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1. GIRIS
Son yillarda invaziv mantar enfeksiyonlarinin gérilme sikhgi
dramatik olarak artmig ve toplum sagligini tehdit eden bir durum haline
gelmistir. Ozellikle Candida ve Aspergillus tirleri ve diger patojen maya ve
kifler, immun yetmezlikli hastalarda hayati tehdit edici firsatci

enfeksiyonlara neden olmaktadirlar.

Candida albicans, firsat¢i fungal bir patojen olup, insanlarda
sistemik veya mukozal enfeksiyonlara sebep olmaktadir. immun
yetmezlikli hastalarda, sistemik invazyon sonrasinda, hayati tehdit
edebilecek sistemik enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Candida albicans
In neden oldugu enfeksiyonlar zaman ilerledikce daha 6nemli hale
gelmektedir. Kandidoz dinya genelinde nozokomiyal enfeksiyon
hastaliklari arasinda dérdincl sirada yer almaktadir. Bu siralama dinya
genelinde de hemen hemen aynidir. Nozokomiyal Candida kandolagimi
enfeksiyonlarinda, antifungal tedavi 6lim oranini azaltiyor gibi gérinse de,
hala kandidemi badimli  6lim  oranlart  yOksek dizeylerde
bildiriimektedir.>** immun yetmezlikli hastalarda bir bagka 6lim nedeni
invaziv aspergillozdur. Bu enfeksiyonlarin en sik karsilasilan etiyolojik
ajani  Aspergillus fumigatus ‘tur. invaziv aspergilloz, nozokomiyal
enfeksiyon hastaliklari arasinda daha az rastlanilan bir enfeksiyon olarak
belirtiise de, bu enfeksiyonlar %90 lara varan oranlarda o&limle

sonuclanabilmektedir.>®

Patojen mantarlar konak dokuya saldirmada yardimci olacak
virilans  faktorlerine  sahiptirler.  Mantarlarin  virGlans  faktorleri,
patogenezde rol oynayan faktorlerdirler.”® Fungal enfeksiyonun
ilerlemesine olanak saglayan faktdrlerden biri de, mantarin konagin kisitli
demir ortamina adapte olabilme yetenegidir. insan viicudunda bol

miktarda bulunan demir, esas olarak hlcre icerisinde (intraselular) lokalize



olmus haldedir. Bu konumda olmasi ise mikroorganizmalar agisindan
ulasilmaz bir yerde oldugu anlamina gelmektedir. Patojen
mikroorganizmalar basarili bir sekilde hayatlarini sirdtirmek ve codalmak
icin bu esansiyel elementi assimile etmek zorundadir. Bunun icin &6zel
mekanizmalara sahip olmalan  gerekmektedir. Bu gereksinim
dogrultusunda mantarlar siderofor denen, demir selate edici bilesikler
salgilarlar. Rekabet ortaminda mikroorganizmalarin geligimini belirleyen
bu bilesikler, fungal enfeksiyonlarin ilerlemesine neden olan virtlans

faktdrleri arasinda dnemli bir yere sahiptir.®®°

Bakteriyal sideroforlar hakkinda birgok c¢alisma mevcut
olmasina ragmen, fungal sideroforlarla ilgili bilgiler ¢ok kisitlidir. Dolayisi
ile bu tezde, cesitli patojen mantarlari demirin kisith oldugu &6zel bir
besiyerinde Ureterek, cesitli konvansiyonel ve molekiler ydntemlerle

sideroforlarin varligini saptamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Mikoloji ~ mantar bilimi olup,Yunanca mykes (mantar) ve

logos (bilim) kelimelerinden olusmaktadir.’

Mantar enfeksiyonlarina ait bilinen en eski bilgi Hindu kutsal
yazitinda (Samhita,M.O. 2000-1000) bulunmaktadir. A.C. Celsus'un 8
ciltlik 'De re medicina' adli eserinde yer alan ve Hipokrat'in M.O. 400-300
yillarinda thrush olarak adlandirdigi agizdaki Candida enfeksiyonlarina ait
bilgiler ilk mikoz olgulari olarak sunulmustur. Bununla birlikte ilk yGzyillarda
Misir'hlar tarafindan Tanri Osiris'in insanlara bir armagani olarak sunulan
sarap ve ekmek, o yillarda insanlarin mantarlardan yararlandiklarini
gbstermistir. G. Bauhin (1560-1624) 'Pinax Theatri Botanici' adli eserinde
100 kadar mantarin 6zelligini bildirmistir. Mantarlarla ilgili ilk gercek
anlamdaki caligmalar ise XVII. ylzyilda, Antonie van Leeuwenhoek'un
(1632-1723) mikroskobu kesfi ile baslamig, bu mikroorganizmalarin
yararlari, zararlari, olusturduklari enzimler, toksinleri ve mikoz olarak
tanimlanan hastaliklari konusunda zaman iginde kapsamli bilgilere
ulagiimistir. 1729 yilinda, mikolojinin kurucusu olarak kabul edilen italyan
botanist P.A. Micheli, 'Nova Plantarum Genera' adli eserinde mantarlar ile
ilgili arastirmalarini yayinlarken, E. Fries 'Systema Mycologicum' adli

eserinde mantar sistematiginin esasini sunmustur.”%1%11:12

2.2. Tanim ve Taksonomi

Mantarlar  bitkilerden daha az farkhlasmis fakat

prokaryotlardan daha ylUksek organizasyon gbsteren  Okaryot



mikroorganizmalardir. Canlilarin besinci alemini olusturan mantarlarin

50.000'den fazla tiirdi bulunmaktadir.'®

GUnUmizde tibbi acidan dénemli olan mantarlar su sekilde
siniflandinimaktadir:'
Domain: Eukaryota
Kingdom: Fungi
Division: Chytridiomycota
Division: Zygomycota
Division: Ascomycota

