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OZET

Antifungal ilaglar iizerine yapilan ¢aligmalar, antifungallere kars1 hizla gelisen bir direncin
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle sinirli sayida bulunan antifungal ilaca kars1 direng
gelisiminin takibi ve mekanizmalarinin anlasilmasi 6nem arz etmektedir. Direng ile viriilans
iligkisinin ortaya cikarilmasi tedavi takibi ve hastaligin patogenezi agisindan Snemlidir.
Ekinokandin sinifi antifungaller kandidemi tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak gelismekte olan ekinokandin direnci sorun olusturmaya baslamistir. Direngli
kokenlerde yapilan arastirmalarda FKS gen bolgelerinde meydana gelen nokta mutasyonlar
sonucu ekinokandin direncinin gelistigi anlasilmistir. Calismamizda kaspofungin ile
karsilasmamus referans Candida kokenleri (Candida albicans ATCC 10231, C .parapsilosis
ATCC 22019, Candida glabrata ATCC MYA 2950) kaspofungine maruz birakilarak
direncli hale getirilmistir. Diren¢ gelisimi ile virlilans 0Ozellikleri arasindaki iliski
arastirtlmistir. Mini deney hayvani modeli olan Galleria mellonella (mum giivesi) {izerinde
in vivo viriilans arastirtlmast yapilmigtir. Mutant yapilarak direng kazandirilan kdkenlerin
viriilans 6zelliklerinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmedigi gézlemlenmistir.
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ABSTRACT

Research data on antifungal drugs revealed that the problem of resistance was raising. Thus,
it is important to follow up this resistance problem and to investigate the mechanisms.
Demonstration of the possible relationship between drug resistance and the virulence is
worth of working. Echinocandins are widely used to treat candidemia. However, antifungal
resistance is causing problems in the treatment. During or after the treatment Candida strains
are gaing resistance. Therefore, it is clear that echinocandin resistance depends on this
exposure. FKS gene mutations were detected on the genomes of the resistant Candida strains
exposed to echinocandins. In our study, the reference Candida strains (Candida albicans
ATCC 10231, C.parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata ATCC MYA 2950) not
encountered with caspofungin were exposed to caspofungin and rendered resistant. The
relationship between resistance development and virulence properties was investigated mini
experimental animal model of Galleria mellonella (wax moth) was conducted to investigate
the in vivo virulence. No significant difference was found in virulence properties of resistant
mutants.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
°C Santigrat
ul Mikrolitre
ml Mililitre
ug/ml Mikrogram/Mililitre
L Litre
g Gram

Kisaltmalar  Aciklamalar

ATCC American Type Culture Collection

ATM Atmosferik Basing

CFU/mlI Colony Forming Unit (Koloni Olusturan Birim)/Mililitre
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

FDA Food and Drug Administration

FKS 1,3-beta-Glucan Synthase Proteini Regiilasyon Geni
MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SDA Sabouraud Dekstroz Agar

SDB Sabouraud Dekstroz Broth

SPSS Statistical Programe for the Social Sciences



1. GIRIS

Candida tiirlerine bagli gelisen invaziv fungal enfeksiyonlar 6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar arasinda morbidite ve mortalite nedenidir. Bu hastalarin tedavisinde
kullanilan antifungaller kritik 6neme sahiptir. Ancak, invaziv mantar hastaliklarini tedavi
etmek i¢in sadece birkag ilag sinifi mevcuttur ve bu problem antifungal direncinin ortaya
cikmasi ile daha da artmaktadir. Kandidoz tedavisinde ekinokandin grubu ilaglar tercih
edilmektedir. Ekinokandin simnifi antifungaller mantar hiicre duvarindaki B-1,3- glukan
sentaz enzimini hedef alarak etki etmektedirler. Ekinokandin sinifi antifungallere direng
gelisirken, glukan sentaz enzimini kodlayan FKS geni alt birimlerinin “hot spot”
bolgelerinde olusan FKS geni mutasyonlari, glukan sentaz enziminde aminoasit
degisiklikleri meydana getirmekte, bu da enzimin ilaca olan duyarliligini azaltmaktadir.
Ekinokandin direncini destekleyen klinik faktorler arasinda ampirik tedavi, profilaksi ve
intraabdominal enfeksiyonlar yer almaktadir [1]. Ekinokandin direnci ile bu kokenlerin
olusturdugu hastaliklarin patogenezi ve kokenlerin viriilans 6zellikleri arasindaki iliski

bilinmemektedir. Bu konuda yapilmis ¢alisma sayisi kisithdir.

Bu doktora tez caligmasinin amaci;

e Candida albicans, Candida parapsilosis ve Candida glabrata duyarli referans
kokenlerinin artan konsantrasyonlarda kaspofungin ile karsilagtirilastirilarak
kaspofungine direncli mutantlar haline getirilmesi,

e Kaspofungine maruz birakilarak diren¢ kazanan kokenlerin fenotipik ve genotipik
olarak incelenmesi,

e Kaspofungin maruziyetine bagl olarak diren¢ kazanan kokenlerinin in vitro ve in
vivo viriilans 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmast,

e Direng ile viriilans arasindaki iliskiyi arastirmaktir.






2. GENEL BILGILER

Taksonomik olarak Candida cinsi Ascomycetes i¢inde Saccharomycetales takiminda yer
almaktadir. Candida cinsi yaklasik 200 tiirden olusmaktadir [2]. Candida tiirleri deri ve

mukozalarda, gastrointestinal sistemde ve vajende normal flora iiyeleridir [3].

Candida tiirleri 4-6 um boyutunda, kii¢iik, ince duvarli, hareketsiz, 20-40°C'de ve pH 2-8
arasinda tireyebilen 6karyotik fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir. Hiicre duvarlari
hiicre zarini disardan saran ve 100-200 nm kalinliginda bir yapidir. Hiicre duvarini % 80-90
oraninda karbonhidrat, % 10-20 oraninda protein ve glikoprotein olusturmaktadir.
Galaktomannan, Kitin, glukan ve mannan polisakkaritleri hiicre duvari1 karbonhidratlarini

olusturmaktadir [4].

Eseysiz olarak tomurcuklanma (blastokonidyum) ve eseyli olarak askosporlar ile ¢ogalirlar.
Sabouraud dekstroz agar’da (SDA) 24-48 saat arasinda kirli beyaz veya krem renkli, opak,
diizgiin yiizeyli, 1-2 mm capinda, S tipi koloniler olusturur. Hiicre sitoplazmasinda, niikleus,
mitokondri, golgi aygiti, 80S ribozom, protein, yag, karbohidrat vezikiilleri ve olgun
hiicrelerde vakuoller bulunur. Hiicre membraninda otoenzimler, kitin sentaz gibi duvar
komponentlerinin sentezinde rol alan enzimler ile C.albicans’in morfogenezi igin gereken
sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz ve proteaz gibi enzimler bulunur.
Membran lipidlerinin % 20’si steroldiir. Bu sterollerin % 95°1 antifungal ilaglarin en 6nemli

hedefi olan ergosterol formundadir[5].

Maya hiicreleri ger¢cek veya yalanci hif olusturabilirler ve tomurcuklanarak c¢ogalirlar.
Tomurcuklanarak meydana gelen yavru hiicre, ana hiicrenin aynisidir. Ancak ana hiicreden
tomurcuklanan hiicre, bazen ana hiicreden ayrilmaz. Ayrilmayi basaramayan hiicre
tomurcuklar1 yalanci hif (psodohif) seklinde zincirler olustururlar. C. albicans, C.

dubliniensis gibi bazi tiirlerde gercek hif olusumu gézlemlenir [6].

Saglikli bireylerde Candida tiirleri gastrointestinal sistem, oral ve vajinal mikrobiyal florada
yer alan zararsiz iiyelerdir. Her ne kadar insan mikrobiyotasinin zararsiz tiirleri olsa da
degisen fizyolojik ve immiin yanit sonucunda konaklarda firsat¢i enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Candida tiirleri, yiizeysel mukozal lezyonlardan (pamukguk olarak da

adlandirlir), kronik, tekrarlayan, mukozal, deri ve tirnak enfeksiyonlarindan yasami tehdit



eden invaziv veya yayilmis enfeksiyonlara kadar farkli enfeksiyonlar olusturabilmektedir.
[7]. Kandidemi, kan dolasimi enfeksiyonlarmin %15°¢ varan oranlarda nedeni olarak
bilinmektedir. Ayrica Candida tiirleri sistemik fungal enfeksiyonlarin % 50-70 oraninda ana

etkeni olan olarak gosterilmektedir [8].

2.1. Candida Tiirlerinin Viriilans Ozellikleri

Firsatg1 patojen olan Candida tiirleri diinya ¢apinda 6nemli morbidite ve mortalite sebebi
olarak bilinmektedir. Bu nedenle halk sagligi agisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir [8].
Artan enfeksiyon riskine karst Candida tiirlerinin viriilans 6zelliklerinin anlasilmasi ve
arastirtlmasi giin gegtikce dnem kazanmaktadir. Candida tiirlerinin bilinen baslica viriilans
faktorleri, konak hiicreye adezyon, dimorfizm, hidrolitik enzimleri, fenotipik degisimleri,

biyofilm olusturma 6zellikleridir [9, 10].

2.1.1. Adezyon

Konak hiicresindeki kolonizasyonun ve enfeksiyonun ilk basamagi adezyondur (tutunma).
Baslangicta hiicre-hiicre etkilesimi van der Waals ve hidrofobik etkilesim araciligiyla olusur.
Adezyon igin hem Candida adezinleri hem de konak hiicre reseptorii gereklidir. Candida
adezinlerinden en iyi bilinenleri 8 iiyesi olan ALS (agglutinin-like sequence) protein
ailesidir. Alsl-4 germ tiip ve hif i¢in spesifik adezin kodlarken, Als5-7 ve Als9 maya
yiizeyinde bulunabilmektedir [11].

Hwplp (Hyphal Wall Protein 1) en ¢ok c¢alisilmis adezindir. Hwplp hif olusturmadan
sorumlu spesifik bir protein olarak bilinmektedir. Hwpl N- terminal bdlgesi epitel hiicre ile
iligkili transglutaminazlar i¢in substrat olarak hareket etmektedir. Boylece Hwpl’in N-
terminal bolgesinin glutaminaza gapraz baglanmasi ile Candida’nin konak epiteline

kovalent baglanmasi saglanmaktadir [12].

2.1.2. Dimorfizm

Maya ve hif formu arasindaki doniisiim dimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Hif olusumu
notral pH’da 37°Cde serum varhiginda meydana gelmektedir. Yalanci hif yapisi bazi
Candida tiirlerinde olusurken, C. albicans hem ger¢ek hem yalanci hif yapabilmektedir [13].



Patojeniteden maya ya da hif formunun hangisi sorumlu tam olarak bilinmemekle birlikte,
genel olarak hifal formlarinin daha invaziv ve derinde oldugu kabul edilmektedir [14]. Maya
formunun ise yayilmayr saglayan form oldugu ongorilmektedir. Hif olusumu ile ilgili
oldugu tespit edilen proteinler; agliitinin benzeri sekans proteini (Als3), hif duvar proteini
(Hwpl), salgisal aspartil proteinazlardan (Sap) Sap4, Sap5, Sap6 ve hif olusturan
proteinlerden Ecel ve Hyrl olarak bilinmektedir [15].

2.1.3. Fenotipik degisim

Candida albicans iginde bulundugu eckolojik nis c¢esitliligine ve c¢evresel sartlarin
degisikligine adapte olabilmek icin gesitli morfolojiler sergileyebilmektedir. Bugiin ortam
sartlarna bagh olarak “beyaz- gri- opak™ tglii fenotipik degisim sisteminin varligi
bilinmektedir. Beyaz hiicre tipi kat1 besiyerinde beyaz ve parlak koloniler olustururken,
mikroskopta hiicreler kiigiik ve yuvarlak goriinmektedir (Resim 2.1). Opak hiicre tipinde ise
daha diiz ve piirtizlii koloniler mevcutken, hiicreler mikroskopta genis ve uzamis profil
sergilemektedir. Beyaz ve opak hiicrelerin gen ifade profilleri, ireme yetenekleri ve viriilans
karakterleri farklilik gdstermektedir. Ornek olarak opak hiicreler kutandz enfeksiyonlardan
beyaz hiicreler kandideminden sorumludur [16, 17]. Gri hiicreler en fazla salgisal aspartil
proteinaz (SAP) aktivitesi sergilerken, kutandz enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Beyaz-
gri-opak ti¢lii fenotipik degisimin diizenlenmesinde iki anahtar tranksripsiyonel diizenleyici

Worl ve Efgl rol almaktardir [17].



Resim 2. 1. Candida albicans’in ii¢ ayr1 (beyaz-gri-opak) fenotipi [17]

2.1.4. Hidrolitik enzimler

Hidrolitik enzimler, konak hiicre membraninin tahrip olmasma, dagilmasmna neden
olmaktadir. Bu da membranda islev bozukluguna ve fiziksel bozulmaya yol acarlar.
Hidrolitik enzimler arasinda proteinazlar, lipaz, esteraz, koagiilaz, glukoamilaz varligi

Candida tiirlerinde gosterilmistir[9, 18].

Fosfolipazlar ve proteinazlar hidrolitik enzimler arasinda en Onemli olandir [18].
Fosfolipazlar, gliserofosfolipitlerdeki bir veya daha fazla ester bagini hidrolize etme
yetenegine sahip enzimlerden olusmaktadir. Fosfolipazlar substrat olarak fosfolipitleri hedef
almaktadir, ancak her bir fosfolipaz enzimi spesifik bir ester bagini parcalama yetenegi
gostermektedir [19]. Fosfolipaz enzimi, konak hiicreleri istila ederek, doku hasarina,
epitelyal hiicre zarlarini pargalayarak ve hiflerin sitoplazmaya girmesine izin vererek etki
etmektedir [20].

Fosfolipaz ve proteinaz enzimleri 6nemli viriilans faktorleri olarak kabul edilmektedir. Bu
enzimlerin ifadesindeki azalis ya da artisin bazi Candida tiirleride viriilansin degismesine

etki ettigi gosterilmistir. Ozellikle yogun bakim iinitesi hastalarinda kataterle iliskili



kandidemiden sorumlu bazi1 Candida tiirleri i¢in potansiyel viriilans faktorii olarak

bildirilmektedir [20, 21].

Proteinazlar konak membraninin tahrip edilmesi, dnemli yapisal ve immiinolojik savunma
proteinlerinin pargalanmasini saglayarak, dokuda Candida tiirlerinin invazyonunu ve
kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir [18]. Proteinazlar {izerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis
olanmi salgisal aspartil proteinazlardir (Sap). SAP lezyon bélgesindeki alblimin, keratin,
hemoglobin, kollajen, fibronektin, laktoferrin, hemen hemen tiim immiinglobiilinler,
kompleman, koagiilasyon prekiirsorleri gibi konak proteinlerini hidrolize etmektedir [15].
C. albicans’ta Sap enzimlerini kodlayan 10 farkli SAP geni tanimlanmistir. SAP 1-3 yiizeyel
enfeksiyon sirasinda ifade edilirken, SAP 4-6 ekspresyonu sistemik hastalik ile baglantil

bulunmustur. SAP 9-10 ise membrana bagli GPI proteinleri olarak bilinmektedir [22].

Candida tiirlerinde mevcut olup enfeksiyonun gelisimine katkida bulunan diger bir enzim
de lipaz enzimidir. C. albicans’a ait 10 adet lipaz enzimi tanimlanmistir. Bunlardan ilk
klonlanan lipaz geni LIP I olarak isimlendirilmistir. Lipaz enzimi monoagilgliserol,
diasgilgliserol ve triagilgliserollerin ester baglarini hidrolize etmektedir. C. tropicalis, C.

parapsilosis ve C. krusei’de tiirlerinde LI/P geni saptanmistir [15].

Hemolizinler, konak hemoglobinin icindeki demirin kullanilmasi agisindan oldukga
onemlidir. Konak eritrositlerinin yok olmasina ve sistemik kandidozda hifal invazyonu
kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla hemolizinler, patojenin konakta yasamasini sagladigi i¢in
Camdida’larin patogenezine katkida bulunan 6nemli bir viriilans faktér olarak kabul
edilmektedir [18].

2.1.5. Biyofilm (Slime) olusturma

Mikrobiyal biyofilmler, kati yiizeylere yapisan veya sivi-hava arayiizlerinde bulunan hiicre
topluluklar: olarak bilinmektedir. Biyofilmler, bir¢ok mikrobiyal tiir i¢in en yaygin biiyiime
durumu olarak kabul edilmektedir. Biyofilm igindeki hiicreler, serbest yiizen (planktonik)

hiicrelere gore antimikrobiyal ajanlara ya da fiziksel strese karsi daha direnglidir [23].

Biyofilm tabakasi amorf (sekilsiz) kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup % 27

proteinden ve % 40 karbonhidrattan olusmaktadir [24]. C. albicans biyofilmleri maya



formunda hiicreler, pseudohifal hiicreler, hifal hiicreler icermektedir. Bu yapinin iizerine
ekstraseliiler bir matriks ¢evrelemektedir [25]. Hiicreleri ¢evreleyen ekstraseliiler matriks
tirler arasinda icerdigi karbonhidrat ve protein miktarlar1 agisindan farklilik
gosterebilmektedir. Ornek olarak C. parapsilosis biyofilmi, C. glabrata ve C. tropicalis
tiirlerinin biyofilmi ile karsilastirildiginda daha bol miktarda karbohidrat ve protein igerdigi
gosterilmistir. Genel olarak biyofilm olusumu ve matriks kompozisyonunda pH ve oksijenin
etkisi bulunmaktadir. Ayrica tiirlerin de biyofilm olusturma yetenekleri farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin C. albicans ile C. dubliniensis’ in biyofilm olusturma
yetenekleri karsilastirildiginda, C. albicans’in C. dubliniensis’e gore daha yiiksek oranda
biyofilm olusturabildigi bildirilmistir [3, 26]. Biyofilm polimikrobiyal bir yapida
olabilmektedir. Ornek olarak sistemik enfeksiyonlarda, C. albicans’in Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus tiirleri Staphylococcus aureus tiirleriyle gelistigi gozlenirken,
vajinal enfeksiyonlarda ise Candida tiirleri ve Gardnerella vaginalis ile birlikte bulundugu
bildirilmistir [27].

Kandidalarin biyotik ve abiyotik yiizeyler iizerinde biyofilm (slime) olusturmasi enfeksiyon
patogenezinde viriilans faktorlerinden biri olarak gosterilmektedir. Candida biyofilm yapist
katater, kalp kapakgiklari, kalp pili, protezler, disler ve benzeri tibbi cihazlarin {izerinde
olusabildigi gibi mukazal yiizeyler, epitel hiicreler ve parankimal organlarda da
gortilebilmektedir [23]. Candida tiirleri enfekte olmus tibbi cihazlardan izole edilen baskin
mantarlar olarak bildirilmektedir ve hastane kaynakli sepsis etkenlerinin % 15'ini

olusturmaktadir [28].

Mikrobiyal biyofilmler, biyofilm i¢inde yer alan mikroorganizmalarin antimikrobiyallere
direng gelistirme yetenegini arttirmaktadir. Mukherjee ve arkadaslarinin yapmis olduklar
bir ¢calismada, diren¢ gelisim mekanizmasinin fazlara bagli oldugunu, biyofilm olusumunun
erken fazlarinda effluks pompalarinin ¢alismasi saglanirken, olgun ve ara fazlarda sterol

seviyelerindeki degisim ile direng gelisiminin oldugu saptanmustir [29, 30].

2.2. Epidemiyoloji

Candida cinsine ait tiirler insan normal floarasinin bir pargasi olarak bilinmektedir. Bugiine
kadar tanimlanmis Candida tiirlerinin sadece onda biri insanlarda enfeksiyon

yapabilmektedir. Candida tiirlerinin enfeksiyon spekturumu daha az ciddi olan mukozal ve



cilt enfeksiyonlarindan (pamukguk, kronik mukokiitanéz kandidoz, vulvovaginit vb.),
yasami tehdit eden kandidemi, peritonit, enfektif endokardit endovaskiiler katater

enfeksiyonlari, menenjit gibi enfeksiyonlara kadar uzanmaktadir [31].

Immiin sistemi baskilanmis hasta popiilasyonlarinin ve gesitli invaziv prosediirlere maruz
kalan hastalarin artmasi nedeniyle Candida tiirlerinin neden olduklar1 invaziv fungal
enfeksiyonlarin  insidansi yiikselmektedir [32]. Son zamanlarda ciddi Candida
enfeksiyonlar1 sadece immiin sistemi baskilanmis konaklarda degil, yogun bakim

tinitelerinde takip edilen hastalarda da goriilmektedir [33].

Son 20 yil iginde kandidemili hastalardan izole edilen Candida tiirlerinin farklilagtig
gortilmistiir. Candida albicans tiiriiniin izolasyon oraninin azaltigi, albicas disi Candida
tiirlerinin ise oraninin arttig1 gosterilmistir. Bu degisimin altinda ¢oklu nedenler yatarken en
onemli sebeplerin basinda flukonazol kullanimi ve venoz kataterlerin yayginligi gelmektedir
[34]. Ornek olarak Viscoli ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismada hemotolojik
kanseri olan hastalarda C. albicans oran1 % 36’ya diiserken, bu hastalarda C. tropicalis ‘in
% 14, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. krusei’nin %13 oraninda oldugu bildirilmistir [35].
Ispanya’da yapilan bir ¢alismada izole edilen Candida tiirlerinin %49’un C. albicans
% 10,7’in C. tropicalis, % 20,7’inin C. parapsilosis, % 13,6’nin C. glabrata ve C. krusei’nin
% 2,1 oldugu bildirilmistir [36]. Tiirkiye’de 83 kandidemili hastada yapilan bir ¢aligmada
% 45,8’in C. albicans % 24,1’in C. tropicalis, % 14,5’inin C. parapsilosis, % 4,8’inin

C. glabrata oldugu gosterilmistir [37].

Mantar enfeksiyonlarmin saglik hizmetleri ve ekonomik harcamalar iizerindeki etkisi
biiyiiktiir. Sistemik mantar enfeksiyonlarina atfedilebilen maliyetler yiiksektir. [38]. Bu
nedenle mantar enfeksiyonlarmin basinda gelen Candida enfeksiyonlarinin kontrolii ve

tedavisi i¢in alinacak tedbirler 6nemlidir.

2.3. Klinik Bakimdan Onemi Olan Candida Tiirleri

Candida tiirleri firsat¢1 patojenlerin yaygin olanidir. Yapilan ¢aligmalarda invaziv
kandidozdan her yil diinya ¢apinda 250 000°den fazla kisi etkilenmektedir ve bunlardan
50 000°ni dlmektedir. Popiilasyon bazli ¢calismalarda kandideminin insidans oranlarinin her

100 000 kiside 2 ile 14 arasinda oldugu bildirilmistir [39]. Candida tiirleri en sik rastlanan
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nozokomiyal kan dolasim enfeksiyonu etkenleri arasinda dordiincii sirada yer almaktadir.
Avrupa’da Candida tiirleri her 100 000 kiside 1,9-4,8 oraninda enfeksiyona neden oldugu

icin, en sik izole edilen ilk 10 nozokomiyal patojen arasinda yer almaktadir [40].

