele segilen 23 hasta kokeni ve 2 standart sus ile yapilan, CLSI'in M27-A3

kriterlerine gbre uygulanan, antifungal duyarlilik testlerine gore ZL,B etken

maddesinin MiK50 degeri 25-50pg/ml konsantrasyon araliginda, MFK (Minimum
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fungusidal konsantrasyon) degeri ise 50-100 pg/ml konsantrasyon araligindadir.
[zole edilen 22 kdken ve 2 standart susun tamaminda, 50 pg/ml konsantrasyon maya
hiicrelerinin tamamini inhibe ederken; fluconazole direngli olan C. glabrata kdkeni
ancak 100pg/ml konsantrasyonda inhibe edilebilmistir. Tablo 4.3’de izole edilen

Candida kokenlerinin ZL,B etken maddesine kars1 duyarlilik durumlar1 gériilmektedir.

Tablo 4.3. Candida kokenlerinin ZL,B duyarlilik durumlar

Hasta Kokenleri MIK - ZL;B (ug/ml) MFK - Z1;B (ng/ml)
C. albicans 1 0.5
C. albicans 1 0.25
C. albicans 1 0.25
C. albicans 25 50
C. albicans 25 50
C. albicans 50 50
C. albicans 50 50
C. albicans 50 50
C. albicans 50 50
C. albicans 25 50
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 100
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 50
C. glabrata 50 50
C. tropicalis 25 50
C. tropicalis 25 50
C. parapsilosis 25 50
C. parapsilosis 25 50
C. albicans 25 50
C. albicans ATCC 90028 25 50
C. crusei ATCC 6258 50 50

Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de 25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml konsantrasyonlarda ZL;B ile
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karsilasmis, 0.5 x 10” - 2.5 x 10° CFU/ml konsantrasyonunda C. krusei ATCC 6258
maya hiicrelerinin, 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, SDA plaklarinda meydana

gelen iiremelerine ait fotograflar goriilmektedir.
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Sekil 4.2. 50 pg/ml ZL3B yapilan antifungal duyarlilik testi sonucu

76



Sekil 4.3. 100 pg/ml ZL,B yapilan antifungal duyarlilik testi sonucu

4.4. Oksidatif Metabolizma Testi

Z1;B etken maddesinin oksidatif metabolizmaya olan etkisi, 25 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml konsantrasyonlarda ZL;B ile 0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU/ml
konsantrasyonlarda C. krusei ATCC 6258 ve C. albicans ATCC 900028 maya
hiicreleri karsilastirilarak, alamar blue kiti ile incelenmistir. Boyaya mavi rengi veren
rezasurin oksidatif metabolizma aktif ise mikroorganizma tarafindan rezafurine
dontstiiriiliir ve boya pembe renk alir. Spektrofotometre ol¢limlerine gore, 25 pg/ml
konsantrasyonundaki ZL;B oksidatif metabolizma {izerine hi¢ etki gostermezken, 50
pg/ml; 100 pg/ml konsantrasyonlarda mikroorganizmalarin oksidatif metabolizmasi
inhibe edilmistir. Sonucglar ii¢ yonlii varyans analizi ile istatiksel olarak
degerlendirilmis, her ii¢ grup arasindaki fark, anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu
nedenle artan konsantrasyonlarda ZL;B’nin oksidatif metabolizmay: inhibe ettigi
sOylenebilir.  Sekil 4.4’de ZL;B’nin artan konsantrasyonlarda oksidatif

metabolizmaya olan etkisi renk desikligi ile gdsterilmistir.
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100pg/ml  SOpg/ml  25pg/ml NK.

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol
Sekil 4.4. Z1;B’nin oksidatif metabolizmaya etkisi

4.5. ZL3B’nin Germ Tiip, Gercek ve Yalanci Hif Olusumuna Etkisi

Calismamizda kullanilan 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda ZL;B ile; germ tiip,
ger¢ek ve yalanci hif olusumunu engellenmis ancak 25 pg/ml konsantrasyon da bu
etki gozlenmemistir. Sekil 4.5 ve 4.6’da 25 pg/ml konsantrasyonda ZL;B’nin C.
albicans ATCC 90028 ve C. krusei ATCC 6258 tlizerinde ger¢ek ve yalanci hif
olusumuna etkisi fotograflanmistir. Sekil 4.7°de ZL3;B’nin C. albicans ATCC

90028’nin germ tiip olusumuna etkisi gosterilmistir.