Candida tiirlerinin gastrointestinal mukozada kolonizasyon olusturdugu ve kan dolasimina
gastrointestinal sistemden translokasyon veya kontamine vaskiiler katater aracilifiyla
ulastig1, karaciger, dalak, bobrekler, beyin ve kalp gibi hedef organlar: istila etmek iizere

damar disina ¢iktig1 bilinmektedir. [6].

Candida tiirlerinin dagilimi gegtigimiz 10 yil i¢inde degismistir. Daha 6nce C. albicans
baskin patojen olarak bilinirken, gilinlimiizde pekcok calismada izole edilen izolatlarin
sadece yarisini olusturmaktadir. C. glabrata Kuzey Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada gibi iilkelerde bildirilirlerken, C. parapsilosis ile ise Asya’da, Giliney Amerika’da
ve giiney Avrupa’da daha ¢ok karsilasiimaktadir. C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. kefyr ve
C. guilliermondii gibi diger tiirler klinik ortamlarda daha az siklikta gériilmektedir [39]. C.
auris ise ilk olarak 2009 yilinda Japonya’da bir hastadan izole edilmistir [41]. 2016 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde ve Ingiltere’de enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir.

Sonrasinda ise pekgok iilkede de C. auris enfeksiyonlari gosterilmistir [42].

2.3.1. Candida albicans

Candida albicans Candida cinsi i¢inde en ¢ok calisilan tiirdiir. C. albicans genomunun dizi
analizi yapildiginda, bu tiirin 8 kromozomu ve yaklagik on bin gene sahip oldugu
bildirilmistir [43].

C. albicans pleomorfiktir. Bir maya hiicresinden ¢ikan parmaksi uzantilar olan germ tiipler,
gercek bir hif baslangici olarak kabul edilmektedir (Resim 2.2.) [44]. Tomurcuklanan bir
maya hiicresi lizerinde uzamis ve birbirine yapisik maya hiicrelerinin olusturdugu yalanci
hif (pseudohif) ya da uc uca biiyliyen yapilar seklinde uzayarak gercek hifler
goriilebilmektedir [45].
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~ 10um

Resim 2. 2. Germ tiip goriintiisii

C. albicans konakta mide, vajen, oral mukoza ve deride bulunabilir. Gastrointestinal
sistemde agirlikli olarak mantarlardan maya formunu kolonize oldugu bilinmektedir. Konak
mikroflorasi heterojen karbon kaynagi dagilimina, farkli pH ve CO:2 seviyelerine ve besin
cesitliligine sahiptir. C. albicans ise bu ¢esitli ortam sartlarina ¢ok basaril bir sekilde adapte
olabilen bir tiirdiir. Candida tiirii metabolik esnekligi nedeniyle hiicresel proteom ve
sekretomdaki degisikliklere de katkida bulunur. Boylece hifal degisim, beyaz opak koloni
rengi degisikligi, biyofilm olusumu, adezyon ve hiicre duvar tamirinin yapilabilmesi gibi

ozellikleri ortaya ¢ikmaktadir [45, 46].

C. albicans klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiir olup, mukozaya ait kdkenlerin % 90-
100’nii ve kan dolasim enfeksiyonlariin % 50-70’ini olusturmaktadir. C. albicans kolonileri
SDA’da beyaz-krem renginde, S veya R tipi koloniler olusturur. Konakta kolonize iken
maya fazinda iken invazyon igin yalanci hif yaparlar. Maya-hif doniisiimii gostermesi ve
hidrolitik enzimleri nedeniyle Candida tiirleri arasinda viriilansi en yiiksek tiirdiir (Cizelge
2.1). Serumda ¢imlenme borusu (germ tiip) olusturmasi ve misir unlu agarda klamidospor
olusumu C. albicans "in karakteristik 6zelligi olup tiir tanim1 yapilmasinda kullanilmaktadir

[47]. C. albicans, Candida dubliniensis ve Candida africana germ tiip pozitiftir [48].
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Cizelge 2.1. C.albicans’n viriilans 6zellikleri [49, 50]

Viriilans Faktorii Viriilans Ozelligi
Hif olusumu Epitel penetrasyonu saglar
Biyofilm olusumu Plastik ylizeyler gibi intravendz katater ylizeylerine tutunmay1

kuvvetlendirir

Als hiicre duvar Konak protein/ylizeyi tutunmayi ve biyofilm olusmasini

proteini giiclendirir

Hwpl1 (Hifal hiicre Epitele tutunma ve biyofilm olusumu

duvar proteini)

Salgisal aspartil Adezyon/penetrasyon ve konak hiicre pargalanmasina yardim

proteinaz eder

Lipaz izoenzimi Adezyon/penetrasyon ve konak hiicre parcalanmasina yardim
eder

Plbl (Fosfolipaz B) Adezyon/penetrasyon ve konak hiicre pargalanmasina yardim
eder

Katalaz Konak antimikrobiyal reaktif oksijen tiirevlerini inaktive eder

Sod4, Sod5 Oksidatif strese cevap vermesini saglar

(Superoksit dismutaz)

Fenotipik degisim Beyaz ve opak fenotip derin doku ve deri i¢in degisik viriilans
sergiler

C. albicans disinda kalan diger Candida tiirleri non-albicans Candida tiirleri olarak
tamimlanmaktadir. C. albicans tiirleri ile albicans dis1 Candida tiirleri karsilastirildiklar
zaman C. albicans daha yiiksek viriilans sergilemektedir. C. albicans yukarida bahsedilen
tim viriilans faktorlerini gosterirken, albicans dist Candida tiirleri bu viriilans

ozelliklerinden bazilarina sahiptir.
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2.3.2. Candida tropicalis

Candida tropicalis albicans dis1 Candida tiirleri i¢inde en sik izole edilen iig tiirden biridir.
Ayrica C. tropicalis kan ve idrar kiiltiirlerinde izole edilen albicans dis1 Candida tiirleri
icinde ti¢iincii en sik izole edilen tiirdiir [51]. C. tropicalis SDA’da; beyaz-krem renginde,
yiizeyi diiz veya piirtiiklii S tipi koloniler yapmaktadir (Resim 2.3.). Misir unlu-tween 80
agarda 25°C’de, 72 saat inkiibasyon sonrasi; yalanci hifler boyunca lokalize oval
blastosporlar yapmaktadir. C. tropicalis siikrozu asimile edebilmektedir. Bu ozelligi ile
stikrozu asimile edemeyen Candida parapsilosis tiiriinden ayrilmaktadir [52]. Siklikla
paronisi, otitis eksterna, endoftalmit, artrit, endokardit ve peritonite neden olabilmektedir
[47]

C. globrata C. parapsilosis C. tropicals
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Mikroskopik yapilari (a) Candida glabrata; (b) Candida parapsilosis; (¢) Candida tropicalis;
Makroskopik kolonileri: (d) C. glabrata; (e) C. parapsilosis; (f) C. tropicalis.

Resim 2.3. Cornmeal Tween 80 Besiyerinde Candida glabrata, Candida parapsilosis ve
Candida tropicalis’in makroskopik olarak kolonilerinin gorlntiisii ve
mikroskobik yapilari [51]
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2.2.3. Candida parapsilosis

Candida parapsilosis hiicreleri oval, yuvarlak ve silindirik sekildedir. C. parapsilosis
kolonileri Sabouraud dextrose agar lizerinde beyaz, kremsi, parlak diizgiin ya da burusuk
seklinde morfoloji sergilemektedir (Resim 2.3.). Coklu morfogenetik formlar1 olan C.
albicans ve C. troplicalis’den farkli olarak C. parapsilosis kokenleri gergek hif
olusturamamaktadir (Resim 2.3.). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda C. parapsilosis’in
yalanci hif olusumunun sitrulin basta olmak iizere 6zel bir amino asit setine bagli oldugu
gosterilmistir [53]. Misir unu agar besiyerinde 72 saat inkiibe edildikten sonra, “dev

hiicrelere” benzetilen ve diizenli olarak dallanan yalanci hifler olusturmaktadir [51].

C. parapsilosis tiirii 2005 oncesinde I, II ve IIT olmak tiizere {i¢ gruba ayrilmaktaydi; ancak
yapilan ilerlemis genetik ¢alismalar sayesinde birbirlerine ¢ok yakin olan C. parapsilosis,
Candida metapsilosis ve Candida orthopsilosis olmak {izere ii¢ ayr1 tiir tantmlanmislardir.
Buna ragmen C. parapsilosis bu tiirler arasinda en Onemli hastalik etkeni olarak
bilinmektedir. Son on yil igcinde C. parapsilosis enfeksiyonlarinda dramatik bir artis
goriilmektedir [53]. Gatsrointestinal sistem, sistemik ve genitoliriner sistem
enfeksiyonlarindan daha sik izole edilmektedir. Son yillarda hastane kokenli patojenler

arasinda yer almaya baglamistir [6]

2.3.4. Candida glabrata

Candida glabrata ger¢ek ya da yalanci hif olusumu gostermeyen, 1-4 pm biiyikligiinde
hiicrelere sahip (cizelge 2.2), SDA iizerinde kiigiik, krem rengi ve diizgiin koloniler yapan
Candida tiirlerinden biridir. Glukoz ve trehalozu asimile edebilmektedir. Diploid genoma
sahip olan diger Candida tiirlerinden ve C. albicans’tan farkli olarak haploid genoma
sahiptir. C. glabrata kokenleri agiz, 6zafagus, barsak ve vajen mukoza yiizeyinde

kommensal olarak bulunmaktadir [54].
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Cizelge 2.2. C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata tiirlerinin morfolojik
karakterleri [51]

Germ Tiip Hif/Pseudohyphae Mantar boyutu
Olusumu (nm)

C. albicans + +/+ 4-6 X 6-10

C. tropicalis - + /+ 4-8 X 5-11

C. parapsilosis - -+ 2,5-4 X 2,5-9

C. glabrata - -/- 1-4

C. glabrata ABD ve Kuzey Avrupa’da kandidemide non-albicans Candida tiirleri arasinda
en sik rastlanan ikinci tiirdiir. C. glabrata’nin oranindaki bu artigin nedeni tam olarak
anlasilamamistir. Ancak azollere kars1 direng gelistirebilmelerinin bu artista rolii vardir [55].
Ayrica cansiz yiizeyler tizerinde C. glabrata 5 aydan daha uzun siire hayatta kalabilirken, C.
albicans 4 ay yasabilmektedir. C. parapsilosis hiicreleri ise cansiz yiizeyler lizerinde 2 hafta

sonra dlmektedir [54].

C. glabrata immiin sistemden bir kagma stratejisi olarak, makrofaj iginde
saklanabilmektedir. Makrofaj i¢inde sag kalabilmesi, i¢inde bulundugu fagozomu modifiye
ederek, ROS iiretimini baskilayarak ve minimal proinflamatuvar cevabin gelismesini
engelleyerek gergeklesmektedir. Boylece fagolizozomun toksik sartlarindan korunmaktadir
[48].

2.3.5. Candida dubliniensis

Candida dubliniensis germ tiip olusturabilme ve klamidopsor olusturabilme 6zelligi ile C.
albicans’a benzemektedir. C. dubliniensis 45°C’de tireyememesi, 3-glukosidazaktivitesinin
olmamasi, kromojenik besiyerinde koyu yesil koloniler olusturmasi ile C. albicans tiiriinden
ayrilmaktadir [56]. C. dubliniensis ilk olarak Irlanda’da HIV pozitif hastalarin agiz
bosluklarindan izole edilmistir. Daha sonra yapilan epidemiyoloji c¢alismalarinda

C. dubliniensis’in immiinsuprese kisilerde enfeksiyon etkeni oldugu bildirilmistir [57].
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C. dubliniensis genomu da C. albicans genomuna ¢ok benzerdir. Ancak patogenetik agidan
bakildiginda her ikisi de farklidir. C. albicans’in C. dubliniensis’e gore daha yiiksek
patojeniteye sahip olmasinin nedeni, C. dubliniensis de epitel adezyonunda yer alan Als3

proteinini kodlayan ALS geninin bulunmayisidir [48].

2.3.6. Candida kefyr

Candida kefyr besiyerinde beyaz-krem rengi, S tipi koloniler yaparlar. 25°C’de 3 giinliik
inkiibasyon sonucunda olusan koloniler diger tiirlere gore daha kiiciik koloni
morfolojisindedir. Misir unu agarda yalanci hifler ve bunun etrafinda uzun, paralel dizilimli
blastokonidyumlar bulunur [58]. C. kefyr insanlarda normal flora i¢inde bulunurken,
bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikabilmektedir.

Albicans dis1 Candida tiirler i¢ceinde yer alan ve daha nadir karsilagilan bir tiirdiir [59].

2.3.7. Candida krusei

Candida krusei Candida tiirleri arasinda az goriilen bir tiirdiir. C. krusei’ nin flukonazole
dogal direngli olmasi nedeniyle mortalite yiiksektir (% 30 - % 60) [60]. Yogun bakim
tinitelerinde amprik antifungal tedavi uygulamalarina bagli olarak flukonazole direngli C.

krusei kokenlerinin geligebildigi bilinmektedir [61].

2.3.8. Candida guilliermondii

Candida guilliermondii (teleomorph Meyerozyma guilliermondii) dogada oldukg¢a yaygin
bulununan bir mayadir [62]. Non- albicans Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar
artig gosterse de, C. guilliermondii tim Candida tiirlerinin yapmis oldugu enfeksiyonlar
arasinda sadece % 1’°lik kismi1 olusturmaktadir [63]. Baz1 ¢aligmalarda hemotolojik kanseri
olan hastalarda daha sik enfeksiyonlara sebep olabildikleri bildirilmistir [64]. Yapilan

caligmalarda flukonazole olan duyarliliklarinin azaldig1 gosterilmistir [65].
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2.3.9. Candida lusitaniae

Candida lusitaniae (teleomorph, Clavispora lusitaniae) kanser hastalarinda ya da diger ciddi
eslik eden durumlarin varliginda fungemiye neden olmaktadir. C. lusitaniae tiirlerinde
amfoterisin B direci gelisebilmektedir. Ayrica Candida tiirleri arasinda C. lusitaniae,
amfoterisin B’ye duyarli ya da direngli olmasina bagli olarak ¢ok yiiksek oranda fenotipik

degisim gegirebilen, benzersiz bir tiirdiir [66].

2.3.10. Candida auris

Candida auris ilk olarak 2009 yilinda Japonya’da bir hastanin dis kulak akintisindan izole
edilmistir. Ardindan Giiney Kore ve Hintistan’da amfoterisin B ve flukonazol tedavisine
ragmen direngli kan dolasimi enfeksiyonlar1 bildirilmistir. Atfedilebilir mortalite
bilinmemekle birlikte, C. auris enfeksiyonu olan hastalarin % 30-60"1 Slmiistiir [67].
Vorikonazole direng degisken olmakla birlikte, tedavisinde posakanazol, itrakonazol ve
isavukonazol daha etkilidir [68]. Pek ¢ok izolat ekinokandinlere duyarli ise de, C. albicans’a

gdre minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri (MIK) daha yiiksektir [42].

2.4. Candida Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antifungaller

Candida enfeksiyonlarinda hizli ve etkili tedavi ihtiyaci her gecen giin artis gdstermektedir.
Antifungallerin uygulama alanina girmesi 1950’11 yillarda baslamis, ancak sayica artiglari,
enfeksiyon hiz1 ile aym paralelligi gdstermemistir. Okaryotik dzellikteki mantarlar, ayni
ozelligi tasiyan memeli konakta hastalik olusturmalar1 nedeni ile, tedavi edici maddelerin
biyokimyasal ve fizyolojik farkliliklara bagli olarak tiretimleri son 10-15 yila kadar sinirl

kalmustir [69].

Giintimiizde mikoz tedavisinde kullanilan sistemik ve topikal alti antifungal grubu
bulunmaktadir. Her antifungal grubunun etki mekanizmasi farkli temellere dayanmaktadir

(Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Kullanimda olan sistematik ve topikal antifungal ilaglar [6].

Antifungalin

ismi

Uygulama Yolu

Etki Mekanizmasi

Spektrum Ozelligi

Alilaminler
Naftifin
Terbinafin
Antimetabolit
Flusitozin

Azoller
imidazoller

Ketokonazol
Bifonazol Ekonozol
Mikonazol
Oksikonazol
Sulkonazol

Triazoller

Flukonazol
Itrakonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Ravukonazol

Ekinokandinler

Kaspofungin,
Anidulafungin
Mikafungin

Poliyenler
Amfoterisin B

Nistatin

Topikal
Oral, Topikal

Oral

Oral, topikal

Oral, Intravenoz
(V)

IV, topikal

Oral siispansiyon,
topikal

Skualen epoksidaz
inhibisyonu

DNA ve RNA
sentezinin
inhibisyonu

Sitokrom P-450
bagimh
enzimlerden
lanosterol 140~
demetilazi inhibe
eder.

Imidazoller ile ayn1
ancak hedefe daha
spesifik baglanirlar.

Mantar
hiicrelerinin
duvarindaki glukan
sentezinin
inhibisyonu

Ergosterole
baglanir. Direkt
oksidatif membran
hasar1 olusturur.

Membran hasari
olusturur

Terbinafin ¢ok genis
spekturuma sahiptir.

Amfoterisin B ve
flukonazolle kombine
kullanilir.

Ketokonazoliin orta
seviyede genis etki
spekturumu vardir.

Spekturumlart genistir,
ancak bazi maya
tiirlerinde primer ve
sekonder direng
goriilmektedir.

Kaspofungin invaziv

kandidoz ve aspergilloz

tedavisinde
kullanilmaktadir.

Genis spekturumludur.

Genis spekturumludur.
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2.4.1. Alilamin sinifi antifungaller

Alilamin smifi anrifungaller sistemik etkili olan terbinafin ve topikal etkili olan naftifinden
olusmaktadir. Bu ilaglar skualen epoksidaz enzimini inhibe etmektedir. Inhibisyon
sonucunda mantar hiicre membraninda ergosterolde azalmaya ve skualende artisa sebep
olmaktadir. Terbinafin genis etki spekturumuna sahip lipofilik 6zellikte bir antifungal olarak
bilinmektedir. Dermatofitler, Malassezia furfur, Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans,
Trichosporon tiirleri ve Aspergillus tiirleri tizerine etki gostermektedir. Yagl dokularda, sag,

deri, ve tirnak gibi dokularda yiiksek konsantrasyonra ulasabilmektedir [6, 70].

2.4.2. Antimetabolit sinifi antifungaller

Flusitozin (5-florositozin, 5-FC) bir antimetabolit olarak islev gorev tek antifungal olarak
bilinmektedir. Mantar hiicresindeki RNA, DNA ve protein sentezini engelleyerek etki
gosteren flusitozin, florlanmis bir primidin analogu olarak gorev yapan bir antifungaldir.
Flusitozin, sitozin permeaz enzimi aracilifiyla mantar hiicresine girmektedir. Ardindan
sitoplazmada deaminasyonla 5-florourasile (5-FU) dénmektedir. 5-FU daha sonra 5-
florotiridilik aside doniistiiriilmektedir. 5-floroiiridilik aside doniis sonrasinda RNA sentezi
sirasinda urasille yarigsa girmekte ve RNA’nin yanhs kodlanmasini saglayarak protein
sentezini inhibe etmektedir [71]. Kiif mantarlarina etkisi ¢ok sinirli olmakla birlikte, maya
mantarlarina da tek basma kullanildiginda direng gelisimi siklikla gozlenmektedir. Bu

nedenle tedavide amfotersin B ile birlikte kullanim1 6nerilmektedir [70].

2.4.3. Azol sinif1 antifungaller

Azoller triazol ve imidazol olmak iizere iki gruptan olusmaktadir. Imidazollerin kullanimi
yiizeyel mantar enfeksiyonlari ile sinirli iken, triazoller hem yiizeyel hem de invaziv mantar
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Azoller, Sitokrom p450’ye bagimli C-14a
lanosterol demetilaz enzimini inhibe ederek, mantar plazma zarmin 6énemli bir bileseni olan
ergosteroliin sentezini bozarlar. Klinik kullanimdaki azoller, azol halkasinda iki ya da {i¢
nitrojen bulunmasina gore triazoller (6r. flukonazol, vorikonazol, itrakonazol) ve imidazoller
(or. ketokonazol, klotrimazol, mikonazol) olarak gruplandiriimaktadir [6]. Azol sinifi

antifungallerden, flukonazol bir¢ok Candida tiiriine ve Cryptococcus neoformans’a
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etkiliyken Candida krusei dogal direng gostermektedir. C.glabrata kokenleri ise flukonazole

doza bagli duyarlilik gdsterir [70].

Vorikonazol genis spekturumlu, oral, ve intravendz olarak kullanilan ikinci kusak azol grubu
antifungaldir. Candida tiirleri, , Trcihosporon tiirleri, Fusarium tiirleri, Aspergillus tiirleri,
ve dermatofitler iizerine etki gdstermektedir. Azol grubu antifungaller arasinda ¢apraz direng
goriilebilmektedir. Dolayisiyla flukonazole direngli Candida kokenleri benzer olarak

ketokonazole, vorikonazole ve itrakonazole de direng gelistirebilirler [70, 71].

Itrakonazol lipofilik bir triazol grubu antifungaldir. 1992 yilinda FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmistir [72]. Candida tiirleri, C. neoformans,
dermatofitler, Aspergillus tiirleri, Sporothrix schenckii ve endemik dimorfik patojen
mantarlara kadar uzanan genis spekturumlu antifungal aktivite gdstermistir. Itrakonazoliin
flukonazole direngli Candida glabrata ve Candida krusei iizerinde etkili olabildigi
saptanmistir. Beyin omurilik sivisina (BOS) gegisleri olduk¢a zayif olmasina ragmen,
lipofilik yapida olmalarindan dolay1 piiriilan eksudalara ve yag dokusunda yiiksek

konsantrasyonlara ulasabilmektedirler [6].
2.4.3. Ekinokandin sinifi antifungaller

Ekinokandin smifi antifungaller diger antifungal kokenlerine gore daha yeni, segici ve
semisentetik bir antifungal grubudur. Ekinokandin sinifi antifungaller kaspofungin,
mikafungin ve anidulafunginden olusmaktadir. Kaspofungin 2001°de FDA’den onay
alirken, mikafungin 2005 ve en son anidulafungin 2006 yilinda EMEA’dan (European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products) onay almistir [72]. Ekinokandin sinifi
antifungaller mantar hiicre duvarmin yapisinda bulunan 1,3 B-D-glukan sentaz enzimini
inhibe etmektedir. Boylece mantar hiicresinin duvar yapisi bozulmaktadir. Bu bozulmaya
bagli olarak da hiicre 6limii ger¢eklesmektedir. Memeli hiicreleri 1,3 B-D-glukan ihtiva
etmediginden ekinokandinler segici toksik etki gostermektedir. Glukan sentezini diizenleyen
enzim kompleksinin inhibisyonu, Candida tiirlerinde fungisidal etki olusturuken,
Aspergillus tiirlerinde ise fungistatik etki olusturmaktadir [73]. Ekinokandin sinifi
antifungaller Candida ve Aspergillus tiirlerine etkili iken, hiicre duvari bulundurmayan
Fusarium tiirleri, Trichosporon tiirleri, diger hiyalen kiifler, C. neoformans ve Zygomycetes

smifindaki mantarlara etki gostermemektedir [6].
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Kaspofungin yiiksek oranda organ ve dokulara dagilabilmektedir. invaziv kandidoz ve
aspergilloz tedavisinde kullanilmaktadir. Son donemlerde azol sinifi antifungallere maruz
kalmaya bagli olarak C. krusei ve C. glabrata enfeksiyonlar1 agisindan yiiksek risk olusturan
hastalarda tercih edilmektedir [74]. Kaspofungin ekinokandin sinifi antifungaller iginde en

yaygin olarak kullanilan antifungaldir.

Diger ekinokandin simnifi antifungaller arasinda yer alan anidulafungin ve mikafungin de
benzer etkinlige sahip yeni ajanlardir. Anidulafungin kullanim onay1 erigkinlerin invaziv
kandidoz ve 6zafagusun Candida infeksiyonlart ile sinirlanmistir. Anidulafungin flukonazol
ile karsilastirildiginda, invaziv kandidoz olgularinda basari orani1 daha yiiksek bulunmustur.
Mikafunginin % 99.5°1 proteine (6zellikle alblimin) baglanmaktadir ve ¢ok az oranda
metabolik degisime ugramaktadir. Mikafungin eriskinlerde immiin sistemi baskilanmis
hastalarin invaziv mantar infeksiyonlarinin tedavisinde etkilibulunmustur. Bununla birlikte

mikafungin heniiz FDA tarafindan ¢ocuk yas grubunda onay alamamustir [70].

2.4.4. Poliyen sinifi antifungaller

Poliyen sinifi antifungalerin hedefinde hiicre membranindaki ergosterol yer almaktadir.

Amfoterisin B ve nistatin bu grubun iki tiyesidir.

Amfoterisin B bilinen en eski ve genis spektrumlu antifungaldir. 50 yi1ldan daha uzun siiredir
kullanilmaktadir. {lk defa bir toprak Actinomycete’nin dogal iiriinii olarak izole edilmistir.
Mantar hiicre zarindaki sterol olan ergosterolii hedef almaktadir. Ergosterole baglanan
amfoterisin B iyon kanallar1 olusmakta ve depolarizasyon meydana gelmektedir. Boylece
hiicre membranindaki ozmotik biitlinliik hasara ugrar, hiicre icerigi disart sizar ve 6lim
olugur. Amfoterisin B’nin yarilanma 6mrii 15 saattir. Etki spektrumuna Candida kokenleri,
C. neoformans, Aspergillus tiirleri, zigomigetler ve endemik dimorfik patojenler girmektedir
[75].

Poliyen sinifi baska bir antifungal olan nistatin ise Candida tiirleri ve Aspergillus tiirleri
tizerinde etkilidir. Sollisyon hali memeli hiicreleri lizerinde toksik etki gdstermektedir.
Cozliinme durumu ve toksitite sistemik mikoz enfeksiyonlarinda intravendz olarak

kullanimin1 engellemektedir. Son ddnemlerde ¢ikan lipomozal nistatin formiilasyonu
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toksiteyi azaltmak icin gelistirilmistir. Her ne kadar lipozomal formu daha az toksik olsa da,

inflizyon ile iligkili toksisite halen ilacin kullanimi ile ilgili sikintilara sebep olmaktadir [71].
2.5. Antifungal Diren¢ Mekanizmasi

Mantarlarin tedavide kullanilan antifungallere kars1 direng gelistirme yetenekleri mevcuttur.
Antifungal ilaclarin sik ve profilaktik kullanimi antifungallere direng gelismesine yol
acmaktadir [76]. Antifungal ilaglara karsi olusan dogal (primer) ve kazanilmis (sekonder)
direng olmak tizere iki farkli direng ¢esidi bulunmaktadir. Dogal direng, bir cins ya da tiirlin
daha once o ilag ile karsilamasinin etkisi olmaksizin o ilaca direngli olusuyken, kazanilmis
diren¢ mantarin antifungal ila¢ ile tedavi sonucunda veya bir bagka yolla karsilagmasi
sonucunda susun direngli hale gegmesidir [15]. Ornegin C. lusitaniae ve C. guilliermondii
kokenlerinde amfoterisin B’ye dogal direng saptanirken, C. glabrata kokenlerinin

flukonazol ile karsilamasi sonucunda direng kazanan kokenleri bildirilmektedir [77, 78].

Ozellikle Candida enfeksiyonlaria kars1 azol smifi antifungallerin, dzellikle flukonazoliin,
kullanimina bagli olarak artan diren¢ problemi antifungal yonetiminin dnemine dikkat
cekmektedir (Cizelge 2.4.). Edinilmis azol direnci, AIDS’li, orofararingeal veya mukozal

kandidozlu hastalarda ve invaziv enfeksiyonlarda tanimlanmuistir.
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Cizelge 2.4. Candida tiirlerinin antifungallere kars1 duyarlilik ve direnglilik durumlari [79]

Tiiriin Adx Amfoterisin Ekinokandin Flukonazol

B
C. albicans S* S S
C.albicans ile yakindan
C. dubliniensi s s S iligkilidir. Flukonazol
. dubliniensis
direncini kolayca
gelisebilir
Azol tedavisi sirasinda
C. glabrata S S I* effluks pompalari sik sik
indiiklenebilir.
C. krusei S S R*
Ekinokandin MiK’in
likselmesinden
C. parapsilosis S S/l S i
sorumlu FKS1 hot spot
mutasyonu sorumludur
C. tropicalis S S S

S: Duyarh, I: Orta Seviyede Direncli, R: Direncli

Her antifungal ilacin etki mekanizmasi farkli oldugu i¢in, gelisen diren¢ mekanizmalar1 da
farklilik gostermektedir. Ornegin, Candida tiirlerinin azol smifi antifungallere direng
gelistirmede baglica dort temel mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar ilag konsantrasyonunun
disa atim pompalar1 (effluks sistemi) ya da ila¢ penatrasyonunun azaltilmasi, hedef bolgenin
modifikasyonu, hedef enzimin diizenlenmesi ve baypas yollarinin gelistirilmesi seklindedir.
Ancak Candida tiirlerinin ekinokandinlere diren¢ ise FKS genlerinde meydana gelen

mutasyon ile ger¢ceklesmektedir [80].
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Azoller, lanosterol 14 o-demetilaz enziminin inhibisyonu yoluyla mantar hiicre zarlarinin
temel bir bileseni olan ergosterol sentezini bozmaktadir. Bu hedef protein ERG11 geni
tarafindan kodlanmaktadir. ERG11’de meydana gelen nokta mutasyonlar hedef
degisikligine yol acarak ilaca olan afiniteyi azaltmaktadir [81]. Edinilmis azol direncinin
diger bir mekanizmast da ¢oklu ila¢ tasiyicilarinin ifade edilmesidir. ATP-baglayict kaset
(ABC) tastyicilart Cdrl ve Cdr2 'nin yani sira baglica diga atim pompasit Mdrl'in hepsi,
bir¢ok Candida tiiriiniin azol direnci ile iligkili bulunmustur. CDR genlerinin asir1 galigsmasi

¢oklu azol direncine yol agmaktadir [76, 81]

Poliyen sinifi antifungallerden Amfoterisin B’ye direng, hiicre zarindaki sterollerin degisimi
veya ergosterol miktarinin diismesi nedeniyle amfoterisin B’nin baglanmasinda bir azalma
sonucu olugmaktadir [6]. Ergosterol olusum yolaginda ERG2, ERG3, ERG5 ve ERG11
genlerinde meydana gelen mutasyonlarinin Candida albicans izolatlarinda amfoterisin B’ye
duyarliligr disirdigi bildirilmistir [82]. Amfoterisin B’ye intrensek direng bazi C.
lusitaniae suslarinda gozlenirken, sekonder direng C. albicans, C. tropicalis ve C.

parapsilosis suslarinda bildirilmistir [69].

Antimetabolit sinifi antifungallerden flusitozine direng ilag aliminin azalmasina (permeaz
aktivitesinin kayb1) veya flusitozini 5-FU ve 5-floroiiridilik aside (FUMP) dontistiirmek icin
gerekli olan enzimatik aktivitenin kaybina bagli olarak gelismektedir [82]

Bakteriler ile karsilastirildiklarinda mantarlarin antimikrobiyal ilaglara karsi daha yavas
diren¢ gelistirdikleri bilinmektedir. Antifungal diren¢ genleri plazmid, faj ya da

transpozonlar araciliiyla hiicreler arasinda aktarilmamaktadir [83].

2.5.1. Ekinokandin sinifi antifungallerin diren¢ mekanizmasi

Ekinokandin sinifi antifungaller hiicre duvarinin olusumunda gorev alan glukani sentezleyen
1,3 B-D-glukan sentaz enzimini hedef almaktadir. Bu enzim FKS gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir. Candida tiirlerindeki ekinokandin direnci iki korunmus “hot spot” bolge
olan FKS1 ve C. glabrata’da paralogu olan FKS2’de olusan nokta mutasyonlar sonucunda
ilacin 1,3 f-D-glukan sentaz enzimine baglanma egilimi ve enzim hizi diiser [84]. Buna bagli
olarak ilaca direng gelisir. C.paraspilosis tiirleri FKS genleri i¢inde dogal olarak meydana

gelen mutasyonlar barindirabilmektedirler. Sonucunda C.parapsilosis kokenlerinde
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ekinokandinlerin in vitro potansiyelleri azalmaktadir [85, 86]. Candida tiirlerinde meydana
gelen FKS mutasyonlari tiir bazinda farkli pozisyonlarda meydana gelebilmektedir (Resim
2.4)[87].

Ozellikle C. glabrata gectigimiz son 10 yil iginde ekinokandin direnci 6nem kazanmustir.
Pek ¢ok olguda diren¢ 3-4 haftalik kisa siireli tedavi sonrasinda ortaya ¢ikmistir. Direngli
mutantlar, ilk defa ekonikandin kullanan hastalarda bile yiiksekoranda bildirilmistir. Bu

durum, hastanede yatan hastalar arasinda bulasa isaret etmektedir [79].

Fks1p Fks2p
Hot spot 1 Hot spot 2 Hot spot 1 Hot spot 2

C. albicans 641  FrriSirop 1357 pyIRRYTL

C dubliniensis 641  prriSirpp 1357 DWIRRYTL
C g’abmtﬂ 625 FLl_:SLKJP 1340 DWVRRYTL 659 FLILSLRDP 1374 DWIRRYTL
C. kefyr 5  FrriRiRpp 769* DWVRRYTL

C. krusei 655 FriLsiRDp 1364  pwIRRYTL
C lusitanioe ~ 634* prorrSrrop ™ DWIRRYTL

C. tropicalis 76  FrrLSirpp 792 DWIRRYTL

C. parapsilosis ~ 652 FLTLSLRDA 1369 DWIRRYTL

Resim 2. 4. Cesitli Candida tiirlerinde FKS gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlar [87]

2.6. Mutasyonlar

Direncin mutasyonlar ile olustugu yukarida belirtilmistir. Mutasyonlar, genellikle protein
yapisina farkli bir aminoasit eklenmesi ve buna bagl olarak degismis bir fenotipin ortaya
cikmasi ile sonuglanan, DNA’nin baz dizilimindeki degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.
Bir primidinin bagka bir primidin ile veya bir piirinin baska bir piirin ile degistigi tek baz da
olan degisimler “transisyon” olarak adlandirilirken, bir pirimidinin bir piirin ile (veya tam
tersi yonde) bir degisim olmasina ise “transversiyon” denilmektedir. Mutasyonlar ii¢ gesit

molekiiler degisikligin sonucunda olusabilmektedir;
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1. Birinci tip; baz degisimi mutasyonu olarak da bilinir. Bu bir bazin ¢ikip yerine bagka bir
baz girmesiyle olugsmaktadir. Bu mutasyonlar daha ¢cok DNA replikasyonu sirasinda ya
DNA polimerazin bir hata yapmasi veya bir mutajenin kalip DNA’daki bir bazin
hidrojen bagmi degistirmesi sonucu yanlis bazin girisine neden olmasi ile
gerceklesmektedir. Bir baz degisimi farkli bir aminoasitin girigsine neden olan bir kodon
ile sonuglanirsa buna yanlis anlamli (missense) mutasyon denirken, baz degisimi bir
kodon sonlanmasina neden olursa bu durum protein sentezinin erken sonlanmasina
anlamsiz (nonsense) mutasyon denilmektedir. Anlamsiz mutasyonlar c¢ogunlukla
protein fonksiyonunu ortadan kaldiran 6zelliktedir. Bazen de kodlanan aminoasit
dizisinde herhangi bir degisiklige neden olmayan bir mutasyon gerceklesebilir. Bu
mutasyonlara ise sessiz (silent) mutasyon denmektedir.

2. lIkinci mutasyon tipi ¢ergeve kaymasi (frameshift) mutasyonu olarak bilinmektedir. Bu
tiir mutasyon, bir veya daha fazla baz ¢iftinin eklenmesi ve/veya silinmesi sonucunda
olusmaktadir. Bodylece ribozomdaki okuma c¢ergevesinin kaymasina, yanlig
aminoasitlerin eklenmesine ve inaktif bir proteinin iiretimine yol agmaktadir.

3. Ugiincii tip mutasyonlar, transpozonlarin veya insersiyon dizilerinin DNA’ya entegre
olmasi ile gergeklesmektedir. Bu yeni yerlesen DNA pargalari, yerlestikleri bolgede ve

komsu genlerde 6nemli degisikliklere neden olmaktadir [88].

2.7. Galleria mellonella (Mum Giivesi)

Mikroorganizmalar ile ilgili viriilans ¢aligmalari i¢in genellikle uygun hayvan modellerine
ihtiya¢ bulunmaktadir. Enfeksiyon ¢alismalarinda memeli modellerinin kullanilmasi ¢alisma
maliyetinin artmasina ve etik sorunlarin giindeme gelmesi nedeniyle yeni model arayiglarina
sebep olmustur. Bocekler gelismis bir immiin sisteme sahip olduklar1 i¢in, memeli
enfeksiyonlart ile ilgili bilgi iiretme olasiliklar1 bulunmaktadir. Memeliler gibi bocekler de
dogustan bagisiklik sistemine sahiptir. Hemolenf sivilari bulunmaktadir. Hemolenfte
bulunan hiicreler mikroorganizmalar1 fagosite etme yetenegindedir. Ayrica immiin cevap,
lizozim ve kiigiik antibakteriyel peptitler olusturmayr kapsamaktadir. Ek olarak hiicreye
tutunma, antimikrobiyal peptitlere diren¢, doku parcalanmasi ve oksidatif strese adaptasyon
gibi temel enfeksiyon siireci de boceklerde onemlidir. Bu nedenle bocekler, memeli
enfeksiyonlarina sebep olan mikroorganizmalarin viriilans faktorlerinin belirlenmesinde

onem kazanmaktadir [89].
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Bal mumu giivesi G. mellonella alternatif enfeksiyon modeli olarak ¢esitli bakteri ve
mantarlarin viriilans ¢alismalarinda kullanilmaktadir [90]. Bugiine kadar Mycobacterium
tuberculosis, Coxiella burnetii, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecalis
gibi bakterilerin ve Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus, Candida albicans gibi

mantarlarin G. mellonella tizerinde viriilans ¢aligmalart yapilmistir [90-92].

Galleria mellonella, Lepidoptera takimi, Pyralidae ailesi i¢inde yer alan ve bal peteklerine
zarar veren bir tarim zararlisidir. G. mellonella tiim diinyada, 1liman iklim bolgelerinde
yaygin olarak bulunan bir giive tiiridiir. Son yillarda etik kurallar, altyapit ve donanim
gerekleri, bakici-teknik eleman ihtiyaci, deney hayvani iicretleri gibi sebeplerle, enfeksiyon
hastaliklarinin patogenezinde ve etkili tedavi protokollerinin arastirilmasinda memelilerin
kullanimindan kaginilmaktadir. Onlarin  yerine, omurgasiz modeller kullanilmaya
baslanmistir. Bunlar arasinda G. mellonella larvasimin kullanimi literatiirde ¢ok kabul
gormiistiir. Hizli bir tireme dongiisiine sahiptir. G. mellonella’nin gelisimi yumurta, larva,
pupa ve gilive donemlerinden olusmaktadir. Yasam dongiisii, besin durumuna ve 1s1
degisikliklerine gore 6 hafta ile 6 ay arasinda degiskenlik gostermektedir (Sekil 2.1.).
Enfeksiyon patogenezi c¢aligmalarinda tercih edilen formu son larval evredir (4. gelisim
evresi). Bu evrede yaklasik 0.2-0.4 g agirhi@inda, 2-4 cm uzunlugunda, mat beyaz renkli
goriinimdedir. Laboratuvar sartlarinda, oda 1sisinda, 6zel barindirma sistemlerine
gereksinim duymayan, petri kaplarinda saklanabilen larvalar ucuz olmasi, kolay temin
edilmesi ve yetistirilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Yetistirme i¢in dogal kepek, gliserol

ve bal karisimindan olusan besin igeren cam kavanozlar kullanilmaktadir [93].



28

Galleria mellonella yasam déngiisii
12 hafta, yilda 4-6 soy

Lana
Cok aktif ==

. 123 mm 1-6 ay
5-8 giin Ideal 151 28-30°C l

\

Kozada
Zeytin seklinde
1-2 mm :esleamh::: k
24-28°%C 5-8 glmn - L
r Gece aktif 5 9;
14-38 mm 3 =
o ha“i# Disi 300-1000 yumurta [ —
barakir

Sekil 2.1. Galleria mellonella yasam dongiisii [94]

Bu tez calismasinda; kaspofungin ile karsilagtirilarak direngli hale getirilen Candida

kokenlerinin in vitro ve in vivo virlilans ozellikleri arastirilmig ve duyarli kokenlerle

karsilastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Malzemeler

Calismamizda Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve
Candida glabrata ATCC MYA-2950 referans kokenleri ¢alisma kapsamina alinmistir.
Candida kokenleri galismada kullanilmadigi zamanlarda -80°C’'de % 20 gliserol iginde
saklanmistir. Kokenler deneylerde kullanilmadan 6nce SDA besiyerinde 24 saat

gelistirilerek aktif kiiltiirler halinde kullanilmistir.
3.2. Cahismada Kullanmilan Besiyerleri

3.2.1. Sabouraud dekstroz agar’in (SDA) hazirlanisi

Pepton 10 g/L
D (+) Glukoz 20 g/L
Agar 17 g/L
pH 5,6

Toz besiyerinden 47 g tartilmistir. Ardindan 1 L’ye distile su ile tamamlanmgtir. 121° C’de
15 dakika 1 atmosfer basingta (atm) sterilize edilmistir. Steril petri kaplarina 25’er ml

dokiilmiistiir. Deneylerde kullanilacag1 zamana kadar 4°C de buzdolabinda saklanmustir.

3.2.2. Kaspofungin iceren SDA hazirlanis

Pepton 10 g/L

D (+) Glukoz 20 g/L

Agar 17 g/L

pH 5,6

Kaspofungin 1 mg/mL (ana stok)

Kaspofungin steril 1 mL distile su iginde 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek ana stok

hazirlanmistir. Ardindan 0,45 pm’lik steril filtreden gegirilerek ¢ozelti steril edilmistir. Ana
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stoktan 0,03 pg/mL ile 16 pg/mL arasinda artan konsantrasyonlari igerecek sekilde

sulandirilarak yeni ¢ozeltiler hazirlanmistir.

SDA toz besiyerinden 47 g tartilmistir. Ardindan 1 L’ye distile su ile tamamlanmustir.
121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. 50 °C kadar sogumas1 beklenmis ve
donmadan hedef konsantrasyondaki steril kaspofungin cozeltisi eklenerek besiyeri ile
karistiritlmistir. Steril petri kaplarma 25’er ml dokiilmiistiir. Deneylerde kullanilacagi

zamana kadar 4°C buzdolabinda saklanmustir [95].

3.2.3. Sigir serum albumin agar (SSAA) besiyeri (proteinaz besiyeri)

Glukoz 29
KH2PO4 01lg
MgS0O4.7H20 0,05¢g
Agar 29
Distile su 100 ml

Besiyeri karisimi otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir.
Besiyerinin pH’s1 5’e ayarlanmistir. Besiyerine eklenecek protein ¢ozeltisi; 1 g sigir serum
albiimin (Fraksiyon V) 100 ml distile su i¢inde ¢oziilerek ayrica hazirlanmistir. Cozelti 0,2
pm ¢apindaki membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Otoklavda steril edilen
besiyerinin sicakligi 50°C’ye geldiginde % 20 oraninda si8ir serum alblimin ¢6zeltisinden
eklenerek petri kaplarina 25 ml olacak sekilde dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir.

Kullanilacagi zamana kadar +4°C’ de saklanmistir [96].

3.2.4. Yumurta sarih agar (YSA) besiyeri (fosfolipaz besiyeri)

NaCl 5,84¢
CaCl» 0,55 ¢
SDA 6,59

Distile su 100 ml

Besiyerinin pH’s1 5,0’e ayarlanmistir. Besiyeri i¢in karisim otoklavda 121°C’ de 15 dakika
1 atm basingta sterilize edilmistir. Besiyeri 50°C’ye kadar sogudugunda % 8 steril yumurta
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saris1 eklenmis ve homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan besiyeri petri kaplarina

dokiilmistiir. Kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklanmistir [97].

3.2.5. Tween 80 agar besiyeri (esteraz besiyeri)

NaCl 05¢g
CaCl» 0,01¢g
Pepton 19
Agar 24

Distile su 100 mi

Karigim otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. Sterilizasyon
sonrasinda 50°C’ye kadar sogumasi beklenip icerisine % 0,5 steril tween 80 (Sigma, ABD)
eklenmistir. Hazirlanan besiyeri petri kaplarina dokiilmiistiir. Kullanilacagi zamana kadar

+4°Cde saklanmistir [98].
3.2.6. Koyun kanh agar besiyeri (hemoliz besiyeri)

Koyun kanli agar (Sigma, ABD) toz besiyerinden 40 g tartilip 1 L olacak sekilde distile su
ile tamamlanmustir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. 50°C’
ye kadar sogumasi beklenip % 6 steril defibrine koyun kani eklenmistir. Hazirlanan besiyeri

petri kaplarina dokiilmistiir. Kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklanmistir [99].
3.3. Referans Kokenlerinin Kaspofungin i¢cin MK Degerlerinin Elde Edilmesi

Antifungal duyarlilik testleri i¢in Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan
mayalar icin standardize edilen referans mikrodiliisyon yontemi M27-A3 kullanilmustir.
Antifungal konsantrasyonu tiim kokenler igin 0,03-16 pg/ml arasinda hazirlanmistir.
Mutasyon olusturmak igin yapilan pasajlarda ayni1 konsantrasyon serisi kullanilmistir [95].
Kaspofungin (Sigma, ABD) yaninda amfoterisin B (Sigma, ABD),flukonazol (Sigma ABD),
itrako<nazol (Sigma, ABD) ve vorikonazol (Sigma, ABD)igin duyarlilik ve direng
ozellikleri test edilmistir. Kaspofungin’in duyarlilik sinir degeri olarak CLSI M27-S4
belgesinde yer alan degerlere gore diizenlenmistir (CLSI M27-A3, CLSI M27-54, Cizelge
3.1). Deney iki defa tekrar edilmistir.
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Cizelge 3.1. Candida kdkenlerinin antifungal duyarliligini degerlendirmede kullanilan CLSI
standartlar1 [100].