Sekil 4.5. 25 pg/ml konsantrasyonda ZL3;B’nin C. albicans ATCC 90028’in hif

olusumuna etkisi
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Sekil 4.6. 25 pg/ml konsantrasyonda ZIL3;B’nin C. krusei ATCC 6258’in hif

olusumuna etkisi

Sekil 4.7. 25 pg/ml konsantrasyonda ZLs;B’nin C. albicans ATCC 90028’in germ

tiip olusumuna etkisi
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4.6. Z1.3B’nin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Z13B etken maddesinin biyofilm olusumuna olan etkisi, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
ug/ml konsantrasyonlarda ZL;B ile 0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU/ml konsantrasyonlarda
C. krusei ATCC 6258 ve C. albicans ATCC 900028 maya hiicreleri karsilagtirilarak,
mikroplak yontemi ile incelenmis ve spektrofotometre Olglimlerine gore, artan
konsantrasyonlarda ZL;B’nin biyofilm olusumunu inhibe ettigi gdzlenmistir.
Sonuglar ii¢ yonlii varyans analizi ile istatiksel olarak degerlendirilmis, gruplar
arasindaki anlamli  fark bulunamamustir. Sekil 4.8’de ZL;B’nin  farkhi
konsantrasyonlarinin oksidatif metabolizma ve biyofilm olusumu iizerine inhibisyon

etkisi grafikle gosterilmistir.
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Sekil 4.8. ZL;B’nin’nin oksidatif metabolizma ve biyofilm tlizerine etkisi
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4.7. Z1.3B’nin Apoptoz Etkisi

Z13B etken maddesinin apoptoz olusturma etkisi, 25 pg/ml, 50 pug/ml, 100 png/ml ve
200 pg/ml konsantrasyonlarda ZL;B ile 0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU/ml
konsantrasyonlarda C. krusei ATCC 6258 ve C. albicans ATCC 900028 maya
hiicreleri karsilastirilarak kromozom kiriklariin tespiti ile gosterilmistir. Sekil 4.9°da
200 pg/ml ZI;B etkisi ile jel elektroforezinde goriintiilenen kromozom kiriklar

gosterilmektedir.

200 100 50 2

LF

NK.

Sekil 4.9. Z1;B’nin apoptoz etkisi
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5. TARTISMA

Vulvovajinal candidoz, diinyadaki en yaygin kadin sagligi problemidir. %20-30’1u
oranlarla, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda, en sik goriilen ii¢ vajinal enfeksiyondan
biridir. Epidemiyolojik ¢alismalar kadinlarin %75°nin tiim hayatlar1 boyunca en az
bir kez, %40-50’sinin 1ise birden fazla vajinal candidoz atag gecirdigini
gostermektedir. VVK, yiiksek prevelansi ve yasam kalitesini diistirmesi nedeniyle

onemli bir klinik problemdir (Sobel, 2007).

Enfeksiyonlarin %80-90’nindan C. albicans sorumludur. Bu mikroorganizmayi C.
glabrata, C. tropicalis ve C. crusei, %5-10, %5 ve %]1’lik oranlarla takip etmektedir.
Prevelanslar1 diigiik olmasina ragmen, konvansiyonel antifungal ilaglara direncleri
nedeniyle non-albicans Candida tiirleri bu hastalikta 6nemli bir yere sahiptir. 1980 -
1990 yillar1 arasinda ABD'de candidal vajinit insidans1 yaklagik iki kat artmistir.
Bu artis 6zellikle C.albicans dist candidalar ile olan enfeksiyonlar lehinedir. Ancak
bu artis Iskandinav iilkelerinde yapilan calismalarda gosterilememistir ve bu
iilkelerde son 5 yil igerisindeki insidansin %28 - 30 dolayinda sabit kaldig
bildirilmistir (Kent, 1991). Bizim arastirmamizda, vulvavajinal candidozli
tanis1 almis hastalardan rastgele c¢alismaya alinan 23 kokenin 11’1
(%45.4) C. albicans, 8’1 (%36.3) C. glabrata, 4’ diger non- albicans Candida
tiirleri olarak belirlenmistir. Bizim c¢alisgmamizda da izole edilen vajinal Candida

etkenleri arasinda non-albicans Candida’lar daha fazla oranda saptanmuistir.

Candida daha ¢ok dogurganlik cagindaki kadinlardan izole edilmektedir. Saglikli
erigkin kadinlarin  %10-55'inde asemptomatik vajinal kolonizasyon oldugu
bildirilmektedir. Tekrarlayan VVK orta yaslardaki kadinlarda daha fazla goriiliir,
hastalarin egitim diizeyleri nispeten yiiksektir. Calisamiza katilan hastalar arasinda
da en biiylik grubu 18 kisi ile yine dogurganlik cagindaki kadinlar teskil
etmekteydi. Bu grubu 4 kisi ile menapoz ve 1 kisi ile prepubertal dénem
izlemekteydi. Gebelik doneminde vajinal mantar tasiyicilik orani belirgin sekilde

artar (Sobel, 2007).
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Kontrol altina alinmamis diabetes mellitus ve buna eslik eden glikoziiri, vajinal
sekresyonlardaki glikoz konsantrasyonunun artmasina ve ciddi semptomatik VVK’a
neden olabilir. Perinedeki yerel 1s1 artis1 ve ventilasyonun iyi olmamasi vajinal
candida kolonizasyonunu artiran Onemli bir faktordiir. Bu nedenle c¢ok siki
kiyafetler giyen, i¢ camasirim1 naylondan yapilmis olarak segen kadinlarda
tekrarlayan VVK goriilebilir. Ayni sekilde lokal temizlik amactyla kullanilan bazi
antiseptik sollisyonlar, banyo materyalleri, ¢esitli sabunlar, deodorantlar, ylizme
havuzlarinda kullanilan dezenfektan maddeler, tuvalet kagitlari, vajinal dus olarak
kullanilan bazi soliisyonlar, hijyenik petler ve vajinal tamponlar vajinal mukozada
irritasyon olusturarak candidal kolonizasyon dolayisiyla da tekrarlayan VVK*ya

yol acabilir (Sobel, 2007).

Tim bu risk faktorlerine ilaveten oral kontraseptif ve genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi, ¢inko eksikligi, hipotiroidizm, stres, cinsel iliski
sikligi ve teknigi gibi faktorler de tekrarlayan VVK ig¢in risk faktorii olarak
saptanmistir. (Edman, 1986, Sobel, 2007).

Literattirdeki bu bilgiler ile uyumlu olarak, ¢alismamizda yer alan hastalarin 8’inde
(%36.3) diabetes mellitus, oral kontraseptif kullanimi, hipotiroidi ve karaciger sirozu
gibi immunsupresif hastaliklar veya nefrotik sendrom ve transplantasyon plani gibi

steroid kullanim1 gerektiren durumlar, risk faktorleri arasindayda.

Azollii formiilasyonlara Candida’larin  yalnizca, %50’lik  bir kismi cevap
vermektedir. Ayrica, hizla artan ila¢ direnci problemi nedeniyle azollere direncli
C. albicans olgularin da klinikte 6nemli bir sorun haline gelmistir (Neves, 2008).
Tekrarlayan VVK patogenezinde bir diger teori tedavinin yetersiz olmasi ve
vajinadan candidalarin tamamen uzaklagtirilamamasidir. Bu teoriyi destekleyen iki
onemli faktor vardir. Bunlardan birincisi kiiltiir negatif olan kadinlarin antibiyotik
tedavisi esnasinda hizla kiiltiir pozitif hale gelmeleri, ikincisi ise basarili bir lokal
antimikotik tedavisinden 30 giin gibi kisa bir siire sonra %20-25 oraninda kiiltiir
pozitif olgularin saptanmasidir. Burada olay tedaviyle vajinadaki canli mantar
sayisinin ¢ok azalmasi, ancak konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile saptanamayacak