Antifungal CLSI M27-S3 CLSI M27-54

SDD/I R S

Amfoterisin B <l 2 >4 - - -
Kaspofungin - - - <0,25 0,5 >1
C. albicans Flukonazol - - - <2 4 =8
Vorikonazol - - - <0,12 0,25-05 =>1
Amfoterisin B <l 2 >4 - - -
Kaspofungin - - - <2 4 >8
C. parapsilosis ¢y ;naz0l . . - <2 4 >8
Vorikonazol - - - <0,12 0,25-05 >l
Amfoterisin B <1 2 >4 - - R
Kaspofungin - - - <0,25 0,5 >1
C. tropicalis Flukonazol - - - <2 4 >8
Vorikonazol - - - <0,12 0,25-05 >l
Amfoterisin B <1 2 >4 - - -
Kaspofungin - - - <0,12 0,25 0,5
C. glabrata Flukonazol - - - - <32 >64
Vorikonazol - - - - - -
Amfoterisin B <1 2 >4 - - -
Kaspofungin - - - <0,25 0,5 >1
C. krusei Flukonazol - - - - - -
Vorikonazol - - - <0,5 1 >2

*S: Duyarli, SSD/I: Doza bagli duyarli-orta seviyede direngli, R: Direngli
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3.4. Mutant Kokenlerin Elde Edilmesi

Ekinokandine duyarli kékenlerin eldesi i¢in, 0,03 ng/ml’den baslayarak 16 pg/ml araliginda
artan konsantrasyonlarda kaspofungin (Sigma, ABD) iceren SDA yukarida anlatildig1 gibi
hazirlanmistir [95]. ATCC kokenleri Sabouraud dekstroz broth (SDB)’da 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilerek deneye hazir hale getirilmistir. Sivi besiyerinden alinarak
Mc Farland 0,5’e (10° cfu/ml) olacak sekilde 5 ml PBS icinde sulandirilmistir. Ardindan her
¢ kokende 0,03 pg/ml’den baslayarak 16 pg/ml’ye kadar artan konsantrasyonlarda
kaspofungin igeren SDA’ya yayma ekim yapilmistir. 37°C’de 48 saat boyunca inkiibe
edilerek tireme olmasi beklenmistir. Bu karsilastirmalar ardisik olarak devam ettirilmistir.
Kaspofungin konsantrasyonu 0,03 pg/ml’den baslayarak tiremenin bittigi konsantrasyona
kadar ¢ikilmistir. Kontrol olarak ilag¢ igermeyen besiyeri kullanilmistir. Tiim karsilagtirmalar
sonrasinda tek koloni olarak elde edilen kdkenler kaspofungin direncli mutant koken olarak
kabul edilmistir. Bu kdken % 10 gliserol i¢inde -80°C’de saklanmistir [101, 102]. Deney iki

defa tekrar edilmistir.

Artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz birakilmasi sonucunda elde edilen mutant
kokenlerin mutasyon frekanslari belirlenmistir. Mutasyon frekanslart hesaplanirken asagida

belirtilen formiil kullanilmistir [103].

Mutasyon Frekans = (Koloni Sayist (cfu/ml)) / (Inokulum miktari)

3 koloni p
————=3 X 10 Mutasyon Frekansi

Ornegin;
rnegin; 70

3.5. Mutant Kokenlerinin Kaspofungin MiK Degerlerinin Elde Edilmesi

Ardisik olarak artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz kalarak mutant hale gelen
kokenlerin MIK degerleri CLSI M27-A3 protokoliine gore degerlendirilmistir. ATCC
kokenlerinin MIK degerleri ile maruziyet sonrast mutant hale gelen kokenlerin MIK
degerleri karsilastirilmistir (CLSTI M27-A3, CLSI M27-S4) [104, 105]. Deney iki defa tekrar

edilmistir.
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3.6. DNA izolasyonu

Kokenlerden DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Isvigre)
kullanilarak kit protokolii dogrultusunda yapilmistir. Elde edilen total DNA miktarlart DNA
Olcim cihazinda (NanoDrop, ABD) o6lciilerek DNA varligr kayit edilmistir. Hazirlanan
DNA’lar stok soliisyonu ig¢inde -80°C’de dizi analizi yapilana kadar bekletilmistir.

3.6.1. DNA izolasyon protokolii

1. Niikleaz icermeyen steril 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine 200 pl test edilecek maya
stispansiyonu, 200 pl binding buffer, 40 ul proteinaz K eklenmistir. Karisim 70 °C’de
10 dakika inkiibe edilmistir.

2. Karisima 100 pl isopropanol eklenmis ve vortekslenmistir.

3. Filtre tiipii toplama tiipliniin i¢ine konulmus ve filtrenin {izerinden karisim pipetle

birakilmigtir. Tiipler 8,000 x g. de 1 dakika santrifiij edilmistir.

4. Santrifiij sorasinda toplama tiipli atilmig ve yeni bir toplama tiipline fitre tiipi

yerlestirilmistir.

5. 500 pl yikama soliisyonu eklenmis ve tiipler 8,000 x g. de 1 dakika santrifijj

edilmistir. Santrifiij sonrasinda yikama islemi tekrarlanmistir.

6. Fitre tiipli temiz steril 1,5 ml mikrosantrifiij tlipline aktarilmigtir. 200 pl ayristirma
tamponu fitre tiipiiniin tist kismindan birakilmistir. Tiipler 8,000 x g. de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

7. Mikrosantrifiij tiipiinde pirifiye edilmis DNA elde edilmistir. 15-25°C’de ¢alisma

yapilana kadar saklanmistir.

3.7. Gradient Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR islemi sirasinda, uygun primer baglanma sicakligi (annealing) ile calisilmadiginda
DNA parcalar 6zgiil olmayan baglanmalar yapabilmektedir. Bu durumun 6niine gegilmesi
icin uygun primer baglanma sicakliginin tespit edilmesi gerekmektedir. Gradient PZR, PZR

islemi dncesinde her primer cifti i¢in optimum baglanma sicakligini bulmak i¢in yapilan bir
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optimizasyon islemidir. Gradient PZR igin reaksiyon karisimi cizelge 3.2.’de verilmistir.

Gradient PZR i¢in T100 Thermal Cycler (Bio-RAD, ABD) cihaz1 kullanilmastir.

Cizelge 3.2. Gradient PZR reaksiyon karigim1 (1X igin)

Bilesen Miktar

10X Standart Taq Buffer (New England Biolabs, M0273S, ingiltere) 2,5 ul
10 mM dNTPs (Thermo Fisher, ABD) 0,5 ul
Forward Primer (10 pM) (Sentegen, Tiirkiye) 0,5 ul
Reverse Primer (10 pM) (Sentegen, Tiirkiye) 0,5 ul

Taq DNA Polimeraz Enzimi (New England Biolabs, M0273S, ingiltere) 0,75 pul

DEPC water (Thermo Fisher, ABD) 18,88 ul
Cogaltilan DNA 2 ul
Toplam 23 ul

3.8. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi i¢in hizmet alimi yapilmistir. Sekans analizi igin Sentegen Biotech
(Ankara, Tiirkiye) firmasi ile caligilmistir. Elde ettigimiz DNA’larin saflastirma igsleminden

itibaren sonraki islemler bu firmada yapilmistir.

3.8.1. Saflastirma protokolii

DynaMag-96 side REF12331D cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve Beckman Coulter

Ampure XP (REF A63881) (Beckman Coulter, ABD) kiti kullanilarak ¢aligilmistir.
1. 96’ lik Plate i¢indeki her bir kuyucuga 27 pl bead konmustur. PCR 6rneklerinden
15’er pl alinarak bead iizerine eklenmis ve pipetaj yaparak karigmasi

saglanmistir. Daha sonra kisa bir vorteks yapilmistir.
2. Bu sekilde karisim oda sicakliginda 5 dk. bekletilmistir.

3. Plate DynaMag iizerine yerlestirilmistir. Ust s1v1 ve ¢okelek tamamen ayrilana

kadar 3 dk bekletilmistir.
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4. Her bir kuyucuga 100 pl % 70 lik etanol eklenmis ve 30 sn bekletilmistir.
Cokelege dokunmadan iist sivi uzaklastirilmistir. Etanolle yikama islemi 2 kez

tekrarlanmustr.

5. Plak “magnetik rack” tizerinde tutulmus ve ¢okelegin oda sicakliginda 4-5 dk.

kurumasi beklenmistir.

6. Plak “magnetik rack” tizerinden alinmis ve her bir kuyucuga 15 pl “Nuclease-

free su” eklenerek ¢okelek (DNA) ¢oziilene kadar pipetaj yapilmistir.

7. Plak tekrar “magnetik DynaMag” lizerine yerlestirilmis ve st sividaki DNA

ayrilana kadar bekletilmistir.

8. Daha sonra ¢okelege dokunmadan iist sivi (DNA) alinarak yeni bir tiipe

aktarilmistir.
3.8.2. Dizi analizi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

DNA dizi analizi i¢in T100 Thermal Cycler (Bio-RAD, ABD) cihaz1 kullanilmigtir. PZR

icin hazirlanan karisim ¢izelge 3.3.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Dizi analizi igin “cycle sekans” PZR reaksiyon karigimi (1X igin)

Bilesen Miktar

BigDye 0.5 ul
5X “Sequencing buffer” 2 ul
DEPC treated water unto 10 pl
Primer 0.5 ul
Cogaltilan DNA 2 ul
Toplam 15 ul

1. Yukandaki malzeme miktarlar1 6rnek sayisi ile carpilarak ependorf tiip igerisine

alinarak karisim hazirlanmistir. Calisma buz {izerinde yapilmaistir.
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2. Hazirlanan karigim ornek sayisi kadar 0,2 pl’lik PCR tiipline 8’er pl alinarak
dagitilmistir.

3. Uzerlerine saflastirilan DNA’dan 2’ser ul alinip eklenmis ve pipetaj yapilmistir.
4. Ardindan 6rnekler Thermal Cycler’a yerlestirilmistir.

Dizi analizi i¢in PZR karisimi hazirlandiktan sonra Thermal Cycler’da amplifikasyon
islemine gecigmistir. Amplifikasyon i¢in ¢izelge 3.4.°de yer alan reaksiyon sartlari

uygulanmistir.

Cizelge 3.4. FKS gen bolgelerinin “cycle sekans” i¢in amplifikasyon reaksiyon sartlari

Reaksiyon Asamast Sicaklik Siire Dongii Sayisi
On Isitma 96°C 1 Dakika

Denatiirasyon 96°C 10 saniye

Primer Baglanmasi 50°C 25 saniye 25 Dongii
Uzama 60°C 4 saniye

Saklama 4°C -

“Cycle sekans” polimeraz zincir reaksiyon Orneginin saflagtirilmasinda ZR-96 DNA
Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research Corp, ABD) kiti kullanilmistir. Saflastirilmig
sekans {irlinlerinin kapiller elektroforez islemi ise, ABI 3130 (Applied Biosystems
Inc.,ABD) kapiller elektroforez cihazi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen dendogramlar

gorsel olarak incelenmis ve diizeltilmistir.

3.9. Mutasyon Analizinin Yapilmasi

Ardisik olarak artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz birakilan kokenlerde FKS gen
bolgesinde mutasyon olup olmadigimin anlagilmast i¢cin FKS1 ve FKS2 “Hot Spot”
bolgelerinin dizi analizi yapilmistir. Dizi analizinde daha 6nce tanimlanmis primer dizileri
kullanilmigtir (Cizelge 3.5). Candida kokenlerinin hepsinden ayri ayr1 DNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen DNA’lara uygun g¢ogaltma (anneiling) derecesini bulmak ig¢in

gradient polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandiktan sonra “cycle sekans” yontemi ile
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DNA dizi analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler NCBI niikleotit blastlama motoru

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak incelenmis ve gen bankasindaki veriler ile

calismada kullanilan kokenlerin dizileri karsilastirilmistir (Resim 3.1). Dizideki baz
degisiklikleri kayit edilmistir.

Basic Local Alignment Search Tool

Getting the Genomic Context for BLAST Protein Matches
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program Do you ever want to see the flanking genes of a protein match from a BLAST
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and search? Awebinar on June 20 will teach you how to find this information.
calculates the statistical significance. Learn more Thu, 07 Jun 2018 08:00:00 EST

More BLAST news...

W

Web BLAST

BLAST Genomes
‘ Enter organism common name, scientific name, or tax id m
Human Mouse Rat Microbes

Resim 3.1. NCBI niikleotit blast sorgulama motoru


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan hedef primer dizileri

10

11

12

Candida universal FKS1HS1

Candida universal FKS1 HS1
Candida universal FKS1 HS2F
Candida universal HS2R
Candida albicans fks1 hot spot 1
C. albicans fks1 hot spot 1

C. albicans fks1 hot spot 2

C. albicans fks1 hot spot 2

C. albicans FKS1 Cal-2105F

C. albicans FKS1 Cal-2105R*

Candida glabrata FKS1

0O

. glabrata FKS1

O

. glabrata FKS1 Cg1-3918F*

(@)

. glabrata FKS1 Cg1-3918R

(@)

. glabrata FKS2

0O

. glabrata FKS2

(@)

. glabrata FKS2

(@)

. glabrata FKS2
Candida parapsilosis FKS1 Cp1-1070F
C. parapsilosis FKS1 Cp1-1070F

C. parapsilosis FKS1 Cp1-3818F*
C. parapsilosis FKS1 Cp1-3818R
C. parapsilosis FKS1 Cp1-4941F

C. parapsilosis FKS1 Cp1-4941R

AAT GGG CTG GTG CTC AAC AT

CCT TCAATT TCA GAT GGAACT TGA TG

AAG ATT GGT GCT GGT ATG GG

TAATGG TGC TTG CCA ATG AG

AATGGGCCGGTGCTCAACA

TTCACCATTACATCTCAT

AAGATTGGTGCTGGTATGGG

ACCTCTTTCAATCAATTCTTGAACAAC

ACTGTATCTTCTCCATTGGTCGTTC

GAACGACCAATGGAGAAGATACAGT

GTTGCTGCGGTCATGTTCTT

GCGTTCCAGACTTGGGAAAT

CGCTCTTGCACACGAATCTA

TAGATTCGTGTGCAAGAGCG

GAATGGTGGTTCGTTCCAAG

TGTTGCTTCTCAGACTTTCACC

CTCTGAATCGTACTTCTT

GATAGGGTCTCTTAGAGA

ACAAGAACCAGTTCCAGAGGGAGA

TCTCCCTCTGGAACTGGTTCTTGT

ACTTCACAACCAAGATTGGTGCCG
CGGCACCAATCTTGGTTGTGAAGT
GGCATGTTGTGCTGGACCAATGAT

ATCATTGGTCCAGCACAACATGCC

39

[106, 107]

[107]
[106]
[107]
[108]
[108]
[108]
[108]
[109]
[109]
[110]
[110]
[111]
[111]
[110]
[110]
[110]
[110]
[109]
[109]

[111]
[111]
[109]

[109]
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3.10. Viriilans Deneyleri

Ardisik olarak artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz birakilarak mutant hale
getirilen ATCC kokenlerinin viriilans Ozellikleri ve fenotiplerindeki degisimler
arastirtlmistir. Bu amagla yapilan in vitro testler asagida siralanmistir. Tiim deneyler iki defa
tekrar edilmistir. Deneylerde kontrol grubu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Streptococcus epidermidis ATCC 12228

kullanilmastir.
3.10.1. Adezyon deneyi

Steril ekiivyon kullanilarak saglikli kisilerin yanaklarindan stiriintii 6rnegi alinmis ve PBS
icerisine aktarilmistir. Mayalar YEPD besiyeri (% 2 glukoz, % 2 pepton ve % 1,5 maya
oziti) i¢inde 200 rpm’de yatay calkalayicida inkiibe edilerek aktif fazda tiremeleri
saglanmistir. Besiyeri santrifiij edilmistir. Pellet kism1 PBS ile yikanarak 0,5 Mc Farland
ayarlanmistir. Maya ve epitel oran1 50:1 olacak sekilde 2 ml PBS bulunan tiipler i¢inde
karistirlarak 37°C 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda karisimdan 100 pl
alinarak lam {izerine yayilmistir. % 10’luk kristal viyole ile boyanarak incelenmistir.
Mikroorganizmalarin tutunup tutunmadiklarr 100 epitel hiicresi 40X biiylitmede sayilarak

adezyon yiizdesi hesaplanmistir [112].

3.10.2. Biyofilm (Slaym) deneyi

Kokenlerin biyofilm olusturma 6zelliklerinin tespiti i¢in Christensen ve arkadaslari
tarafindan Staphylococcus epidermidis kokenleri i¢in 1982°de tanimlanan tiip yontemi
kullanilmistir [113]. Test edilecek kokenler SDA besiyerine pasajlanarak 24 saatlik taze
kiiltiirleri elde edilmistir. Her kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak iginde % 8 glukoz bulunan
SDB tiiplere ekim yapilmistir. Etiivde 37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra tiip icerikleri
bosaltilmistir. Iki kez distile su ile yikanarak tiiplerin i¢ yiizeyi % 1’lik safranin ile
boyanmustir. Tiipler ters gevrilerek siizdiiriilmiistiir. i¢ yan yiizeyinde kirmizi pembe renkli
film tabakas1 olusmasi slaym pozitif; tiip duvarinda herhangi bir film tabakasi olusmamasi
negatif olarak degerlendirilmistir [114]. Kontrol grubu olarak Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ve Streptococcus epidermidis ATCC 12228 kullanilmistir.
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3.10.3. Hemolitik aktivite deneyi

Koyun kanli agar % 3 oraninda SDA igerecek sekilde modifiye edilmistir ve pH’s1 mayalarin
iiremesi i¢cin uygun pH olan 5,6’ya ayarlanmistir. Test edilecek kdkenler SDA besiyerine
pasajlanarak 24 saatlik kiiltiirleri elde edilmistir. Kokenler 5 ml PBS i¢inde McFarland 0,5
olacak sekilde tiipler i¢inde hazirlanmistir. Her tiipten 10 ul maya siispansiyonu otomatik
pipet ile alinarak % 3 SDA iceren koyun kanli agar plaklarina 5 mm ¢ap olusturacak sekilde
inokiile edilmistir. Aerobik sartlada etiivde 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda plaklarda olusan koloni etrafindaki seffaf zonlar hemoliz zonu olarak kabul
edilmistir. Kontrol grubu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus
aureus ATCC 29213 kullanilmistir.

3.10.4 Salgisal aspartil proteinaz (SAP) deneyi

Test edilecek kokenler SDA besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek taze
kiiltiir elde edilmistir. Ureyen kokenler steril PBS i¢inde 0,5 Mc Farland (10° cfu/ml) olacak
sekilde ayarlanmistir. SSAA besiyerine hazirlanan maya slispansiyonundan 10 pl inokiile
edilerek 37°C’de 10 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunca besiyerinin iizerini
ortecek sekilde % 20 triklorasetik asit dokiilmiis ve 20 dakika boyunca bekletilmistir.
Triklorasetik asit uygulamasi sonrasinda plaklar PBS ile yikanmistir. Ardindan % 0,06
“amidoblack” boyasi ile 10 dakika boyanmistir. “Amidoblack™ boyasinin ¢ikartilmasi i¢in
45:10:45 oraninda metanol, asetik asit, distile su ¢oziiciisii hazirlanmistir. Bu ¢6ziicii ile plak
yikanmis ve amidoblack boyast c¢ikartilmistir. Plaklar PBS ile yikanip kurumaya
birakilmigtir. Koloni etrafinda seffaf zon olan koloniler pozitif olarak degerlendirilirken,
seffaf zon igermeyen koloniler ise negatif olarak degerlendirilmistir [96, 115]. Salgisal
aspartil proteinaz aktivitesinin siddeti kolonilerin etrafindaki hidroliz zonu 6l¢iilerek ayrica
hesaplanmistir [116]. Hesaplama inhibisyon c¢api/koloni c¢apt orani dikkate alinarak
yapilmigtir. Sonuglar i¢in asagidaki degerlendirme semasi kullanilmigtir (Cizelge 3.6).
Calisma da kontrol grubu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus
aureus ATCC 29213 kullanilmistir.
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Cizelge 3.6. Salgisal aspartil proteinaz (SAP) aktivitesi degerlendirme semasi

Hidroliz Zonu Capi/Koloni ¢ap1 (mm) SAP aktivitesi
.~ Hidrolizzonuyok ~ SAPenzim aktivitesi yok
1-2 mm Orta aktivite
3-5mm Giiglu aktivite

3.10.5. Fosfolipaz deneyi

Fosfolipaz enziminin saptanmasi i¢in yumurta sarili agar (YSA) besiyeri hazirlanmistir.
Deneyde kullanilacak olan kdkenler SDA besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek taze kiiltiir elde edilmis, ardindan her bir test edilen koken i¢in steril PBS i¢inde 0,5
Mc Farland siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Maya siispansiyonlarindan otomatik pipet ile 10
ul alinarak her plaga 2 cm ¢apinda olacak sekilde inokiile edilmistir. Plaklar 37°C’de 4 giin
inkiibe edilmistir. Kolonilerin etrafinda halka seklinde olusan prepitasyon zonu dl¢iilmiistiir
[117]. Fosfolipaz deneyi i¢in kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 kullanilmistir.

3.10.6. Esteraz deneyi

Esteraz Uretiminin gozlenmesi icin Tween 80 agar besiyeri kullanilmigtir. Deneyde
kullanilacak olan kokenler SDA besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek
taze kiiltiir elde edilmis, ardindan her bir test edilen koken igin steril PBS i¢inde 0,5 Mc
Farland siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Stispansiyonden otomatik pipet ile 10 pl alinarak 2
cm capinda tween 80 agar besiyerine ekilmistir. Plaklar 37°C’de 10 giin inkiibe edilmistir.
Ekim zonu cevresinde opak kristal ¢okeltilerin olusmasi pozitif esteraz aktivitesi olarak
degerlendirilmistir [117]. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus
ATCC 29213 kokenleri kontrol olarak kullanilmistir.