kadar az sayida mikroorganizmanin yine de vajinal liimende kalmasiyla
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aciklanmaktadir (Sobel, 2007). Yeni CLSI kriterlerine gore, ¢calismamiza dahil olan
kokenlerden yalnizca 1 tanesi (%4.5) flukonazol direngli bulunmustur. Hastalarin
hepsi flukonazol ile tedavi almig ve bu preperat ile, kadin hastaliklar1 ve dogum
klinigimizin rutin uygulamasi geregi yapilan 10 giin sonraki kontrollerinde kiir
saglanmis goriinmektedir. Ancak hastalarin 30 giin-3 ay sonraki kontrolleri

yapilmadigi icin bu iyilik halinin devam edip etmedigini saptayamadik.

VVK’da en sik goriilen semptom kasintidir. Genellikle kokusuz koyu kivamli,
beyaz renkli ve "peynir kesigi" goriinlimiinde akinti1 tipik muayene bulgusudur.
Vajina hiperemik, vulva eritematoz goriiliir, serviks genelde normaldir. Vajinal
hassasiyet, irritasyon, cinsel iliski esnasinda agri, vulvar bolgede kizariklik ve
yanma hissi, Ozellikle idrar yaparken yanma diger semptomlardir. Tekrarlayan
VVK“da ise kasintinin yerini daha ¢ok vajinada yanma hissi alir. Her ne kadar
muayene bulgular1t ve semptomlara bakarak tani1 konulabilse de laboratuvar ve
kiiltiir ile desteklemeden tedaviye gitmek yaniltici olabilir. Sadece semptomlara
bakilarak VVK tanis1 konulan hastalarin %25'inde uygulanan ilk tedavi basarili
olmamaktadir. Bazi hastalarda tek bulgu hafif kasinti ve akinti olabilir (Sobel,
2007). Bizim hastalarimizin ise, hastalarin 14’tinde (%63.6) VVK lehinde en az bir
bulgu mevcutken, 8’1 (%36.3) asemptomatikti.

Vulvovajinal candidozte amag¢ 48—72 saat i¢inde semptomlarin tamamen ortadan
kaldirilmasi, 4-7 giin igerisinde de mikolojik kiir saglanmasidir. Tedavide ilk tercih
oral azol preperatlaridir (imidazoller veya triazoller). Azoller ile tedavide kiir
saglanamadiginda lokal tedaviye geg¢ilir. Borik asit lokal tedavi alternatifleri
arasindadir. Oral terapinin lokal tedaviye Ustiinliigii olmadig1 buna ek olarak lokal
tedavinin pek ¢ok avantaji oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. Vajinaya lokal olarak
uygulanan antifungal ilaglar, gereksiz ilag absobsiyonuna neden olmaz, dolayisiyla
yiiksek kan konsantrasyonu diizeylerini énler. Ilag etkilesimlerinin bu sayede oniine
gecilir. Hamilelik ve emzirme sirasinda oral tedavi rejimlerinden kaginilir. Ayrica
lokal tedavi ¢ok daha ucuz bir tedavi ydntemidir. Ornegin tek doz flukonazol
(150 mg) ile tedavi maliyeti 26 USD iken, hali hazirda tedavide kullanilan 14
giinltik lokal borik asit terapisinin maliyeti 5 USD ‘dir (Neves, 2008). Hamilelerde

ve emziren annelerde kullanilamamasi, vajinal yanma ve irritasyon sikayetlerine yol
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acmasina ragmen, oral tedavi ile basar1 saglanamayan hastalarda en uygun
alternatiftir (Prutting, 1998). ilag direnci olan veya sik relaps goriilen kronik
vajinal candidozli olgularda yiiksek tedavi basarisini gosteren pek cok calisma
vardir (Ray, 2007). Bu klinik gozlemden yola ¢ikarak aragtirmacilar borik asitin pek
cok yeni analogunu elde etmek i¢in caligsmaktadirlar. Farkli organizmalara etki eden

borik asit analoglart bulunmustur (Waasbergen, 2007; Jabbour, 2005; Baker, 2006).

Bortezomib (Velcade), FDA onay1 almis ve parenteral kullanilabilen tek borik asit
analogudur. Bir proteosome inhibitoriidiir ve multiple myelom tedavisinde
kullanilmaktadir. Sitma paraziti lizerinde antiparaziter etkinligi gosterilmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz, Z1;B, bu preperatin, ticari olarak elde edilebilen tek
formudur. Lokal borik asit tedavisi ile Candida iizerinde basarili sonuglar alinmis
ancak bir borik asit analogu olan bu kimyasal daha 6nce Candida maya mantari
tizerinde hi¢ denenmemistir. Borik asitin Candida maya mantar1 tlzerindeki
etkinliginden yola ¢ikarak yapmis oldugumuz ¢alismamiz bu anlamda bir ilktir. (Ray,

2007, Reynoulds, 2007).

Proteosom, hiicre i¢inde yanlis yapilandirilmig ve ibikitinle isaretlenmis proteinlerin
yikilmalarin1 saglar. Regiilatér proteinlerin ubikitin aracili yikimi, hiicre siklus
progresyonu, sinyal ileti, transkripsiyonel diizenleme ve apoptozis gibi metabolik
olaylarin kontroliinde 6nemli rol oynar. 20S proteosom mantarlardan insanlara kadar
tiin Okaryotlarda, iyi korunmus ortak bir bolgedir. ZL;B, bu proteosomun

inhibitoridiir (Myung, 2001).

23 hasta kokeni ve 2 standart sus ile yapilan ¢alismamizda, CLSI’'in M27-A3
kriterlerine gore uygulanan antifungal duyarlilik testlerine gore ZL;B etken
maddesinin MIKso degeri 25-50ug/ml konsantrasyon araliginda, MFK (Minimum
fungusidal konsantrasyon) degeri ise 50-100 pg/ml konsantrasyon araliginda
saptanmistir. Flukonazole direngli olan C. glabrata kokeni ancak 100pg/ml
konsantrasyonda inhibe edilebilmistir. Borik asitin, flukonazole karst olan efflux
pompast direncini 6nledigi ve C. glabrata’nin bu maddeye kars1 duyarli olduguna ait
calismalar literatiirde bulunmakla birlikte, bizim ¢alismamizda bu etkiye

rastlanmamuistir. Deneylerin azol direngli Candida suslari ile fenotipik ve molekiiler
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yontemlerle kullanilarak tekrarlanmasi gerektigini, eflux pompasi {izerine olan
etkinin arastirtlmasi i¢in daha ileri caligmalar gerektigini diisiinmekteyiz (Seta,

2008).

Mitokondri apoptozis de merkezi bir role sahiptir. Elektron transport zincirinin
bozulmasi, reaktif oksijen radikallerinin ortama salinmasina ve programli hiicre

Oliimiine neden olur (Shirtliff, 2009)

Caligmamizda elektron transport zincirindeki degisikligi saptamak ve mitokondrial
apoptozisi incelemek amaciyla, ZL;B’nin oksidatif metabolizmaya olan etkisi alamar
blue kiti ile standart sugslar iizerinde incelendi. ZL;B’nin 100-50 pg/ml
konsantrasyonlarda oksidatif metabolizmay1 inhibe ettigi gdzlendi. Uclii varyans

analizi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.

Gergek ve yalanci hif sentezi, germ tiip formasyonu metabolik faliyetlerle yakindan
iligkilidir. Mitokondride meydana gelen degisiklikler oksidatif metabolizmay1 etkiler.
Metabolizmanin inhibisyonu ile bu virulans faktdrlerinin iiretimi de durur (Sullivan,

1983).

Bizim calismamizda, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda Z1;B, standart suslarda;
germ tiip, gercek ve yalanci hif olusumunu engellerken, 25 pg/ml konsantrasyonda

bu etki gdozlenmedi.