3.10.7. Galleria mellonella in vivo viriilans deneyi

In vivo viriilans deneyi olarak Galleria mellonella larvalart kullanilarak yapilmistir. Galleria
mellonella 28°C+ 2°C,% 60 + 5 bagil neme sahip karanlik laboratuvar ortaminda

yetistirilmistir. Stok kiiltiirtin devamu i¢in larvalarin gelistirildigi besiyerleri 3 haftada bir
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yenilenmistir. G. mellonella ergin erkek ve disi gilivelerin giftlesmesi sonucunda gelisen
yumurtalar ile larvalarin devamliliklart saglanmistir. In vivo viriilans deneyinde kullanilacak
larvalarin beslenmesi i¢in yar1 sentetik bir ortam kullanilmistir. Larvalarin gelisiminde

kullanilan besiyerinin (100 gram i¢in) hazirlanisi ¢izelge 3. 7°deki gibidir;

Cizelge 3.7. G. mellonella larvalarinin gelisiminde kullanilan besiyeri igerigi (100 g i¢in) [94]

Malzemeler Miktar

Bugday unu 229
Bugday kepegi 22 g
Siit tozu 119
Instant ekmek mayasi 9,50
Balmumu 175¢g
Gliserol 11 ml
Bal (Siizme) 11 ml

Besiyerini olusturan toz halindeki tiim tirlinler karistirtlmistir. Balmumu rende kullanilarak
kiigiik parcalar haline getirilmistir. Sonrasinda balmumu da karisimin {izerine eklenmistir.
Bal ve gliserol eklenmis, ardindan tiim igerik karigtirilarak homojen bir karisim elde
edilmistir. Karigim kavanozlara konmustur. En son larvalar kavanoza yerlestirilmistir
(Resim 3.2.). icerdikleri larva sayilari, besiyerinin hazirlanma tarihi vb. bilgiler not edilerek
kavanozlar etiive yerlestirilmistir. Kavanozlarin agzi kapatilarak uygun sartlarda tiremeleri

beklenmistir (Resim 3.3.).
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Resim 3.2. Hazirlanmis besiyeri ve G. mellonella larvalarinin bulundugu kavanoz

Resim 3.3. G. mellonella larvalarinin etiivde gelisimi
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Etliv i¢cinde gelisimlerini siirdiiren larvalar yaklasik 5 cm biiyiiklikgline ulastiklarinda
deneyde kullanilmak {izere ayrilmistir. Rastgele 10’ar adet 300 mg civarinda beyaz renkli
larva secilerek steril petrilere dagitilmistir. ATCC kokenleri ve direng kazandirilmig
kokenler SDA besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek taze kiiltlir elde
edilmis, ardindan test edilen her kdken igin steril serum fizyolojik i¢inde 0,5 Mc Farland
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Her larvanin arka sol bacak icine ppd enjektorii ile 10 ul
maya siispansiyonu dogrudan uygulanmistir (Resim 3.3.). Enfeksiyon modeli yapilirken
kontrol grubu olarak hi¢ islem uygulanmamis larvalar kullanilmistir. Maya kokenleri ile
enfekte edilen larvalar 30°C’de inkiibe edilerek her giin yasayan larva sayisi not edilmistir.

Canli larva sayilari ile “Kaplan Meier” (sag kalim) egrileri ¢izilmistir [94].

Resim 3.4. Ppd enjektorii kullanilarak sol arka bacak i¢ine Candida kokenlerinin enjekte edilmesi
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3.11. istatistik Analizi

Daha 6nce kaspofungine maruz kalmamis referans kdkenler ile artan konsantrasyonlarda
kaspofungine maruz kalan kokenlerin Galleria mellonella larvasina enjekte edildikten sonra
referans koken ile mutant koken arasinda virulans agisindan bir artis olup olmadigim
anlamak ve virulansin, larvalarin hayatta kalma ortalamar1 farkinin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigini oldugunu ortaya koymak amaciyla SPSS 22.0 (Statistical Programe
for the Social Sciences, Chicago, ABD) programi ile bagimsiz 6rneklem T testi (Indipendent
Samples T Test) yapilmistir. Bagimsiz 6rneklem T testi iki ana kiitle 6rneklemi ortalamasi
arasindaki farki arastirmada kullanin en yaygin yontem oldugu i¢in caligmada tercih

edilmisgtir.

Referans kokenler ve kaspofungine maruz birakilarak direng kazandirilan kdkenlerin in vitro
viriilans ozelliklerine ait sonuglarin nominal olmasi ve 6rneklem hacminin diisiik olmasi

sebebi ile anlaml1 bir istatistiksel sonug elde edilememistir.
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4, BULGULAR
4.1. Mutant Kokenlerin Elde Edilmesi

Ekinokandine direngli k6kenlerin eldesi i¢in, 0,03 pg/ml’den baslayarak 16 ug/ml’ye kadar
artan konsantrasyonlarda kaspofungin igeren SDA besiyerinde ardisik pasajlamalar
yapilmistir. C.albicans ATCC 10231 0,48 pg/ml kaspofungin konsantrasyonunda iirerken,
C. glabrata ATCC MYA-2950 0,18 pg/ml kaspofungin konsantrasyonunda iiremistir.
C.parapsilosis ATCC 22019 ise 1,48 ug/ml’de tiremistir (Sirasiyla resim 4.1, 4.2, 4.3 ve
4.4). Bu konsatrasyonlar direngli kolonilerin elde edildigi konsantrasyonlar olarak kayit
edilmistir. Direngli kokenlerin eldesi igin yapilan ¢alismalarda direngli olma
konsantrasyonlar1 en yiiksek 1,48 pg/ml kaspofunginde gergeklestigi icin 2 pg/ml

konsantrasyonuna kadar denenmis daha yiliksek konsantrasyonlara ¢ikilmamistir. Sonuglar

cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kaspofungin maruziyeti sonrast elde edilen direngli kdkenlerin iiredigi
konsantrasyon

Koken Adi

0,03 pg/ml
0,06 pg/ml
0,12 pg/ml
0,18 pg/ml
0,24 pg/ml
0,32 pg/ml
0,38 pg/ml
0,42 pg/ml
0,48 pg/ml
0,52 pg/ml
0,60 pg/ml
0,70 pg/ml
0,80 pg/ml
0,90 pg/ml
1 pg/mli
1,10 uyg/ml
1,20 ug/ml
1,30 pg/ml
1,40 pg/mi
1,44 pg/mi
1,48 pg/mi
1,50 pg/mi
1,52 pg/mi
1,60 pg/mi
1,70 pg/mi
1,80 pg/mi
1,90 pg/mi

2 pg/ml

C.albicans
ATCC 10231

+
+
+
+
+
+
+
+
+
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

C.glabrata
t|+|+t|+t|Q0|Q|0|0|0|0|0|0|0|0|D|9|0|0|0|9|0|0|9|90|9|9|9|9
MYA 2950

C.parapsilosis
+(+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ +[+|+|+|+|[+|+|+|+|+|+|0|0|0|0|0| 0|0
ATCC 22019
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Resim 4.1. Kaspofungine maruz Resim 4.2. Kaspofungine maruz
birakilarak direngli yapilan birakilarak direncli yapilan
C. albicans kokeni C. glabrata kokeni

<. Pd‘*s?\“f§
.1,4&,.8/m| cAsS- SDA
Matront KSleales

Resim 4.3.Kaspofunine maruz birakilarak direngli yapilan C.parapsilosis kékeni



Resim 4.4.C. albicans’in kaspofungin i¢eren SDA besiyerinde direncli hale gelmesi

49
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Kokenlerin artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz birakilmasi sonucunda belirlenen
direng kazanmis kokenlerin mutasyon frekanslari belirlenmistir. C. albicans direng
kazanmis kokeni mutasyon frekansi 1,5x10°, C. glabrata mutant kokeni mutasyon frekansi

1x10* ve C.parapsilosis mutant kokeni mutasyon frekans1 1x107 olarak belirlenmistir.

4.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Sonuglar

Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida glabrata
ATCC MYA-2950 referans kokenleri ve ardisik olarak artan konsantrasyonlarda siirekli
kaspofungine maruz kalarak direngli hale gelen kokenlerin 37°C’de 24 saat ve 48 saat
inkiibasyon sonras1 minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenmistir. CLSI
M27-S4 ve S3 standartlarina gore degerlendirildiginde ATCC kdkenlerinin direncli mutant
kokenleri ile karsilastinldiginda 1 ya da 2 kat MIK degerlerinde artis oldugu
gozlemlenmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda C. albicans direng¢ kazanmis kdkeninin
vorikonazol MIK degeri 0,25 pg/ml, C. parapsilosis diren¢ kazanmis kdkeninin 0,5 pg/ml
olarak belirlenmistir. Bu kdken orta seviye direngli (I; intermediate) olarak belirlenirken,
ATCC kokenleri ve mutant kokenler tiim antifungallere duyarli olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2. Referans kokenler ve kaspofungine maruz birakilan kékenlerin MIK sonuglar

24 Saat Sonunda (ng/ml) 48 Saat Sonunda (pg/ml)

Antifungal Ad1

N - Q = > . N . Q = > -
S c O 8 S c S c O 8 S c
© ~ > © & ~ > &
Q 5 < g O 5 O 5 < g O 5
o E 83 2 EBg &£ E E 23 ¢ e£g E
< = s g 38 < & g < = S 3 8 < & £
e = 38 « 7 g S Z o g o~ z g £
< S S S £ < g = < S = s
= S & g = s = S g g = S
O © © S O © © S
Amfoterisin B 0,03 (S*) 0,06(S) 0,03(S) 0,03(S) 0,03(S) 0,03(S) 006(S) 006(S) 003(S) 0,03(S) 0,03(S) 0,03(S)

05() 2(S 2(5  1(9 8(S) 16(S) 05(S) 2(S)  2(S)  2(5 8(S)  16(S)

0,125 (S) 0,25(1*) 0,125(S) 0,125(S) 0,125(S) 0,125(S) 0,125(S) 0,25(1) 0,125(S) 0,5(1) 0,125(S) 0,125 (S)
0,03(S) 0,06(S) 0,03(S) 0,03(S) 0,06(S) 0,03(S) 0,06(S) 0,125(S) 0,03(S)  0,03(S) 0,06 (S)  0,03(S)
0,03(S)  0,03(S) 0,125(S) 0,25(S) 0,03(S)  0,03(S) 0,03(S) 0,03(S) 0,125(S) 0,5(S) 0,03(S) 0,03 (S)

*S: Duyarh

*I: Orta seviye direncli (intermediate)

TS
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4.3. DNA Dizi Analizi izolasyonu ve Niikleik Asit Ol¢iimii Sonuclari

Kaspofungine maruz birakilarak direncli hale gelen kokenlerin FKS gen bolgesindeki baz
diziliminde degisime sebep olup olmadigin1 anlamak i¢in dizi analizi yapilmistir. Bu islem
icin hem ATCC hem de mutant oldugu diisiiniilen Candida kokenlerinin DNA’s1 The High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, isvicre) kullanilarak izole edilmistir. Genomik
DNA izolasyon sonrasinda DNA konsantrasyonu spektrofotometrik olarak (NanoDrop,
Thermo Scientific, ABD) oOl¢iilmiistiir. DNA izolasyonu ii¢ kere tekrar edilmigtir. DNA
izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda DNA miktar1 ve saflig1 (260/280 nm) en iyi olan izolatlar
kullanilmistir (Resim 4.5). Dizi analizinde kullanilmak iizere secilen DNA izolatlarinin

6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.3 de gosterilmistir. DNA eldesi {i¢ kez tekrar edilmistir.

Cizelge 4.3. Kokenlerden elde edilen DNA miktarlari

Koken Adi DNA Miktar1 (ng/pL)

C. albicans ATCC 10231 57,6
C. albicans mutant 106,6
C.glabrata ATCC MYA-2950 62,4
C.glabrata mutant 83,4
C.paraspsilosis ATCC 22019 39,5

C.paraspsilosis mutant 30,8
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Resim 4.5. C. glabrata mutant kokene ait DNA analizinin NanoDrop analiz ekran goriintiisii

4.4. Gradient Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

Candida kokenlerinde elde edilen DNA izolasyonu sonrasinda PZR islemi yapilmadan 6nce
primer optimizasyonu ve primerin baglanma sicakliginin tespiti i¢in her primer ¢ifti igin
“gradient” PZR yapilmistir. Primer listesinde de belirtilen Candida universal FKS1 HS1
primeri igin en iyi 62,1°C’de bant olustururken, C. albicans FKS1 Cal-2105F primeri, C.
albicans fksl hot spot 2 primeri ve C. glabrata FKS1 primeri i¢in 58,5°C’de en iyi bantlari

vermistir (Resim 4.6).

€5
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100bp 100bp 640 62,1 59.8 57.9 56.7 56.0

Gradient PCR

NurNehir Baltaci -Gazi Uni.

Resim 4.6. Candida universal FKS1 HS1 primeri i¢in yapilan gradient PZR elektroforez
sonucu
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4.5. DNA Dizi Analizi Sonuclar

Calismada kullanilmak {izere hazirlanan 12 primer ciftinden 4 primer ¢ifti (Candida
universal FKS1 HS1 (1. primer), Candida universal FKS1 HS2F (2. primer) ve mutasyon
primerleri olan C. albicans fks1 hot spot 2 (4. primer) ve Candida glabrata FKS1 (6. primer)
primerleri, yapilan PZR ile baglanabilmistir. Bu nedenle DNA dizileme ve PZR islemleri

sadece bu primerler kullanilarak gerceklestirilmistir.

C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC MYA 2950 ve C. parapsilosis ATCC 22019
ATCC kokenlerinin ve tiim direng kazandirilmis kokenlerin ¢alismada kullanilan tim
primerler ile PZR ve dizileme islemleri ayr1 ayri yapilmistir. Dizi analizi islemleri
tamamlandiktan sonra elde edilen elektrogramlar SnapGene Viewer 4.1.9 (Chicago, ABD)
kullanilarak goriintiilenmistir. Kromotogram verileri NCBI gen bankasinda “Blast” arama

motoru (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) kullanilarak, gen bankasindaki veriler ile

karsilastirilmistir.

Kaspofungin ile karsilastirilmamig C. albicans ATCC 10231 kdkenin 1., 2. ve 4. primerler
kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Analizden elde edilen dizi gen bankasi verileri ile
karsilastirildigl zaman, her ti¢ primer kullanilarak yapilan dizilemede herhangi bir mutasyon

saptanmamustir. Blast sonuglari asagida belirtilmistir (Cizelge 4.4-4.8).

GG
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Cizelge 4.4. C. albicans ATCC 10231 blast analizi sonuglari

Koken Adi C. albicans ATCC 10231

Kullanilan Primer Candida universal HS2R (2. Primer)
Primer Dizisi TAATGG TGC TTG CCA ATG AG
Referans [107]

Baz Sayisi 606

Request ID G350KWSS01R

Candida albicans strain SC5314-P0 chromosome 1B Sequence ID: CP025158.
Length: 3186810 Number of Matches: 1

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

507209

64

507269

124

507329

184

507389

244

507449

304

507509

364

507569

424

507629

484

507689

544

AATC-ACATC-ATCTTGCT-CCATATAAATGGATGAATCAGCAAAACGTGAATACAAGAT

Frer o rrrrr o rrrrrrrrorrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
AATCAACATCAATCTTGCTCCCATATAAATGGATGAATCAGCAAAACGTGAATACAAGAT

TGAAAATGGAATTCTTGAAGTGGCAAAACCTCTACCAGTGGAAATATATCTAGCACCACC

Prrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
TGAAAATGGAATTCTTGAAGTGGCAAAACCTCTACCAGTGGAAATATATCTAGCACCACC

AACGGTCAAATCAGTGAAAACCGATGATGAATAAATTTGAGCAACGAAAACTTCGAAAAA

frererrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
AACGGTCAAATCAGTGAAAACCGATGATGAATAAATTTGAGCAACGAAAACTTCGAAAAA

TGGTGACATGGAAATAAAATGTCTAACAAATCTTTGGAACGCTTTCCATACCCCTCTTTC

frererrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGGTGACATGGAAATAAAATGTCTAACAAATCTTTGGAACGCTTTCCATACCCCTCTTTC

AATCAATTCTTGTACAACCAATGGAATGAAAGAAATGAAGAAAACAATGAAAATAGACAA

frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
AATCAATTCTTGTACAACCAATGGAATGAAAGAAATGAAGAAAACAATGAARAATAGACAA

AGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCAATATTGTAACAACCAAATGGATACAA

Prrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
AGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCAATATTGTAACAACCAAATGGATACAA

AACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAACACATGATAGCTTCATGAGCTAATGA

freverrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
AACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAACACATGATAGCTTCATGAGCTAATGA

ATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGTAAAGACAATTGAATAAACAAGTTATT

freverrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
ATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGTAAAGACAATTGAATAAACAAGTTATT

AATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAAAATGACAAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGT

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e rr e
AATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAAAATGACAAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGT

ACCCAAATAGAAATATTCTCTTGAAAGCATTTGTTCTCCCATAC-AGCCCCAA 595
frerrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr o rrr e

Sbjct 507749 ACCCAAATAGAAATATTCTCTTGAAAGCATTTGTTCTCCCATACCAGCACCAA 507801

63

507268

123

507328

183

507388

243

507448

303

507508

363

507568

423

507628

507688

543

507748

* Query: Sorgulanan dizi, Subject: Gen Bankasinda mevcut dizi




Cizelge 4.4.(devami) C. albicans ATCC 10231 blast analizi sonuglari

Koken Ad1

C. albicans ATCC 10231

Kullanilan Primer

C. albicans fks1 hot spot 2 (4. Primer)

Primer Dizisi ACCTCTTTCAATCAATTCTTGAACAAC
Referans [108]

Baz Sayisi 335

Request ID G361MV68014

Candida albicans SC5314 1,3-beta-glucan synthase (GSC1), partial mMRNA

Sequence ID: XM _716336.2 Length: 5694 Number of Matches: 1

57

Score

Query

Sbict

Query

Sbict

Query

Sbict

Query

Sbict

Query

Sbijct

Query

577 bits(312)

13

4115

70

4055

130

3995

190

3935

250

3875

310

Expect Identities Gaps

9e-161 320/323(99%) 3/323(0%)

ATGAAG--AACAATG-AAATAGACAAAGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCA

R N NN R AN R RN NN R R RN RN NN
ATGAAGAARACAATGAAAATAGACAAAGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCA

ATATTGTAACAACCAAATGGATACAAAACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAA

FEEEEETEEEEr et e e e e e e r e e e e e e e e e e e e
ATATTGTAACAACCAAATGGATACAAAACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAA

CACATGATAGCTTCATGAGCTAATGAATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGT

FECTEEEErErrr et e e e e e e e e e e e e e e e
CACATGATAGCTTCATGAGCTAATGAATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGT

AAAGACAATTGAATAAACAAGTTATTAATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAAAATGAC

FEEEEETTEEEEr et e e e et r e e e e e e e e e e e e
AAAGACAATTGAATAAACAAGTTATTAATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAAAATGAC

AAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGTACCCAAATAGAAATATTCTCTTGAAAGCATTTGT

FEEEEETEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGTACCCAAATAGAAATATTCTCTTGAAAGCATTTGT

TCTCCCATACCAGCACCAATCTT 332
FEEEEETTEEEEE i

Sbjct 3815 TCTCCCATACCAGCACCAATCTT 379

69

4056

129

3996

189

3936

3876

309

3816

* Query: Sorgulanan dizi, Subject: Gen Bankasinda mevcut dizi

LS
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Cizelge 4.4.(devami) C. albicans ATCC 10231 blast analizi sonuglari

Koken Adi C. albicans ATCC 10231

Kullanilan Primer C. albicans fks1 hot spot 2 (4. Primer)
Primer Dizisi AAGATTGGTGCTGGTATGGG
Referans [108]

Baz Sayisi 333

Request ID G32T4EVYO1R

Candida albicans strain SC5314-P0 chromosome 1B
Sequence ID: CP025158.1 Length: 3186810 Number of Matches: 1

Score

577 bits(312)

Query 13

Sbjct 507483

Query 70

Sbijct 507543

Query 130

Sbjct 507603

Query 190

Sbjct 507663

Query 250

Sbjct 507723

Query 310

Expect Identities Gaps

9e-161 320/323(99%) 3/323(0%)
ATGAAG--AACAATG-AAATAGACAAAGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCA 69
T FErrerr rrrerrerrrrerr et ettt
ATGAAGAAAACAATGAAAATAGACAAAGTATAACGTCTAATCCAATCAACGGCAGGAGCA 507542
ATATTGTAACAACCAAATGGATACAAAACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAA 129
FEErrrrerrrrrrrrerr et e e ettt
ATATTGTAACAACCAAATGGATACAAAACATCAGTAACTGGGACATCTTTGTTGTAAGAA 507602
CACATGATAGCTTCATGAGCTAATGAATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGT 189
FEEErrrerrrrrrrrrr et et e et et e r e e
CACATGATAGCTTCATGAGCTAATGAATTCAAGTTAGCCAACACCAAAATAAACACTTGT 507662
AAAGACAATTGAATAAACAAGTTATTAATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAAAATGAC 249
FEErrrrrrrrerrrerreerr et et e et et et et e
AAAGACAATTGAATAAACAAGTTATTAATATGGAAACCTGGATGACCATAGTAARAATGAC 507722
AAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGTACCCAAATAGAAATATTCTCTTGARAAGCATTTGT 309
FErrrrrerrrerrrerreerr et et et et e e et e
AAAAATCTATCCAATGGAAGTTGAGTACCCAAATAGAAATATTCTCTTGAAAGCATTTGT 507782

TCTCCCATACCAGCACCAATCTT 332
FEErrrrrrrrrrr el

Shjct 507783 TCTCCCATACCAGCACCAATCTT 507805

* Query: Sorgulanan dizi, Subject: Gen Bankasinda mevcut dizi
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C. parapsilosis ATCC 22019 kokeninin dizi analizi sonucunda elde edilen verilerin NBCI
“blast” motorunda tarama sonucunda bir mutasyona rastlanmamistir. Buna karsilik
kaspofungin ile karsilastirilarak direngli hale getirilen C. parapsilosis kokeninin “Candida
universal FKS1 HS2F” (2.primer) primeri ile yapilan ¢alisma sonrasi gen bankasindaki
eslesmelerde FKS1 geni Hot Spot 2 bdlgesinin 69. pozisyonda bir nokta mutasyon meydana
geldigi belirlenmistir. Pozisyondaki delesyon yerine sitozin niikleotiti (C) degismistir.
Boylece kaspofungin ile karsilastirilarak direngli hale getirilen C. parapsilosis kokeninin

mutant oldugu anlagilmistir.

65
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Cizelge 4.5. C. parapsilosis ATCC 22019 blast analizi sonuglari

Koken Adi C. parapsilosis ATCC 22019
Kullanilan Primer Candida universal FKS1 HS1 (1. Primer)
Primer Dizisi AAT GGG CTG GTG CTC AAC AT
Referans [106], [107]

Baz Sayisi 772

Request ID G2KJCDHB8014

Candida parapsilosis beta-1,3-glucan synthase catalytic subunit 1 (FKS1) gene, complete
cds Sequence I1D: EU221325.1 Length: 7670Number of Matches: 1

Score

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1363 bits(738)

11

2657

69

2717

129

2777

189

2837
249

2897

309

2957

369

3017

429

3077

489

3137

549

3197

Expect Identities

0.0 745/748(99%)

TTGA-TTTGATCTTTTTGGT-AACTTGGCTCCGGTTGTGTACACTTTTAAAGTTGCAGGA

L A o A O O A
TTGATTTTGATCTTTTTGGTAAACTTGGCTCCGGTTGTGTACACTTTTAAAGTTGCAGGA

TTGACTTTATACTCCAAGTCCTCATATGCACTTTCTGTTGTTGGATTCTTCATTGCTGTT

L e T O O O O A
TTGACTTTATACTCCAAGTCCTCATATGCACTTTCTGTTGTTGGATTCTTCATTGCTGTT

GCAACTTTGGTTTTCTTTGCTGTCATGCCTTTGGGAGGTTTGTTCACCTCGTATATGAAC
frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrrrrrnd
GCAACTTTGGTTTTCTTTGCTGTCATGCCTTTGGGAGGTTTGTTCACCTCGTATATGAAC

AAGAGGTCGAGGAGGTACATCTCGTCTCATACTTTTACTGCAAACTTTGTCAAGTTAAGA
frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e
AAGAGGTCGAGGAGGTACATCTCGTCTCATACTTTTACTGCAAACTTTGTCAAGTTAAGA
GGATTGGACATGTGGATGTCGTATTTGTTGTGGGTCTTGGTTTTCCTAGCAAAGTTGGTT
frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrnd
GGATTGGACATGTGGATGTCGTATTTGTTGTGGGTCTTGGTTTTCCTAGCAAAGTTGGTT

GAATCTTATTTCTTCTTGACTTTGTCATTGAGAGATGCTATTAGAAACTTGTCAAAGACC
Lrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrd
GAATCTTATTTCTTCTTGACTTTGTCATTGAGAGATGCTATTAGAAACTTGTCAAAGACC

ACAATGAGATGTACCGGTGAAGTTTGGTATGGTGACATTGTCTGTAGACAACAAGCCAAG
frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrnd
ACAATGAGATGTACCGGTGAAGTTTGGTATGGTGACATTGTCTGTAGACAACAAGCCAAG

ATTGTGTTGGGATTGATGTACGCTGTCGATTTGTTGTTGTTCTTTTTGGATACCTACTTG

frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e rrr e
ATTGTGTTGGGATTGATGTACGCTGTCGATTTGTTGTTGTTCTTTTTGGATACCTACTTG

TGGTACATTATCTGTAATTGTATCTTTTCCATTGGTCGTTCATTCTATTTGGGTATCTCA

T o A O B O
TGGTACATTATCTGTAATTGTATCTTTTCCATTGGTCGTTCATTCTATTTGGGTATCTCA

ATCTTGACACCATGGAGAAACATCTTTACCAGATTACCAAAGAGAATTTACTCAAAGATT
frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e
ATCTTGACACCATGGAGAAACATCTTTACCAGATTACCAAAGAGAATTTACTCAAAGATT

68

2716

128

2776

188

2836

248

2896
308

2956

368

3016

428

3076

488

3136

548

3196

608

3256




Cizelge 4.6. C. parapsilosis mutant blast analizi sonuglari

Koken Ad1

C. parapsilosis mutant

Kullanilan Primer

Candida universal FKS1 HS2F (2. Primer)

Primer Dizisi AAG ATT GGT GCT GGT ATG GG
Referans [106]

Baz Sayisi 607

Request ID G31CPBM9014

Candida parapsilosis strain CDC317 annotated contig 005569
Sequence ID: HE605203.1 Length: 2235583 Number of Matches: 1

61

Score

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

1061 bits(574)

1374330

60

1374270

120

1374211

180

1374151

240

1374091

300

1374031

360

1373971

420

1373911

480

1373851

540

Expect Identities Gaps

0.0 589/595(99%) 6/595(1%)

GTCTA-AG-AT-TTACTACTTGTCA-CTC-ATTGCCATTGGATAGGTTCTTGTCATTCTA

[ e
GTCTAGAGAATATTACTACTTGTCAACTCAATTGCCATTGGATAGGTTCTTGTCATTCTA

CTACGGAC CCTGGTTTCCATATCAATAACTTGTTTATTCAATTGTCCTTGCAAGTCT
Frrrrrrnd frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTACGGAC CCTGGTTTCCATATCAATAACTTGTTTATTCAATTGTCCTTGCAAGTCT

TTATGTTGGTGTTGGCAAACTTGAACTCATTGGCACACGAGTCAATTATTTGTTCGTATG

frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrrred
TTATGTTGGTGTTGGCAAACTTGAACTCATTGGCACACGAGTCAATTATTTGTTCGTATG

ATAGAGATGTTCCAGTCACTGATGTCTTGTATCCATTTGGTTGTTACAACATTGCTCCTG
frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrrred
ATAGAGATGTTCCAGTCACTGATGTCTTGTATCCATTTGGTTGTTACAACATTGCTCCTG

CTGTTGACTGGATTAGACGTTACACCTTGTCTATCTTTATTGTGTTCTTCATTTCGTTCA

frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrrre
CTGTTGACTGGATTAGACGTTACACCTTGTCTATCTTTATTGTGTTCTTCATTTCGTTCA

TTCCATTGGTTGTTCAAGAGTTGATTGAAAGAGGTGTGTGGAAAGCTTGTCAAAGATTTG

frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e
TTCCATTGGTTGTTCAAGAGTTGATTGAAAGAGGTGTGTGGAAAGCTTGTCAAAGATTTG

TTAGACATTTCATTTCGTTGTCACCTATGTTTGAAGTTTTTGTTGCCCAAATTTATTCAT
L e O O A A B O O O R R B O
TTAGACATTTCATTTCGTTGTCACCTATGTTTGAAGTTTTTGTTGCCCAAATTTATTCAT

CATCTGTTTTCACCGATTTAACTGTTGGTGGTGCCAGGTATATTTCAACCGGTAGAGGTT

frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
CATCTGTTTTCACCGATTTAACTGTTGGTGGTGCCAGGTATATTTCAACCGGTAGAGGTT

TTGCCACTTCAAGAATCCCCTTTTCCATCTTGTACTCCCGTTTTGCTGACTCGTCAATTT
L T e O I O I A O
TTGCCACTTCAAGAATCCCCTTTTCCATCTTGTACTCCCGTTTTGCTGACTCGTCAATTT

ATATGGGTGCTAGATTGATGTTGATTTTGTTGTTTGGAACCGTTGCTCATTGGCA 594
frrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

59

1374271

119

1374212

179

1374152

239

1374092

299

1374032

359

1373972

419

1373912

479

1373852

539

1373792

19
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C. glabrata ATCC MYA 2950 kokeni ve ondan elde edilen kaspofungine direngli kdken igin
1. 2. ve 6. primer ile ¢alisilarak mutasyon varligi arastirtlmistir. C. glabrata ATCC MYA
2950 kokeninin Candida glabrata FKS1 (6. primer) primer ¢ifti kullanilarak PZR’si
yapilmis ve ardindan DNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Kromotogram verilerinin
blastlanmasi referans kokenin sonucunda gen bankasi verilerine gore bir mutasyon ile
karsilagilmamigtir. FKS1 gen bdlgesinde yine ayni primer cifti (ileri ve geri) kullanilarak
direncli kdkenle yapilan dizi analizinde, ileri (forward) primeri ile yapilan dizilemede 203.
poziyonundaki bazda timin niikleotidi (T) sitozin niikleotidine (C) donistigi
gbzlemlenmistir. Boylece kaspofungine maruz birakilarak direngli hale gelen C.glabrata

kokeninin mutant oldugu anlasilmistir.



Cizelge 4.7. C. glabrata ATCC MYA 2950 blast analizi sonucu

Koken Ad1

C. glabrata ATCC MYA 2950

Kullanilan Primer

Candida glabrata FKS1 (6.primer)

Primer Dizisi GTTGCTGCGGTCATGTTCTT
Referans [110]

Baz Sayisi 544

Request ID G33wW3MU3014

63

Candida glabrata strain 66032uC.2b beta-1,3-glucan synthase catalytic subunit (FKS1)

gene, complete cds Sequence ID: HQ845283.1 Length: 5768Number of Matches: 1

Score

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

976 bits(528)

10

1763

70

1823

130

1883

190

1943

250

2003

310

2063

370

2123

430

2183

490

Expect Identities Gaps

0.0 532/534(99%) 0/534(0%)
ATTTTTCTCAGTCATGCCATTGGGTGGTCTGTTCACGTCCTACATGCAAAAGTCTACCAG 69
trerrreerrrrrrrrerrrrerrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e e
ATTTTTCTCAGTCATGCCATTGGGTGGTCTGTTCACGTCCTACATGCAAAAGTCTACCAG 1822
ACGTTACGTCGCTTCTCAAACCTTCACTGCCTCCTTTGCACCTTTGCATGGTCTTGACAG 129
frerrrrerrrerrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACGTTACGTCGCTTCTCAAACCTTCACTGCCTCCTTTGCACCTTTGCATGGTCTTGACAG 1882
ATGGTTGTCTTACCTGGTTTGGGTTACTGTTTTTGCTGCTAAGTACGCTGAATCATACTA 189
frerrrrerrrrrrrrerrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ATGGTTGTCTTACCTGGTTTGGGTTACTGTTTTTGCTGCTAAGTACGCTGAATCATACTA 1942
CTTCTTGATTCTATCTCTAAGAGATCCAATCAGAATTTTGTCTACCACTACCATGAGATG 249
Frrrrrrrrrrrererrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
CTTCTTGATTCTATCTCTAAGAGATCCAATCAGAATTTTGTCTACCACTACCATGAGATG 2002
TACTGGTGAATACTGGTGGGGTTCAAAGCTATGTAGACATCAATCAAAGATTGTTTTGGG 309
L O O O O O O O
TACTGGTGAATACTGGTGGGGTTCAAAGCTATGTAGACATCAATCAAAGATTGTTTTGGG 2062
TTTGATGATTGCTACCGATTTTATTCTGTTCTTCTTGGATACCTATCTGTGGTACATTGT 369
e o O O O O O O O O O O O R O O O O
TTTGATGATTGCTACCGATTTTATTCTGTTCTTCTTGGATACCTATCTGTGGTACATTGT 2122
TGTCAACACTGTCTTTTCCGTTGGTAAATCTTTCTACTTGGGTATTTCTATTTTGACTCC 429
frerrrrerrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrr et e
TGTCAACACTGTCTTTTCCGTTGGTAAATCTTTCTACTTGGGTATTTCTATTTTGACTCC 2182
ATGGAGAAACATTTTCACTAGATTGCCAAAGAGAATTTACTCCAAGATTTTGGCTACTAC 489
trerrrrerrrrrrrrerrrrerrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrr et e
ATGGAGAAACATTTTCACTAGATTGCCAAAGAGAATTTACTCCAAGATTTTGGCTACTAC 2242

TGATATGGAAATCAAATACAAGCCAAAGGTTTTAATTTCCCAAGCTTGGAACGC 543
Lrrrrrrrrrrreererrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred Pl

Sbjct 2243 TGATATGGAAATCAAATACAAGCCAAAGGTTTTAATTTCCCAAGTCTGGAACGC 2296

€9
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Cizelge 4.8. C. glabrata mutant blast analiz sonuglar1

Koken Adi C. glabrata mutant

Kullanilan Primer Candida glabrata FKS1 (6.primer)
Primer Dizisi GTTGCTGCGGTCATGTTCTT
Referans [110]

Baz Sayisi 545

Request ID G33W3MU3014

Candida glabrata strain 4872 beta-1,3-glucan synthase catalytic subunit (FKS1) gene,
complete cds Sequence ID: HM366439.1Length: 5592Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps
970 bits(525) 0.0 531/534(99%) 0/534(0%)
Query 10 ATTTTTCTCAGTCATGCCATTGGGTGGTCTGTTCACGTCCTACATGCAAAAGTCTACCAG 69

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
Sbjct 1692 ATTTTTCTCAGTCATGCCATTGGGTGGTCTGTTCACGTCCTACATGCAAAAGTCTACCAG 1751

Query 70 ACGTTACGTCGCTTCTCAAACCTTCACTGCCTCCTTTGCACCTTTGCATGGTCTTGACAG 129

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e
Sbjct 1752 ACGTTACGTCGCTTCTCAAACCTTCACTGCCTCCTTTGCACCTTTGCATGGTCTTGACAG 1811

Query 130 ATGGTTGTCTTACCTGGTTTGGGTTACTGTTTTTGCTGCTAAGTACGCTGAATCATACTA 189

Frrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
Sbjct 1812 ATGGTTGTCTTACCTGGTTTGGGTTACTGTTTTTGCTGCTAAGTACGCTGAATCATACTA 1871

Query 190 CTTCTTGATTCTATETCTAAGAGATCCAATCAGAATTTTGTCTACCACTACCATGAGATG 249
FEEETEErrrnd PEEEEErrrr et e e et e e
Sbjct 1872 CTTCTTGATTCTACETCTAAGAGATCCAATCAGAATTTTGTCTACCACTACCATGAGATG 1931

Query 250 TACTGGTGAATACTGGTGGGGTTCAAAGCTATGTAGACATCAATCAAAGATTGTTTTGGG 309
Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
Sbjct 1932 TACTGGTGAATACTGGTGGGGTTCAAAGCTATGTAGACATCAATCAAAGATTGTTTTGGG 1991

Query 310 TTTGATGATTGCTACCGATTTTATTCTGTTCTTCTTGGATACCTATCTGTGGTACATTGT 369
crerererererrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
Sbjct 1992 TTTGATGATTGCTACCGATTTTATTCTGTTCTTCTTGGATACCTATCTGTGGTACATTGT 2051

Query 370 TGTCAACACTGTCTTTTCCGTTGGTAAATCTTTCTACTTGGGTATTTCTATTTTGACTCC 429

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e
Sbjct 2052 TGTCAACACTGTICTTTTCCGTTGGTAAATCTTTCTACTTGGGTATTTCTATTTTGACTCC 2111

Query 430 ATGGAGAAACATTTTCACTAGATTGCCAAAGAGAATTTACTCCAAGATTTTGGCTACTAC 489

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e
Sbjct 2112 ATGGAGAAACATTTTCACTAGATTGCCAAAGAGAATTTACTCCAAGATTTTGGCTACTAC 2171

Query 490 TGATATGGAAATCAAATACAAGCCAAAGGTTTTAATTTCCCAAGCTTGGAACGC 543
crrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr ettt
Sbjct 2172 TGATATGGAAATCAAATACAAGCCAAAGGTTTTAATTTCCCAAGTCTGGAACGC 2225
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4.6. Viriilans Deneylerinin Sonuclari

4.6.1. Adezyon deneyi sonuclar

Adezyon deneyi ile Candida ATCC kokenleri ile kaspofungine maruz birakilarak direngli
hale gelen kdkenlerin patojenitede dnemli bir viriilans faktorii olan adezyon 6zelliklerindeki
degisim tespit edilmeye calisilmigtir. C. parapsilosis ATCC 22019 kokeninin adezyon
yiizdesi % 79, direng kazandirilmis kdkenin yiizdesi % 87, C. glabrata ATCC MYA 2950
kokeninin adezyon yiizdesi % 78, direng kazandirilmis kékenin adezyon yiizdesi % 85 olarak
sayllmistir (Resim 4.7, Cizelge 4.9). Calismada kullanilan tiim kokenler icinde adezyon
yiizdesi en yiiksek olan C. parapsilosis diren¢ kazandirilmis kdken (%87) iken, en diisiik
adezyon ylizdesi C. albicans direng kazandirilmis kdken (%55) olarak tespit edilmistir. C.
parapsilosis ve C. glabrata’nin direng kazandirilmis kokenlerinin referans kokenlerine gore
tutunma yiizdesi daha yiiksek olmusken, C. albicans’in referans kokeni direng kazandirilmig

kokene gore daha yliksek bir adezyon sergilemistir.

Resim 4.7. Epitel hiicresine tutunan C.glabrata mutant kéken maya hiicreleri

99
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4.6.2. Biyofilm (Slaym) deneyi sonuclari

Calismada kullanilan Candida ATCC kokenlerinin ve elde edilen direng kazandirilmis
kokenlerin biyofilm yapma 6zellikleri aragtirilmistir. Deney sonuglarinda C. parasilosis
diren¢ kazandirilmis kokeni biyofilm pozitif, diger ATCC ve diren¢ kazandirilmisg
kokenlerin biyofilm negatif oldugu saptanmistir (Resim 4.8, Cizelge 4.9).

Kontrol olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Streptococcus
epidermidis ATCC 12228 kokenlerinin  kuvvetli biyofilm (+++) olusturduklar
gbzlemlenmistir. Kontrol grubunun yaninda C. parapsilosis mutant kokeninin daha zayif bir

biyofilm (++) tirettigi belirlenmistir (Resim 4.9).

Resim 4.9. Biyofilm negatif C. Resim 4.8. Biyofilm pozitif C.
albicans ATCC 10231 parapsilosis mutant
ve C. albicans mutant ve biyofilm negatif

C. parapsilosis

ATCC 22019



4.6.3. Hemolitik aktivite deney sonuclar:

Calisilan Candida kokenlerinin hemolitik aktiviteleri test edilmistir. C. albicans ATCC
10231 alfa (o) hemoliz yaparken C. albicans diren¢ kazandirilmis koken hemoliz
yapmamustir. C. parapsilosis ATCC 22019 ve C. parapsilosis diren¢ kazandirilmig kdkenin
her ikiside a hemoliz yapmustir. C. glabrata ATCC MY A 2950 ve C. glabrata mutant kdkeni
ise hemoliz yapamamistir. Kontrol olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 nin a hemoliz ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 beta () hemoliz yaptig1 tespit

gosterilmistir (Resim 4.10, Cizelge 4.9).
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Resim 4.10. a-hemolitik C. parapsilosis ATCC 22019 ve C. parapsilosis mutant kokenler

ve kontrol gruplari

L9
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4.6.4. Salgisal aspartil proteinaz (SAP) deneyi sonuclari

Salgisal aspartil proteinaz varliginin gosterilmesi i¢in yapilan deneyde C. glabrata ATCC
MYA 2950 ve C.glabrata mutant koken SAP hidroliz zonu olusturmamistir ve SAP
aktivitesi gostermemistir. Deneyde kullanilan diger ATCC ve direng kazandirilmis Candida
kokenleri ise SAP aktivitesi sergilemistir (Resim 4.11). SAP enzim aktivitesinin siddetinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan koloni ¢evresindeki hidroliz zonunun koloni ¢apina orani
sonucunda en yiiksek oran sirasiyla C.albicans ATCC 10231 (1,4 mm/0,6 mm=2,3) (Resim
4.12) ve C.parapsilosis mutant (1,3 mm/ 0,6 mm= 2,16) kokenlerinde saptanmustir (Cizelge
4.9). Kontrol grubu olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’nin ve

Staphylococcus aureus ATCC 29213 kokenleri negatif sonug vermistir.
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Resim 4.11. SAP aktivitesi sonuglart
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Resim 4.12. C. albicans ATCC 10231 (+) SAP aktivitesi
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4.6.5. Fosfolipaz deneyi sonuclari

Yumurta Sarili Besiyeri (YSA) besiyeri kullanilarak yapilan deneyde sadece C. albicans
ATCC 10231 fosfolipaz enzim aktivitesi gosterirken, test edilen diger kokenler fosfolipaz
negatif olarak belirlenmistir (Resim 4.13, Cizelge 4.4). Kontrol grubu olarak kullanilan
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 kokenleri

fosfolipaz negatif sonu¢ vermistir.

« 5
f-'r,-.:.'q'l(ﬁ‘ 458
fe s atr)

£ oaligreond |
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Resim 4.13. Fosfolipaz pozitif C.albicans ATCC 10231, fosfolipaz negatif C. albicans
mutant
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4.6.6. Esteraz deneyi sonug¢lar:

Tween 80 besiyerinde yapilan esteraz aktivitesinin degerlendirildigi deneyde C. albicans
ATCC 10231 esteraz enzim aktivitesi pozitif bulunurken, test edilen diger kokenler negatif
olarak belirlenmistir (Resim 4.14 ve Resim 4.15, Cizelge 4.9). Kontrol grubu olarak
kullanilan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213

kokenleri esteraz pozitif sonug vermistir.

Resim 4.14. Esteraz pozitif Pseudomonas Resim4.15. Esteraz  pozitif  Candida
aeruginosa ATCC 27853 albicans ATCC 10231
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Cizelge 4.9. Referans kdkenlerin ve kaspofungine maruz kalan direngli kdkenlerin viriilans
ozellikleri

Fosfolipaz Esteraz  SAP SAP Cap1  Biyofilm Adezyon Hemoliz

Deneyi  Deneyi Deneyi mm/mm Deneyi  Deneyi Deneyi
C. albicans a
+ + + 1,4/0,6=2,3 - % 73 .
ATCC 10231 hemoliz
C. albicans non
- - + 0,6/0,4=1,5 - % 55 .
mutant hemolitik
C. parapsilosis o
- - + 0,8/0,5=1,6 - % 79 )
ATCC 22019 hemoliz
C. parapsilosis o
- - + 1,3/0,6=2,16 ++ % 87 )
mutant hemoliz
C. glabrata non
ATCC MYA - - - - - % 78 hemolitik
2950
C. glabrata non
- - - - - % 85 o
mutant hemolitik
Kontrol Grubu
Pseudomonas
o
aeruginosa - + - - +++ 0} .
hemoliz
ATCC 27853
Staphylococcus B
aureus ATCC - TF - - 0 (0] )
hemoliz
29213
Streptococcus
epidermidis 0] 0] 0 0 ++ o 0]
ATCC 12228

+: lireme var -: iireme yok ©: ¢alismada kullanilmamis kontrol grubu
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4.6.7. Galleria mellonella in vivo viriilans deneyi sonuclar:

In vitro viriilans deneylerinin yaninda in vivo viriilans deneyi olarak Galleria mellonella
larvalarinda enfeksiyon modeli olusturulmustur. Oliimler 24 saatten itibaren baslamis, en
yiiksek Oliim oranina 192. saatte (8.gilin) ulasilmistir (Cizelge 4.10). Diren¢ kazandirilmis
kokenlerin ATCC kdkenlere gore mortalite ortalamalar1 daha yiiksektir. C. albicans ATCC
10231 mortalite ortalamasi (% 67) C. albicans diren¢ kazandirilmis kdkenin mortalite
ortalamasina (%71) daha disiiktiir. Benzer durum C. parapsilosis ATCC 22019 mortalite
ortalamasi (% 58) ve C.parapsilosis direng kazandirilmis kken mortalite ortalamasi (% 80)
arasinda da mevcuttur. C. glabrata ATCC MY A 2950 kokeni (% 64) ve C. glabrata direng
kazandirilmis koken mortalite ortalamast (% 68) arasinda ¢ok biiyiik bir artis meydana
gelmemistir. Kokenler birer tane oldugu i¢in elde edilen sonuclar kesin yargiya varmaya

yeterli degildir.

Enfeksiyon modeli yapilirken kontrol grubu olarak hi¢ islem uygulanmamis larvalar
kullanilmistir (Resim 4.16). Calismada kullanilan ATCC ve mutant kdkenler ile enfekte
edilen ve deneyin son giiniine kadar canli kalan larvalarin sayisi ile Kaplan-Meier egrileri
olusturulmustur. Candida kokenlerine ait grafik verileri grafik 4.1, 4.2 ve 4.3 de asagida

verilmistir.