Hifa olusumu ile biyofilm formasyonu birbirleriyle yakindan iligkilidir. Hifa
acisindan defektif mutantlarda biyofilm formasyonu gozlenmezken, hifa yapisinin

biyofilmin saglamligini artirdig1 saptanmistir (Brand, 2012).

Candida’nin vajinal mukozada biofilm olusturdugu ve bu durumun tekrarlayan
vajinal enfeksiyonlara neden oldugu yapilan caligsmalarla gosterilmistir (Harriot,
2010). ZL;B’nin biyofilm {izerine olan etkisini arastirmak amaci ile yaptigimiz
biyofilm deneylerinde, kullanmis oldugumuz konsantrasyonlar biyofilm olusumunu
engellememis, farkli konsantrasyonlara ait gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamigtir. Ancak mikroorganizmalarin planktonik formalarina

ait inhibitér konsantarasyonlar1 ile biyofilm inhibitor konsantrasyonlar1 farklidir
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(Moskowitz, 2005). Biyofilm inhibitoér konsantrasyonunun tespiti i¢in daha yiliksek

konsantrasyonlarin ileriki ¢caligsmalarda denenebilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptozisin en 0zgiin bulgusu, hiicre DNA’sinin niikleozomlar arasi bdlgelerden
yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu bulgu apoptozun son asamasi ve kesin gostergesidir

(Wang, 2008).

Bizim calismamizda da 0.5x10° - 2.5x10° CFU/ml konsantrasyonda standart suslar
tizerinde 200pg/ml ZL;B ile yapilan testlerde, ii¢ saat sonunda jel elektroforezinde
yapilan goriintiilemede, apoptozun klasik bulgusu olan; kromozom kiriklarini

gosteren merdiven DNA goriintiisiine rastlanmistir.

Yapmis oldugumuz deneyler sonucunda ZL;B etken maddesinin, Candida maya
hiicrelerinde; mitokondri iizerinden, oksidatif metabolizmay1 inhibe etmek suretiyle
antifungal etkinlik gosterdigi, yine ayn1 mekanizma ile germ tiip ve hifa olusumunu
da engelledigi, apoptoza yol actig1 saptanmistir. Pek ¢ok kanser ilacinin apoptosis
tizerinden antifungal etkinligi arastirilmis olmakla birlikte, borik asit tiirevleri ile

daha 6nce hi¢ calistimamistir. Bu anlamda ¢alismamiz bir ilktir (Almeida, 2008).

Borik asit ve tiirevlerinin maya hiicreleri {izerindeki apoptoz etkisinin tespiti i¢in

daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

87



6. SONUCLAR

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
laboratuvarinda, Haziran 2010- Aralik 2010 tarihleri arasinda, rastgele segilen,
hastalarin vajinal siirlintii 6rneklerinden standart yontemlerle izole edilen 23 Candida
ornegi ve 2 standart koken (C. albicans ATCC 90028, C. crusei ATCC 6258) olmak
tizere toplam 25 Candida izolat1 iizerinde bir borik asit analogu olan ZL;B

maddesinin etkisi incelendi.

1. Calismaya alinan 23 kokenin 11°1 (%45.4) C. albicans, 8’1 (%36.3) C. glabrata,
4’ii diger non- albicans Candida tiirleri olarak belirlenmistir. izole edilen vajinal

Candida etkenleri arasinda non-albicans Candida’lar daha fazla oranda saptandi.

2. Calismamiza katilan hastalar arasinda da en biiyliik grubu 18 kisi ile yine
dogurganlik ¢agindaki kadinlar teskil etmekteydi. Bu grubu 4 kisi ile menapoz

ve 1 kisi ile prepubertal donem izlemekteydi.

3. Literatiirdeki bilgiler ile uyumlu olarak, ¢alismamizda yer alan hastalarin 8’inde
(%36.3) diabetes mellitus, oral kontraseptif kullanimi, hipotiroidi ve karaciger
sirozu gibi immunsupresif hastaliklar veya nefrotik sendrom ve transplantasyon

plan1 gibi steroid kullanimi gerektiren durumlar, risk faktorleri arasindaydi.