Resim 4.16. Referans kokenler ile kaspofungine maruz birakilan direngli kokenlerin G.
mellonella larvalarinda viriilans 6zelliklerinin gdsterilmesi
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Cizelge 4.10. Candida ATCC ve direngli kdkenler ile olusturulan enfeksiyon modeli, deney
saatlerine gore canli kalan larva sayisi, mortalite oranlart ve mortalite
ortalamalari

Saat

Koken Adi

C. albicans ATCC
10231

C. albicans
Mutant
C.glabrata ATCC
MYA 2950
C.glabrata
Mutant

8*(20)**

3(70) | 2(80) |2(80) | 1(90)

7(30) | 7(30) |5(50) |[5(50) | 2(80) | 0(100)|0(100) |0 (100) | %71

9(10) | 9(10) |6(40) |4(60) | 3(70) | 0 (100)|0(100) |0 (100) | %64

9(10) | 8(20) |7(30) |4(60) | 1(90) | O (100)|0(100) |0 (100) | %68

C.parapsilosis
ATCC 22019

8(20) | 7(30) |7(30) |6(40) | 4(60) | 4(60) [3(70) | 1(90) | %58

C.parapsilosis

5 (50) 4(60) [2(80) |2(80) 2 (80) 2 (80) |1 (90) 0(100) | %80
Mutant

Dokunulmamis

10(0) |10(0) |10(0) |10(0) |{10(10) |9(10) |7 (30) |6 (40) %16
(Kontrol)

* Hayatta kalan larva sayisi
** Yiizde mortalite orani
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12

10

CanliLarva Sayisi
o

00)  24)  48(I) 7200 9%(M  120(V) 144V
Saat (Giin)

==&, albicans ATCC 10231 ==@=C. albicans Mutant === Dokunulmamis (Kontrol)

Sekil 4.1. C. albicans ATCC 10231 ve C.albicans mutant koken ile enfekte edilen larvalarin
yasam egrileri
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CanliLarva Savyisi
—_ [S=N
o N =N o oo o N

00)  2401)  48()  72(W) 96(Vv) 120(V) 144 {w)

Saat(Giin)
=& (.glabrata MYA 2950 ==@=C.glabrata Mutant ==#=Dokunulmamis (Kontrol)

Sekil 4.2. C. glabrata ATCC MYA 2950 ve C.glabrata mutant koken ile enfekte edilen
larvalarin yasam egrileri
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Canli Larva Savyisi
[ n)

00) 241 &1 7200 %N 120V 144V 168V 192 (Vi)
Saat (Giin|

=0~ parapsilosis ATCC 22019 ==C.parapsilosis Mutant == Dokunulmamis (Kontrol)

Sekil 4.3. C. parapsilosis ATCC 22019 ve C.parapsilosis mutant koken ile enfekte edilen
larvalarin yasam egrileri
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4.7. istatiksel Analiz Sonucu

Daha 6nce kaspofungine maruz kalmamis referans kokenler ile artan konsantrasyonlarda
kaspofungine maruz kalan kokenler ile enfekte edilen Galleria mellonella larvalarinin
referans koken ile mutant koken arasinda virulans acisindan bir artis olup olmadigini
anlamak ve virulansin larvalarin hayatta kalma ortalamarinin farkinin istatistiksel olarak
anlaml1 olup olmadigini oldugunu ortaya koymak amaciyla SPSS 22.0 (Statistical Programe
for the Social Sciences, Chicago, ABD) programi ile bagimsiz érneklem T testi (independent
samples T test) yapilmistir. Bagimsiz 6rneklem T testi iki ana kiitle drneklemi ortalamasi
arasindaki farki arastirmada kullanilan en yaygin yontem oldugu icin ¢aligmada tercih

edilmisgtir.

Candida albicans ATCC 10231 ve Candida albicans mutant larvalari arasinda yapilan
bagimsiz 6rneklem testleri neticesinde elde edilen p (test istatistigi) degeri 0,05’ten biiyilik
cikmig olup (p=0,784>0,05), hayatta kalma ortalamalar1 agisindan referans kdkenler ile
kaspofungine maruz birakilan kokenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamastir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. C. albicans ATCC 10231 ve C. albicans mutant kokenler ile enfekte edilmis
G. mellonella larvalarinin bagimsiz 6rneklem testi sonug tablosu

Varyanslarin
Esitligi I¢in Ortalamalarin Esitligi i¢cin T Tesit
Levene Testi
p Ortama  Standart %95 Giiven
F Sig t df degeri larin Hata araligindaki degisim
farki Farki Taban Tavan
Esit
;Ieas?)/i?mlar 701 415 279 | 16 784 444 1,591 -2,928 3,817
Hayatta edildi
Kalan Esit
Larva varyanslar
tespit 279 | 15,47 784 444 1,591 -2,937 | 3,826
edilemedi

Candida glabrata ATCC MYA 2950 ve Candida glabrata mutant larvalar arasinda yapilan
bagimsiz 6rneklem testleri neticesinde elde edilen p (test istatistigi) degeri 0,05 ten biiyiik
¢ikmis olup (p=0,911>0,05), hayatta kalma ortalamalar1 agisindan referans kokenler ile
kaspofungine maruz birakilan kokenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamastir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Candida glabrata ATCC MY A 2950 ve Candida glabrata mutant kokenler ile
enfekte edilmis G. mellonella larvalarinin bagimsiz orneklem testi sonug
tablosu

Varyanslarn Ortalamalarin Esitligi I¢cin T Tesit
Esitligi i¢in

Levene Testi

Ortama  Standart %95 Giiven
degeri larin Hata araligindaki degisim

farki Farki Taban Tavan

Hayatta Esit
Kalan varyanslar
Larva tespit
edildi

Esit
varyanslar
tespit ,113 | 15,99 911 222 1,966 -3,945 4,390

edilemedi

,064 ,804 113 16 911 222 1,966 -3,945 | 4,389

Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida parapsilosis mutant larvalar1 arasinda
yapilan bagimsiz 6rneklem testleri neticesinde elde edilen p (test istatistigi) degeri 0,05’ten
biiyiik ¢ikmis olup (p=0,091>0,05), hayatta kalma ortalamalar1 agisindan referans kokenler
ile kaspofungine maruz birakilan kdkenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamustir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Candida parapsilosis ATCC MYA 2950 ve Candida parapsilosis mutant
kokenler ile enfekte edilmis G. mellonella larvalarinin bagimsiz drneklem
testi sonug tablosu

Varyanslarin Ortalamalarin Esitligi Icin T Tesit
Esitligi Icin

Levene Testi

Sig p Ortama = Standart %95 Giiven

degeri larin Hata araligindaki degisim
farki Farki Taban Tavan
Hayatta  Esit
Kalan varyanslar
Larva tespit ,024 ,878 798 | 16 ,091 2,444 1,359 -,4380  5,3269
edildi
Esit
varyanslar
tespit 798 | 15,932  ,091 2,444 | 1,359 -,4390 @ 5,3279

edilemedi



Cizelge 4.14. Candida referans kokenleri ve kaspofungine maruz birakilan kdkenlerinin in vivo ve in vitro 6zellikleri 6zet tablo

tespit edildi

In Vitro Viriilans Deney Sonuclari In Vivo
Kaspofungin | . . . . Virulans
" MIK Degeri Dizi nalizi S AR Deneyi
Koken Adx (48 saat QIAUtlafyon Fosfolipaz | Esteraz | Sap D?r)lg/?pl Biyofilm Dezgio Hemoliz | Mortalite
sonunda) arhigt Deneyi Deneyi | Deneyi |~ © Deneyi (%) Deneyi Ol
(%0)
fé);;tl"cans ATCC 03 (9)* Yok o + + 1,4/0,6=2,3 ; %73 | o hemoliz %67
C. albicans - . . _ 0 Non 0
Mutant 0,03 (S) Tespit edilemedi - - + 0,6/04=1,5 - %55 hemolitik 0071
2‘T‘)é’léa§25‘gf;'5 0,125 (S) Yok ; ; + | 08/05=16 . %79 | ahemoliz | %64
69. pozisyonda
C. parapsilosis 05(s) | "oka . ; ; + | 13/06=216| ++ %87 | ahemoliz | %68
Mutant mutasyon tespit
edildi
C. glabrata 0 Non 0
ATCCMYA 2050 | 003 () Yok P78 | hemolitik 458
203. pozisyonda Non
Cl\l/l.ugtlait:rata 0,03 (S) nokta mutasyon - - - - - %85 hemolitik %80

*S: Duyarlt **Var *** Yok

18
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, kaspofungine direngli hale getirilen Candida kokenlerinin viriilans 6zellikleri
arastirtlmistir. Candida cinsi mayalarin viriilans ile ilgili ¢alismalar ¢oktur. Ancak direng
ile viriilans arasindaki iligskinin arastirildigi sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu nedenle

bu ¢aligmanin hipotezi, direngli kdkenlerin daha virulan oldugu seklinde kurulmustur.

Giinlimiizde bilinen 100 000’den fazla mantar tiirii bulunmaktadir. Bunlarin sadece ¢ok
diistik bir yiizdesi insanlarda enfeksiyon yapabilmektedir. Buna ragmen, fungal
enfeksiyonlar son zamanlarda insanlarda meydana gelen enfeksiyonlarin baslica
nedenlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu patojenler firsat¢1 patojen olup, konak
immiin sisteminde meydana gelen bozulmalar sonrasinda enfeksiyonlar meydana
getirmektedir [118]. Fungal enfeksiyonlar, organ transplantasyonu nedeniyle bagisiklik
sistemi baskilanmig hastalarda, yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda, kanserli
bireylerde, AIDS hastalarinda, ameliyat sonras1 ya da antibiyotik kullanimina bagli olarak

mikrobiyotas: degisen insanlarda goriilebilmektedir [119].

Candida cinsi mantarlar iginde yer alan ve molekiiler seviyeden siirveyans analizine kadar
pek ¢ok alanda iizerinde ¢alisilmis bir cinstir. Bu cinse ait tiirler insanlar hayvanlar ve bitkiler
tizerinde ¢esitli enfeksiyonlara sebep olmaktadir [120]. Giiniimiizde Candida tiirlerinden en
az 15 tanesinin insanlarda hastalik yaptig1 bilinmektedir, ancak bunlar iginde 6nemli invaziv
enfeksiyonlara sebep olanlar Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis ve Candida krusei’dir. Ayrica daha dnce daha nadir rastlanan ancak
glinimiizde daha ¢ok karsilastigimiz Candida auris’in de giin gectik¢e 6nem kazanan bir
patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir [121]. Candida tiirleri i¢inde en ¢ok enfeksiyon etkeni
olarak C. albicans tiirii saptanmaktadir. C. albicans’ i neden oldugu enfeksiyonlar yaygin
olarak kadidaz olarak bilinmektedir. C. albicans basit mukozal enfeksiyonlardan kan
dolagim enfeksiyonlarina kadar olduk¢a genis spektrumda etken olarak saptanabilmektedir
[122].

Candida tiirleri global olarak 6zellikle hastane kokenli kan dolagimi enfeksiyonlarinin en
onemli sebeplerinden biridir [123]. Her yil diinya ¢apinda 250 000 kisi kandidemiden
etkilenmekte ve 50 000 kisiden fazlas1 6lmektedir. Populasyon temelli ¢aligmalarda her 100

000 kisiden 2 ile 14 arasinda degisen rakamlarda kandidemiden gelistigi bildirilmistir [39].
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Gectigimiz yirmi yil boyunca kandidemiden korunma stratejilerinin gelistirilmesi, tedavi
prosediirlerinde  gelismelerin  olmasi, yeni antifungal ilaglarin gelistirilmesi ve
ticarilestirilmesine ragmen kandidemi oraninda artis olmustur. Kandidemiye bagli mortalite
oraninin artmasinda antifungal tedavinin uygulanamamasi, antifungal tedaviye baslamada

gecikme ya da uygun olmayan antifungal ajanin kullanilmasinin etkisi biyiiktiir [124] .

Candida tiirlerine bagli olarak gelisen fungal enfeksiyonlarin tedavisinde hala ¢ok siirli
sayida ila¢ bulunmaktadir. Poliyen, azol, ekinokandin, niikleotid analoglar1 ve alilamin sinifi
antifungaller, Candida tiiriiniin duyarliligina, enfeksiyonun yeri ve tipine bagl olarak
kullanilmaktadir [125]. Ekinokandin smifi antifungaller (kaspofungin, mikafungin ve
anidulafungin) kandidoz tedavisinde tercih edilmektedir. Rehberlerde ekinokandinler
yetiskin hastalarda ilk tedavi segenegi olarak 6nerilmektedir. Ekinokandinler mantar hiicre
duvarmin olusmas i¢in gereken B-D-glukan sentaz enzimini inibe ederek fungisidal etki
gostermektedirler. Pek ¢ok Candida tiirlerine kars giivenli, etkili ve ilag-ilag etkilesimi ¢ok

sinirli olan ekinokandinler, intravenz olarak uygulanmaktadir [123]

Candida enfeksiyonlarinin degisen epidemiyolojisinin nedeni olarak azol grubunun yaygin
olarak profilaktik ve terapotik olarak kullanilmasinin katkist oldugu diistiniilmektedir [40].
Degisen epidemiyoloji ile birlikte ¢oklu ilag direnci ve genislemis ilag direncinin de ortaya
¢ikmasi endise vermektedir [115]. Diger antifungal siniflarina gére daha yeni olan ve azole
direngli Candida tiilerinde ilk tedavi segenegi olarak kullanilmasi, ekinokandin sinifi
antifungalleri daha degerli kilmaktadir [126]. Dolayisiyla giiniimiizde ekinokandin sinifi
antifungallerin diren¢ gelisiminin takibi 6nem kazanmaktadir. Son doénemde yapilan
caligmalarda artik ekinokandin ile karsilasmaya bagli olarak direng gelisiminin de ortaya
ciktigi bildirilmistir [127]. Lortholary ve arkadaglarmin (2011) Fransa’da yaptiklart
caligmada otuz giinden fazla siire kaspofungin tedavisi goren kisilerden duyarliligi azalmis

ya da direngli Candida parapsilosis kokenlerinin izole edildigi bildirilmistir [128].

Calismamizda ekinokandin sinifi bir antifungal olan kaspofungin ile karsilastirilmis duyarl
Candida tiirlerinin (Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata ATCC MYA 2950
ve Candida parapsilosis ATCC 22019) direng gelistirme ozellikleri arastirilmis ve direng
gelistiren kokenlerin viriilansinda duyarli kokenlere gore nasil bir degisim oldugu

saptanmaya calisilmistir.
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Calismamizda tiim 6zellikleri bilinen lisansli laboratuvar kokenleri olan C. albicans ATCC
10231, C. glabrata ATCC MYA 2950 ve C. parapsilosis ATCC 22019 kullanilmistir.
Kokenler ardisik olarak artan konsantrasyonlarda (0,03 pg/ml- 2 pg/ml araligi) kaspofungine
maruz brrakilmistir. C. albicans 0,48 ug/ml kaspofungin konsantrasyonunda ve
C.paraspsilosis 1,48 pug/ml kaspofungin konsantrasyonunda direngli hale gelmistir. C.
glabrata 0,18 pg/ml kaspofungin konsantrasyonu ile en diisiik konsantrasyonda ve C.
parapsilosis ise en yiiksek konsantrasyonda diren¢ kazanan koken olmustur. Benzer bir
caligma olan Chassot ve arkadaglarinin (2016) yaptiklar1 c¢alismada, duyarli 30 C.
parapsilosis hasta izolati siirekli olarak artan konsantrasyonlarda kaspofungine maruz
birakilmistir. Direngli kokenler ortama 4,2 pg/ml kaspofungin konsantrasyonunda elde
edilmistir. Otuz duyarli kokenden 19 tane direncli 5 tane de orta sevide direncgli kdken elde
edilebilmistir [101]. Bu ¢alisma sonuglari ile karsilastirildiginda bizim calismamizda
kullandigimiz ATCC kokeninin daha diisiik bir konsantrasyonda direng gelistirdigi tespit
edilmistir. Bunun sebebinin Chassot ve arkadaslarmin (2016) klinik kdken kullanmasi
oldugu diistintilmiistiir. Bizim ¢alismamiz ve dncesinde yapilan Chassot ve arkadaslarinin
calismasi disinda Candida kdkenlerini in vitro olarak kaspofungine maruz birakarak direngli
hale getirerek, diren¢ konsantrasyonlarini belirleyen baska bir ¢alisma bulunmamaktadir
[101]. Bu nedenle sonuglarimiz sadece bu c¢alisma ile karsilastirilabilmistir. Diger
ekinokandin grubu antifungaller ile yapilan Bordallo-Cardona ve arkadaslarinin (2017)
calismasinda, ekinokandine duyarli C.glabrata klinik izolatlar1 mikafungine ve
anidulafungine 0,015-2 pg/ml artan konsantrasyonlarmda maruz birakilmistir. ilag ile
maruziyet éncesinde MIK degeri mikafungin igin 0,015 pg/ml ve anidulafungin i¢in 0,062
pg/ml olarak belirlenirken, maruziyet sonrasinda mikafungin icin 1,15 pg/ml ve

anidulafungin i¢in 2,30 pg/ml olarak belirlenmistir [129].

Calismamizda kaspofungine in vitro direng gelistirilen kokenlerin duyarli ATCC
kokenlerine gdre minimum inhibisyon konsantrasyonlarinda (MIK) degisim olup olmadig
arastirllmistir. Candida ATCC kdokenler ve kaspofungine direngli hale getirilen kokenler
CLSI M27-A3 ve M27-S4 protokollerine gore amfoterisin B, flukonazol, vorikazol,
itrakonazol ve kaspofungin kullanilarak MIK degerleri 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda tespit edilmistir. Antifungallerin MIK sonuglar1 deger araliklar1 sirasiyla
amfoterisin B i¢in 0,03-0,06 pg/ml, flukonazol igin 0,5-16 pg/ml, vorikonazol i¢in 0,12-0,5
pg/ml, itrakonazol i¢in 0,03-0,125 pg/ml ve kaspofungin i¢in 0,03-0,5 pg/ml seklinde

belirlenmistir. ATCC ve direncli hale getirilen kokenler 24 ve 48 saatin sonunda ¢ogunlukla
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duyarli olarak belirlenirken sadece C. albicans direngli hale getirilen koken ve C.
parapsilosis direngli hale getirilen koken doza bagimli direngli (orta seviye direngli) olarak
tespit edilmistir. MiK degerlerine bakildiginda kaspofungine maruz birakilan kdkenlerin
MIK degerlerinin genellikle ATCC’lere gore her ilag grubunda bir ya da iki kat arttig1
gdzlemlenmistir. Kaspofunginin MiK degerlerinin C. paraspilosis direngli kékenin ATCC
kokenine gore 24 saat sonucunda bir kat arttig1 gozlenirken (sirasiyla 0,25 pg/ml- 0,125
pug/ml), 48 saat sonucunda ise iki kat (0,5 pg/ml) artmistir. Bu artisin C. parapsilosis
kokeninin kaspofungine direng gelistirmesi ile dogru orantili oldugu diisiiniilmiistiir. Yapilan
bir ¢alismada 14 giinden fazla siire 8 pg/ml flukonazol kullanan hastalardan elde edilen 10
direngli C. parapsilosis kokeninin flukonazol MIKso konsantrasyonu 0,5 pg/ml ve
vorikonazol MIKsg konsantrasyonu 0,03 pg/ml olarak tespit edilmistir [127]. Kaspofungine
maruz birakilarak 8 pg/ml kaspofungin konsantrasyonunda direngli C. parapsilosis elde
edilerek yapilan baska bir ¢alismada ise direngli kokenlerin MIK degerinin 0,03-0,25 pg/ml

o

arasinda degistigi bildirilmistir [101].

Pfaller ve arkadaslar1 (2008) diinya capinda 90 merkezden 2001 ve 2006 yillar1 arasinda
topladiklar1 5,346 Candida kokenlerinin anidulafungin, kaspofungin ve mikafungine karsi
in vitro Ozelliklerinin incelendigi bir surveyans c¢alismasi yapmuslardir [130]. Calisma
sonucunda 2,869 C. albicans kdkeninin % 97,1’nin 0,06 pg/ml’de, 759 C. parapsilosis
kokeninin % 98,6’smm 1 pg/ml’de ve 747 C. glabrata kokeninin ise % 95’nin, 0,06
pg/ml’de kaspofungin i¢in MIK degerlerine sahip oldugu gosterilmistir. Alexander ve
arkadaglarinin (2013) yaptiklar1 bir ¢aligmada ise gilinliik 35 mg kaspofungin ile tedavi
edilmis ve basarili olunamamus direngli C. glabrata’nin kaspofungin MIK degeri 0,06 pg/ml,
flukonazol MIK degeri ise 8 ng/ml olarak tespit edilmistir [131]. SENTRY antimikrobiyal
surveyans programi kapsaminda (2006-2010) C. glabrata kokenlerinin flukonazol,
vorikonazol, anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin MIK degerleri incelenmistir.
Sonuglarda flukonazol i¢in > 64 ug/ml, anidulafungin ve kaspofungin i¢in > 0,5 pug/ml ve
mikafungin i¢in > 0,25 pg/ml degerler direncli kabul edilmistir. 669 izolattan % 9,3’ (62)
kaspofungine direncli olarak belirlenmistir. %11°i hem flukonazole direng gdsterirken, ayni
zamanda bir ya da daha fazla ekinokandine de direng gostermistir [132]. Kuveyt’te 10 yillik
donem (1996-2005) icinde yapilan bir calismada 607 kan dolasim enfeksiyon etkeni
Candida tiirii izole edilmistir. Bunlardan 240 tanesi C. albicans, 186 tanesi C. parapsilosis,
75 tanesi C. tropicalis 34 tanesi C. glabrata, 10 tanesi C. krusei ve 62 tanesi diger tiirler

olarak tanimlanmustir. MIK degerleri CLSI kriterleri i¢inde degerlendirilip amfoterisin B >
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1 pg/ml, flukonazol > 64 pg/ml, 5-flusitozin > 32 pg/ml ve vorikonazol > 4 pg/ml kabul
edilmistir. Buna gore calismada izole edilen Candida tiirlerinin flukonazole direngli
olanlarmin % 3,8’i C. albicans , % 5,8 C. glabrata ve % 40 C. krusei olarak berlilenmistir
[123].

Ekinokandinler mantar hiicre duvarmin olusumunda gorev alan B -1,3-D- glukan sentaz
enzimini inhibe etmektedir. 3-1,3-D- glukan sentaz enziminin iki alt Ginitesi bulunmaktadir.
Bunlardan biri Fksp iken, digeri Rholp’dir. Fkps bolgesinde FKS1, FKS2 ve FKS3 olmak
tizere ii¢ gen bulunmaktadir. Ekinokandinler bu genlerin kodladigi enzimi inhibe etmektedir.
Bunun sonucunda hiicre duvarinin yapisini bozmakta ve ozmatik kararsizlik sonucunda
hiicre 6liimiinti gergeklestirmektedir [133]. Hiicre duvarmin olusumunda goérev alan B-1,3-
D- glukan sentaz enzimini kodlayan FKS1 ve FKS2 genlerinin hot spot bolgelerinde
meydana gelen nokta mutasyonlar ekinokandin direncinin gelismesine neden olmaktadir.
Ekinokandine maruziyet nedeniyle FKS mutasyonlarinin olustugu ve direng gelisiminin bu

nedenle gerceklestigi bilinmektedir [134].

Calismamizda, artan konsantrasyonlarda ardisik olarak kaspofungine maruz birakilarak
direngli hale gelen Candida kokenlerinin FKS gen bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda mutant kdken haline gelip gelmedigi arastirilmistir. Bu amagla C. albicans ATCC
10231, C. glabrata ATCC MYA 2950 ve C.parapsilosis ATCC 22019 ile bunlardan elde
edilen kaspofungine maruz birakilmis kokenlerin DNA izolasyonu yapilmis ve ardindan dizi
analizi i¢in optimizasyon ¢alismalar1 uygulanmistir. Dizi analizi sonucunda elde edilen
veriler NCBI gen bankalarindaki mevcut veriler ile karsilastirilarak mutasyon taramasi
yapilmustir. Referans kokenler C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC MYA 2950 ve
C.parapsilosis ATCC 22019’de beklenildigi {izere herhangi bir mutasyona
rastlanilmamustir. C. albicans ATCC 10231°den elde edilen kaspofungine maruz birakilmig

kokenin verileri gen bankasi ile karsilastirildiginda mutasyon gozlenmemistir.