4. Calismamiza dahil olan kokenlerden yalnizca 1 tanesi flukonazol direncli
bulunmustur. Hastalarin hepsi flukonazol ile tedavi almis ve bu preperat ile,
kadin hastaliklar1 ve dogum klinigimizin rutin uygulamasi geregi yapilan 10 giin

sonraki kontrollerinde kiir saglanmis gériinmektedir.

5. Hastalarin 14’iinde (%63.6) VVK lehinde en az bir bulgu mevcutken, 8’1 (%36.3)

asemptomatikti.

6. 23 hasta kokeni ve 2 standart sus ile yapilan ¢alismamizda, CLSI’'in M27-A3

kriterlerine gore uygulanan antifungal duyarlilik testlerine gére ZL;B etken
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maddesinin MIKs degeri 25-50uM konsantrasyon araliginda, MFK degeri ise
50-100 uM konsantrasyon aralifinda saptanmistir. Flukonazole direngli olan tek

C. glabrata kokeni 100pg/ml konsantrasyon ile inhibe edilmistir.

7. Z1L3B’nin oksidatif metabolizmaya olan etkisi alamar blue kiti ile standart suslar
tizerinde incelendi. ZL;B’nin 100-50 pg/ml konsantrasyonlarda oksidatif
metabolizmay1 inhibe ettii gozlendi. Uclii varyans analizi ile, 25 pg/ml, 50
pg/ml ve 100 pg/ml gruplar1 birbirleriyle, negatif ve pozitif kontroller ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05).

8. 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda ZL;B, standart suslar iizerinde; germ tiip,
gercek ve yalanci hif olusumunu engellerken, 25 pg/ml konsantrasyonda bu etki

gozlenmedi.

9. Z13B’nin 25, 50 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinin standart maya suslari tizerinde

biyofilm olusumuna etkisi gézlenmemistir.

10. 200pg/ml ZLsB ile yapilan testlerde, {i¢ saat sonunda jel elektroforezinde yapilan
gorilintiilemede, apoptozun klasik bulgusu olan; kromozom kiriklarin1 gdsteren

merdiven DNA goriintiisiine rastlanmistir.
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OZET

Candida Tiirleri Uzerine Bir Borik Asit Analogu Olan Z-Leu-Leu-Leu-
B(OH)2 (ZL3B)’nin In-Vitro Etkinliginin Arastirilmasi

Vulvovajinal kandidoz, tiim diinyada, ozellikle dogurganlik cagindaki kadinlar
etkileyen bir problemdir. Giliniimiizde mevcut olan 1ilag terapileri, yiiksek
giivenilirlik ve etkinlige sahip olsalar da, meydana gelen komplike enfeksiyonlar ve
ilag diren¢ problemi, arastirmacilari; yeni oral ve lokal terapdtik alternatiflere
yonlendirmektedir. Bu calismada, bir borik asit tiirevi ve proteosom inhibitorii
olan ZL3B’nin Candida tiirleri iizerine in vitro etki mekanizmasini arastirmayi

amagladik.

Calismamizda; Haziran 2010 - Aralik 2010 tarihleri arasinda, Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde VVK 06n tanis1 almis ve
Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji laboratuvarinda kiiltlirii yapilmis vajinal
stirlintii 6rneklerinden, standart yontemlerle izole edilen, rast gele se¢ilmis 23 hasta
ornegi ve 2 standart koken (C. albicans ATCC 90028, C. crusei ATCC 6258)
olmak {izere toplam 25 Candida izolat1 kullanilmistir. Calismaya alinan, 23 kdkenin
11°1 (%45.4) C. albicans, 8’1 (%36.3) C. glabrata, 4’1 (%18,1) diger non- albicans
Candida tiirleri olarak belirlenmistir.