C. glabrata ATCC MYA 2950 referans kokeniden elde edilen kaspofungine maruz
birakilmis kokenin FKS1 gen bolgesinde nokta mutasyonu oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda sonuglara benzer olarak Beyda ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada
daha 6nce ekinokandine maruz kalan 13 C. glabrata izolatinda, FKS bolgesinde mutasyon
oldugunu gostermistir [135]. Baska bir ¢alismada daha Once ekinokandine maruz kalan

hastalardan izole edilen C. glabrata kokenlerinin % 32’sinin FKS mutasyonu tasidigi
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gosterilmistir. Bu durumun, ekinokandinin tedavi ya da profilaksi amaciyla kullanimi
sirasinda  biiyiik salginlara sebep olabilecegi bildirilmistir [134]. Yine ekinokandin
maruziyeti ile ilgili bir calismada, Oncesinde ekinokandine duyarli (anidulafungin ve
mikafungin) olan kokenlerin ekinokandinlere maruz birakilarak direngli hale getirilen
mutantlarmin FKS2 geninde S663P mutasyonu tespit edilmistir [103]. Duke hastanesinde
2001-2010 yillar1 arasinda kan dolasim enfeksiyonu olan 293 hastadan 313 C. glabrata izole
edilmistir. 2001 yilindan 2010 yilina kadar ekinokandine diren¢ % 4,9’dan % 12,3’e
cikmustir. 78 flukonazole direngli izolatin % 14,1°i 1 ya da daha fazla ekinokandine direng
gostermistir. Ayrica % 7,9 (75) izolatta FKS mutasyonu tespit edilmistir. Artik C.glabrata
kokenlerinin klinik olarak onemli FKS1/FKS2 mutasyonlar1 tasidigi gosterilmektedir. Bu
nedenle ekinokandin tedavisine baslamadan 6nce duyarlilik tespitinin yapilmasi gerektigi
gorlisii olusmustur [131]. Baska bir ¢aligmada, kan dolasim enfeksiyonu olan 1380 hastadan
izole edilen C. glabrata izolatiin 77 tanesi MIK degerlerine gore ekinokandin smnifi
antifungallere orta seviyede direngli ve direngli bulunmustur. Bunlardan 15 tanesinde FKS1
HS1 bolgesinde ve 35 tanesinde FKS2 HS1 bolgesinde ¢esitli mutasyonlar oldugu tespit
edilmistir [136].

Fransa’da bir olgu sunumunda 9 yasinda fankoni anemisi olan bir ¢ocukta C. glabrata’ya
bagli enfeksiyon tespit edilmistir ve hasta flukonazol ile tedavi edilmeye baslanmistir. Daha
sonra tedavisine flukonazol, flusitozin ve lipozomal amfoterisin B kombinasyonu ile devam
edilmistir. Sekiz giinlik bu tedavinin ardindan, vorikonazol tedavisi uygulanmigtir.
Hastadan izole edilen C. glabrata ile yapilan ¢alismada kaspofungin MIK degerlerine
bakilmistir. Kaspofungin MIK’i tedavinin ilk giinii 0,19 pg/ml iken, besinci giiniin sonunda
32 pg/ml olarak tespit edilmistir. Ekinokandin direnci ile ilgili olan FKS2 gen bdlgesinde
S663P pozisyonunda mutasyon tespit edilmistir [137].

Bizim ¢alismamizda, C. parapsilosis ATCC 22019’den kaspofungine maruz birakilarak
olusturulan kokenin FKS1 geni Hot Spot 2 bdlgesinin 69. pozisyonda bir nokta mutasyon
oldugu anlasilmistir. Olduk¢a korunmus bolgeler olan hot spot bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar MIK konsantrasyonlarmin artmasina, B-1,3-D-glukan sentaz enzimini
duyarhliginin azalmasina, ekinokandiler arasinda c¢apraz diren¢ gelisimine neden
olmaktadir. Ancak C. parapsilosis tiiriiniin FKS1 mutasyonlar1 nedeniyle ekinokandinlere
daha az duyarli oldugu bilinmektedir [40]. Calismada kullandigimiz C. parapsilosis ATCC
22019 kokeninin DNA dizi analizinde mutasyon tespit edilmemesi nedeniyle, kaspofungin
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ile karsilastirilarak mutant hale getirilen kokenin dizi analizinde tespit edilen mutasyonlarin
kaspofungin maruziyetine bagl olarak gelistigini gostermektedir. Bu nedenle ¢alismamiz C.

parapsilosis FKS1 mutasyonunun gosterilmesi agisindan 6nciiliik etmektedir.

Klinik C. albicans izolatlarinda yiiksek kaspofungin MIK degerlerine sahip olanlarda FKS1
geninin hot spot 1 bolgesinde baz degisikligine bagl olarak tedavi basarisizligi meydana
geldigi gosterilmistir; ancak bu kokenler ¢ok yaygin degildir. Genellikle bu baz
degisiklikleri Hot Spot 1 bdlgesinin S645Pve S645Y pozisyonlarina meydana gelen
mutasyonlardan olusmaktadir [126]. Kendi ¢alismamizda C. albicans kokeni i¢in dizi analizi
ile mutasyon gosteremedigimiz i¢in bu konuda yorum yapilamamistir. Park ve
arkadaslarinin (2005) yilinda C. albicans klinik izolatlar1 ve laboratuvar kokenlerinin FKS1
mutasyonlar tizerine yaptiklari ¢alismada, laboratuvar kékenine CaFKS1 geni pGSC8a
plazmidi ile eklenmistir ve mutant olmasi1 saglanmistir. Mutasyon sonucunda mutant C.

albicans kokeninin ekinokandine daha az duyarli oldugu gosterilmistir [138].

Candida referans kokenlerinden kaspofungine maruziyet sonucunda elde edilen mutant
direngli kokenlerin dizi analiz verileri ile diger c¢aligmalardan elde edilen veriler
karsilagtirilmistir. Calismamizda duyarli bir kokenin diisiik dozlarda kaspofungin ile
kargilasmas1 sonucunda, FKS gen bdlgesinde meydana gelen nokta mutasyonlarin, kokenin
diren¢ kazanmasma neden oldugu saptanmustir. Dolayisiyla sonuglarimiz kaspofungin

maruziyetinin direng gelisimine katkis1 oldugunu dogrulamistir.

Calismamizda mutant oldugu belirlenen kokenlerin viriilans 6zelliklerindeki degisimin
saptanmast i¢in in vitro ve in vivo viriilans ¢alismalar1 yapilmigtir. In vitro olarak adezyon,
hemoliz o6zellikleri, salgisal aspartil proteinaz (SAP), esteraz, fosfolipaz enzimleri ve
biyofilm olusturmalar1 arastirilmistir. Calismamizin sonucunda, incelenen koékenlerde, C.
albicans disindaki referans kokenlerin ve mutant kokenlerin hemoliz yapma etkilerinde,
fosfolipaz, esteraz ve SAP etkinliklerinde kayda deger bir farklilik bulunmamustir. Fakat C.
albicans ATCC 10231 referans kokeni ile mutant koken arasinda fosfolipaz ve esteraz
ozellikleri agisindan farklilik bulunmaktadir. Adezyon 6zelliginde oldugu gibi C. albicans
ATCC 10231 referans koken fosfolipaz ve esteraz enzimlerine sahipken mutant kdkenin bu

ozelliklerini kaybettigi gézlenmistir.
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Referans ve mutant kokenlerin adezyon 6zellikleri incelendiginde C. parapsilosis ve C.
glabrata referans kokenlerinin adezyon ozellikleri mutant olan kdkenlerine gore daha
diisiikken, C. albicans referans kokene gére mutant kokenin tutunma O6zelliginin azaldigi
gozlemlenmistir. Kyselgof ve arkadaslar1 (2007), C. albicans’in kaspofungine 1-2 saat
siireyle maruziyeti sonrasinda adezyon deneyi gergeklestirmislerdir. Calismanin sonucunda
C. albicans kokenlerinin insan hiicre hattina (Human keratinocytic cell line, HaCat)
tutunmasinin % 40-90 arasinda azaldigini gozlemlemislerdir [139]. Bu azalmanin sebebinin
kaspofungine maruziyetin sadece 1-2 saat gibi kisa siire ile gerceklesmesi ve direng
olusmasina imkan verilememis olmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir. Adezyon ile ilgili
baska bir ¢aligmada ise kaspofungine maruz birakilan C. albicans’in, ilacin hiicre
yiizeyindeki hiicre adezyon proteini olan Als1’i indiikleyerek adezyonu ve agregasyonu
tetikledigi bildirilmistir. Als1’e sahip olmayanlarda ise bu durumun tespit edilmedigi
belirtilmistir [140]. Bizim ¢alismamizda adezyon &zelliginin referans ve mutant kékenler

arasinda kismen degistigi gosterilmistir.

Virlilans ozelliklerinden biri de hemoliz yapma yetenegidir. Referans kokenlerde ve
onlardan elde ettigimiz direng kazanmis kdkenlerin hemoliz yapma 6zellikleri test edilmistir.
C. albicans ATCC 10231 a-hemoliz gosterirken direng kazanmis olan hemoliz yapma
ozelligini kaybetmistir. C. parapsislosis (a-hemoliz), C. glabrata (non-hemoliz) referans ve
mutant kdkenlerinin hemoliz karakterlerinde ise bir degisim meydana gelmemistir. Ellepola
ve arkadaglarinin (2015) yapmis olduklar bir caligmada saglikli ve ¢esitli hastaliklara sahip
bireylerin oral kavitelerinden aldiklar1 C. albicans kékenleri ile yapilan ¢alismada kokenler,
sublethal konstantrasyonda kaspofungin, amfoterisin B, nistatin, ketakonazol ve flukazole 1
saat boyunca maruz birakilmistir. Kisa maruziyet sonunda hemoliz 6zelliklerinde bir
degisim meydana gelmedigi bildirilmistir [141]. Bu ¢alisma sonuglar1 ile bizim ¢alisma

sonug¢larimiz benzerlik gostermektedir.

Referans ve mutant kdkenlerin SAP enziminin varligi in vitro olarak arastirilmistir. SAP
enziminin C. glabrata ATCC MYA 2950 ve C. glabrata mutant koken hari¢ diger test edilen
tiim kokenlerde mevcut oldugu saptanmistir. Calismada SAP inhibisyon zonunun i¢ ve dis
caplar1 dl¢iilmiistiir. Buna gore, diger viriilans 6zelliklerinde oldugu gibi, C. albicans ATCC
10231 kokeninin mutant kdken ile karsilastirildiginda zon ¢apinda bir diisme yasanirken, C.
parapsilosis mutant kokenin zon ¢apinin C. parapsilosis 22019 referans kokenine gore

arttig1 tespit edilmistir. Direngli kokenlere ait SAP aktivitesinn irdelendigi ¢aligsmalarda,
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SAP aktivitesinin maruziyete bagl olarak arttig1 gézlenmistir. Ornegin itrakonazole direngli
C. albicans kokenlerinin daha giiglii SAP aktivitesi gosterdigi bildirilmistir [142].
Amerika’da yapilan bir ¢alismada 4 pg/ml’den 16 pg/ml’ye kadar uzanan 7 saatlik
kaspofungine maruziyet sonrasinda, 1 saat icinde SAP5 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir
[143]. Caligmamizda elde ettigimiz C. parapsilosis mutant kokeni, benzer olarak daha
yiiksek bir SAP aktivitesi sergilemistir. Bu sonuglara gore direncin SAP aktivitesini arttirdigt

sOylenebilir.

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenekleri 6nemli bir viriilans faktordiir.
Biyofilm matriksi fiziksel bariyer gorevi gormektedir. I¢ kisminda yer alan hiicreleri
korurken antifungal ilaclarin baglamasini engellemektedir. Bdylece antifungal
konsantrasyonunu diisiirmektedir [144]. Planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda biyofilm
yapisinin ekinokandin grubu antifungallere gore 2 ile 20 kat daha fazla direngli oldugu
saptanmustir [145]. Viriilans 6zelliklerini arastirdigimiz C. albicans referans koken ve direng
kazandirilmis koken biyofilm olusturmamustir. Ancak C. parapsilosis referans koken
biyofilm yapamazken, diren¢ kazandirilmis koken orta seviyede bir biyofilm &zelligi
gostermistir. C. glabrata diger Candida kokenleri arasinda biyofilm iginde en az aktivite
gosteren tiirdiir. Bu nedenle C. parapsilosis ve C. tropicalis’e gore daha az biyokiitle
olusturdugu bilinmektedir [54]. Ispanya’da yapilan bir ¢alisma FKS2 mutasyonuna sahip C.
glabrata kokeninin diger Candida kokenlerine gore daha diisiik oranda biyofilm yaptigi
bildirilmistir [146]. Baska bir caligmada C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata kokenleri
24 saat mikafungin ve kaspofungine 24 saat muamele edildikten sonra biyofilm yapma
ozelliklerine bakildiklarinda Candida kokenlerinin biyofilm yapma 6zelliklerinde diisiis
oldugu goézlenmistir [147]. Ancak Nett ve arkadaglar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada, FKS1
yiiksek ifadesine bagli olarak biyofilm olusumunun ve antifungallere kars1 direncin arttigini
gostermislerdir [148]. Bizim g¢alismamizda, biyofim iiretimi ile antifungal direng arasinda

siirl bir iligki gosterilmistir. Dolayisiyla konuda kesin bir sonuca ulasilamamastir.

Calismamizda, esteraz ve fosfolipaz ozellikleri bakimindan direngli mutant kokenler ile
referans kokenler arasinda belirgin farkliliklar bulunmamistir. Cesitli antifungallerin
direncinin viriilans 6zelliklerine etkisi arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir, ancak
kaspofungine direng gelistirilerek mutant yapilmis kdkenlerin viriilans 6zellikleri ile ilgili
yapilan ¢aligma olmadigi i¢in yeterli kargilastirma yapilamamaistir. Bu nedenle ¢alismamizin

literatiire 6nemli katkis1 olacagina inanilmaktadir.
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Duyarli ve mutant kdkenlerin in vivo olarak viriilans 6zellikleri Galleria mellonella larvasi
kullanilarak arastirilmistir. Memeli hayvanlar yerine maliyet, etik kurallar ve ¢alisma siiresi
gdz Oniinde bulundurularak mini deney hayvami modeli tercih edilmistir. Bu nedenle
literatiirde oncii ¢alismalardan biridir. Referans kokenler ile bunlarin kaspofungine artan
dozlarda maruz birakilmasi sonucunda elde edilen mutant direngli kdkenler G. mellonella
larvasina verilerek, larvalarin sag kalimlar1 takip edilmistir. Referans kokenler ve mutant
kokenlerin larva enfeksiyon modelindeki mortalitelerine bakildiginda, birbirlerine yakin
olduklar1 gézlemlenmistir. Kaspofungin direncinin viriilans faktorlerinden bagimsiz oldugu
goriilmustlir. Kaspofungin direngli kokenler ile olusan enfeksiyonlarin mortalitesi,
kaspofungin duyarli kdkenden farkli bulunmamistir. Kaspofungin direncinin viriilansi ve
mortaliteyi etkilemedigi anlasilmistir. In vivo ve in vitro sonuglarimiz bu baglamda paralellik

gostermistir.

Calismamiz referans kokenlerden kaspofungine maruz birakilarak elde edilen direngli
mutant kokenlerinin, G. mellonella larva infeksiyon modelinde in vivo olarak viriilansinin
degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Bu nedenle maruziyete bagl direng gelisen Candida
kokenlerinin viriilans 6zelliklerini  karsilastirabilecegimiz ¢alisma bulunmamaktadir.
Bununla birlikte bakteriler tizerinde daha 6nce yapilan ¢alismalarda, viriilans ile antibiyotik
direncinin birbirinden bagimsiz oldugu gosterilmistir. Chusri ve arkadaslari (2014), 222 adet
Acinetobacter tiirleri iizerinde ¢alismiglardir. G. mellonella viriilans deneyi sonucunda,
karbepenem direngli olan kokenler ile duyarli olan kokenlerin viriilanslar1 arasinda bir
farklilik bulunmamustir [149]. Wand ve arkadaslarinin (2015) yaptiklari bir ¢aligmada klinik
orneklerden izole edilen kolistin direngli A. baumanii kékenlerinin viriilansi, G.mellonella
larvalarinda degerlendirilmistir. Kokenler 6 hafta siireyle kolistine maruz birakilmistir.
PMR, IPX genlerinde mutasyon olusan kokenlerin viriilansi ile duyarli vahsi kékenlerin
viriilans1 arasinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir [150]. Baska bir calismada,
G. mellonella modelinde karbapenemaz iiretmeyen ve iireten Klebsiella pneumoniae
kokenlerinin virtilanslart incelenmistir. Karbapenemaz iiretmeyen K. pneumoniae
kokeninin, {ireten kokene gore daha virulant oldugu tespit edilmistir [151]. Kalkanci ve
arkadaslar1 (2015), antibiyotiklere direngli ve duyarli mantar ve bakteri koékenleri ile larva
modelleri olusturmuslardir. Calismada, antibiyotik ve antifungal direncinin larvalardaki
enfeksiyonun mortalitesini degistirmedigi sonucuna ulasilmistir [94]. In vivo ve in vitro
viriilans ¢aligmalarimizin sonuglar1 birbirleri ile paralellik gostermistir. Direng ile viriilans

arasinda bir iligki kurulamamastir.
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Direncin, viriilanstan farkli bir kavram oldugu, hastalik patogenezinde viriilans faktorleri
gibi etkili olmadig1 diistinlilmiistiir. Direng gelisimi, viriilans1 diisiik kokenlerde tedaviyi
engelleyebilen ve mortaliteyi kendi bagina arttiran bir 6zelliktir. Viriilans1 yiiksek bir koken
ile olusan duyarl bir enfeksiyonun tedavisi kolaylikla yapilabilirken, diisiik viriilansa sahip
ancak direngli bir Candida kokeni ile olusan enfeksiyon hasta igin Oliimciil

sonuglanabilmektedir.
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6. SONUC

Ekinokandinler rehberlerde ¢esitli Candida enfeksiyonlarinda ilk tedavi segenegi olarak
onerilen direng gelisimi yeni tanimlanmaya baslamis ve azol direnci gelismis kokenlerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla bagvurulan yeni nesil antifungallerdir.
Ekinokandin kullanimi sirasinda direng gelisen olgularin bildirilmesi, ¢alismamizin temel

hipotezini olusturmustur.

Calismamiz ekinokandin sinifi i¢inde en ¢ok tercih edilen antifungal olan kaspofungine
diren¢ kazanan Candida tiirlerinin virlilans ozelliklerinin nasil degistiginin anlasilmasi
amaciyla yapilmistir. Kaspofungine duyarli olan C. albicans ATCC 10231, C. glabrata
ATCC MYA 2950 ve C.parapsilosis ATCC 22019 referans kokenleri, artan
konsantrasyonlarda ardigik pasajlar ile kaspofungine (0,03 pg/ml- 16 pg/ml) maruz
birakilarak direncli hale getirilmistir. Maruziyete bagli olarak C. albicans 0,48 pg/ml’de C.
glabrata 0,18 pg/ml’de ve C. parapsilosis 1,48 pg/ml’de direngli hale gelmistir. Referans ve
direncli kdkenlerin cesitli antifungaller ve kaspofungin i¢in MIK degerleri belirlenmistir.
Maruziyet sonucunda direncli olarak kabul edilen kdkenlerin MiK degerleri CLSI M27-A3
ve S4 formunda yer alan verilerde duyarli ya da orta direngli olarak belirlenmistir; buna
ragmen duyarli referans kokenlere gore direngli kokenlerde bir ya da iki kat MIK artist

oldugu belirlenmistir.

Kaspofungin maruziyeti sonrasinda gelisen direngli kokenlerdeki etkinin ekinokandinlerde
direncten sorumlu FKS1 ve FKS2 genlerinin ¢ok iyi korunmus Hot Spotl ve Hot Spot2
bolgelerindeki mutasyonlara bagli olup olmadig1 anlagilmasi i¢in dizi analizi yapilmistir.
Analiz sonuglarinda C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC MYA 2950 ve
C.parapsilosis ATCC 22019 referans kokenlerinde herhangi bir mutasyona rastlanmamustir.
C. albicans ATCC 10231 referans kokeninin verilerini gen bankasindaki veriler ile
eslesmemistir. Diren¢ kazandirilan C. glabrata kokeninin FKS1 gen bdlgesinde mutasyon
tespit edilirken, C.parapsilosis direngli kokeninin FKS1 HS2 bolgesinde nokta mutasyonlar

bulunmustur. Boylece kdkenlerde mutasyon olustugu dogrulanmistir.

Referans kokenler ve mutant kdkenlerin viriilans seyrinde dirence bagli olarak degisim olup

olmadigi anlasilmasi ig¢in in vivo ve in vitro virilans deneyleri yapilmistir. In vitro
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deneylerde elde edilen verilerde viriilans 6zelliklerinde mutasyona ve dirence bagli olarak
belirgin bir degisim tespit edilmemistir. In vivo viriilans deneyi olarak Galleria mellonella
larvas1 kullanilmistir. G. mellonella larvalarinin mortalitelerinde mutant ve referans
kokenler arasinda onemli bir degisim gozlemlenmemistir. In vivo ve in vitro deneyler
sonucunda kaspofungin direncinin viriilans faktorlerinden bagimsiz oldugu goriilmiistiir.
Kaspofungin direngli kdkenler ile olusan enfeksiyonlarin mortalitesi, kaspofungin duyarli
kokenden farkli bulunmamistir. Kaspofungin direncinin viriilanst ve mortaliteyi

etkilemedigi anlasilmastir.

Antifungallerin kisitli olmasi ve hizla gelisen direng mekanizmalari nedeniyle direng
gelisimlerinin aydinlatilmas1 konusu, tedavi uygulamalari i¢in 6nem arz etmektedir. Her ne
kadar yeni nesil bir ila¢ olarak kabul edilse de profilaktik ve terapdtik olarak kullanimina
bagli olarak kaspofungine diren¢ gelismektedir. Calismamizda kaspofungine maruz kalmaya

bagli gelisen direng ile viriilans arasinda bir iliski olmadig1 sonucuna varilmaistir.

Calismamiz sonuclar1 topluca degerlendirildiginde, bundan sonra benzer bir calisma
yiiriitecek aragtirmacilar i¢in bazi dneriler siralanmistir;

1. Kaspofungin tedavisi sirasinda direng gelisebilir. Bu direng klinik cevabi degistirebilir,
tedavi basarisini azaltabilir. Bu konuda dikkatli olunmalidir.

2. In vitro kosullarda, diisik dozda ila¢ ile uzun siire karsilasma sonrasinda direng
gelistirilebilir. Bu direncli kokenlerin viriilans 6zelliklerine bakilmasi bu alandaki bilgi ve
veriyi arttiracaktir.

3. In vivo model olarak larvalarin kullanim1 yayginlasmalidir.

4. Bakteri enfeksiyonlari i¢in de direng-viriilans iliskisine dayali modeller gelistirilmelidir
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