Clinical and Laboratory Standarts Institute ‘un M27-A3 kriterlerine gore
mikrodiliisyon yontemi ile yapilan antifungal duyarlilik testleri sonucu,
kokenlerden sadece bir tanesi flukonazol direngli olarak tespit edilmistir. ZL,B
etken maddesi, Minimum Inhibitor Konsantrasyon (M1K50) degeri 25-50pg/ml
konsantrasyon araliginda, Minimum Fungusidal Konsantrasyon (MFK) degeri ise 50-
100 pg/ml konsantrasyon araliginda olmak tizere, Candida tiirleri lizerine fungusidal
etki gostermistir. Bu etkinin hangi yolla oldugunu gostermek amaciyla ZL3B nin;
germ tiip ve hifa olusumuna, oksidatif metabolizmaya, biyofilm olusumuna, apoptoz
tizerine etkileri incelendi.

Deneyler sonucunda; ZL;B’nin 100-50 pg/ml konsantrasyonlarda oksidatif
metabolizmayi, germ tiip, gercek ve yalanci hif olusumunu engelledigi, 200ug/ml
konsantrasyonda apoptozun klasik bulgusu olan kromozom kiriklarina neden oldugu
saptanmistir.

Z1sB ‘nin; 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 standart maya suslari iizerinde
biyofilm olusumuna etkisi gdstermemistir. Ancak mikroorganizmalarin, biyofilm
inhibitor konsantrasyonlar1 planktonik hiicrelerini inhibe eden konsantrasyonlarindan
cok daha yiiksek oldugundan, farkli konsantrasyonlar ile deneylerin tekrarlanmasi
gerekmektedir.

Z13;B’nin 20S proteosomu inhibe ederek apoptoza yol agtigini diisiinmekteyiz ancak
borik asit ve tiirevlerinin maya hiicreleri lizerindeki bu etki mekanizmasinin tespiti
i¢cin daha ileri calismalara ihtiyag¢ bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Candida, borik asit, vulvovajinal kandidoz, antifungal
duyarllik testi, proteosom inhibitorleri
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SUMMARY

Investigation of In-Vitro Effects of an Boric Acid Anolog Z-Leu-Leu-Leu-
B(OH)2 (ZL.3B) on Candida Species

Vulvovaginal candidosis is a common worldwide female medical problem,
occurring mostly in women of childbearing age. Although current vulvovaginal
candidosis drug provides high efficacy and safety, the recent emergence of
complicated infections and drug resistance has led to the development and research
of new oral and local therapeutic options. In this study, we aimed to evaluate invitro
activity of mechanism of ZI3;B which is a boric acid analog and a proteasome
inhibitor.

Randomly selected 25 strains (23 patient and 2 standart C. albicans ATCC 90028,
C. crusei ATCC 6258) were included in this study which is isolated by standart
methods at Ankara University Medical Faculty Cebeci Central Microbiology
Laboratory, from the patients entered Gynaecology and Obstetric Clinic of the same
hospital with symptoms of VVC between June 2010- December 2010. Of the isolates
11 (45.4%) were C. albicans, 8 (36.3%) were C. glabrata and 4 (18,1%) non-
albicans Candida.

Antifungal susceptibility tests were performed according to the Clinical and
Laboratory Standarts Institute criteria (M27- A3) with microdilution method and
only 1 strain was confirmed as fluconazole resistant. ZL;B showed a fungucidal
activity with 25-50uM minimum inhibitory concentration and 50-100 pM minimum
fungicidal concentration. To investigate the activation mechanism of ZL;B we did
several experiments about germ tube and hypha formation, oxidative methabolism,
biofilm formation and apoptosis.

Our results showed that Z1;B inhibits oxidative metabolism, germ tube and hypha
formation at concentrations of 100-50 pg/ml and causes chromosome breaks which
is the classical evidence of apoptosis with 200 pg/ml concentration.

25, 50 ve 100 pg/ml concemtrations of ZL;B didn’t show any effect on biofilm
formation. However according to literature biofilm inhibitor concentrations on
microorganisms are much more higher than planktonic inhibitor concentrations
because of this we think that biofilm experiments can be repeated with higher
concentrations.

We estimate that ZL;B causes apoptosis of Candida species by inhibiting proteasome
pathway but further studies are necessary to determine boric acid and its derivates
effect on apoptosis.

Key words: Candida, boric acid, vulvovaginal candidosis, antifungal susceptibility
tests, proteasome inhibitors
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