Division: Basidiomycota

Mantarlarin taksonomisi esas olarak morfolojik 6zelliklerine
dayanmaktadir. Tipta, mantarlarin gruplandiriimasi tibbi pratik acgisindan
ele alinmigtir. Buna gbére mantarlar, kifler (filamentéz mantarlar), mayalar,

dimorfik mantarlar ve dermatofitler olmak tizere gruplandiriimaktadirlar.'*

2.2.1. Kufler (Filamentdz mantarlar)

Kiflerin temel elemani hiflerdir. Hifler dallanmig, tubuler
yapilar olup, 2-10 um uzunlugundadirlar. Hifler biraraya gelip miselleri
olustururlar. Vejetatif misel, besinlerin bulundugu yere dogru gelisirken,
hava miselleri beslenme ortaminin digina dogru geligir. Misellerin
besiyerindeki goérinimine ise mantar tallusu (koloni) olarak

adlandiriimaktadir. ™

2.2.2. Mayalar

Guilliermond (1912) mayalari tomurcuklanma
(blastformasyonu) ya da ortadan ikiye bélinerek (fision) cogalan tek

hiicreli mantarlar olarak tanimlamistir.’® Klinik dnemi olan mayalarin ¢ogu
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yuvarlak veya yuvarlagimsidir. Gaplari 2-20 um, boylari 2-50um arasinda
degismektedir. Tomurcuklanma sirasinda, olgunlagsan ana hulcreden
kopan blastokonidiyum denen yavru hicreler, bazi mayalarda (Candida
thrleri) ana hlcreden ayrilmadan pesisira uzar gider. Olusan bu yapiya

yalanci hif (psédohif) adi verilmektedir.'

2.2.3. Dimorfik Mantarlar

Bazi mantarlar, ¢cevre kosullarina bagh olarak maya veya kuf
seklinde bulunabilirler. Bu olaya dimorfizm denilir.' Dogal ortamlarinda ve
oda sicakligindaki besiyerlerinde kuf, in vivo ve 35-37°C' de maya
seklinde Ureyen mantarlara ise dimorfik mantarlar adi verilmektedir. Kif
seklinden maya sekline déntisimu, 1sinin 35-37°C'ye ylkselmesi, ortamda
basit sekerlerin fazla miktarda bulunmasi, sistein gibi sulfidril gruplarinin
bulunmasi ve bir organik nitrat kaynaginin bulunmasi gibi faktorler
etkilemektedir."

2.2.4. Dermatofitler

Dermatofitler keratinaz Gretebilen filament6z mantarlardirlar.
Dolayisi ile keratince zengin dokulari (deri, sag, tirnak) enfekte ederler.
Mantar besiyerlerinde 25-30°C'de 5-14 gln inklbasyonun ardindan,

killtiirde farkli renklerde yiin yumagi seklinde drerler.’>'

2.3. Hiicre Yapisi

Mantar  hdcre duvarinin  %80-90’'nini  karbohidratlar
olusturmaktadir. Polisakkarit olarak mannan, glukan ve kitin igermektedir.
Mannoproteinler, mannan ve bunun polimeri olan mannozun, proteinlerle
kovalent baglar olan glikoproteinlerdir. B- glukanlar, B -1,3 ve B -1,6
baglari iceren glukozun dallanmis homopolimerleridir. Ayrica mevcut olan
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kitin, B -1,3- 1,4 baglar iceren N- asetil-D- glukozaminin dallanmis
homopolimeridir. Protein ve lipidler hlcre duvar yapisinda c¢ok az
bulunmaktadirlar. Glukan ve kitin sert bir ag olusturarak, duvarin yapisal
bilesenini olusturmaktadir. Proteinler ve gluko(manno)proteinler bu
iskelete baglanirlar. Hicre duvarindaki imminodominant yapi mannandir.
Duvar kuru agirhginin %30’unu ve polisakkarit igeriginin %40’in1 mannan
olusturmaktadir. Glukan ise kuru agirhgin % 47-60’ini olusturmaktadir.
Proteinler % 6-25, lipitler % 1-7 ve kitin % 0.5-9 oraninda

bulunmaktadir.’”'®

Mantarlarda ¢ok katli (kitin,mannan,glukan) bir hicre duvari
bulunmasi, mantarlarit gergek bir hicre duvari olmayan hayvan
hicresinden ayirmaktadir. Ayrica mantar hlcre duvarinda bulunan Kitin,

mantarin bakteri ve yiiksek bitkilerden ayriimasini saglamaktadir.''?

Hayvan hacreleri gibi 0karyot olan mantarlarin sitoplazma
zarl yapisal olarak insan sitoplazma zarina benzerlik gdstermektedir.
Dolayisi ile mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ilaglar, bu
yapisal benzerlikten dolayl, insan hlcresi Uzerine de toksik etki
yapmaktadir. Sitoplazma zar sterol icermekte ve sitoplazma igerisinde
mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi gibi organeller yer almaktadir.

Bunlarin yani sira zarla gevrili gercek bir cekirdege sahiptirler.™



Tablo 2.1: Mantarlar ve bakteriler arasindaki 6nemli farklar. "

Ozellikler

Nukleus

Sitoplazma

Sitoplazma
zari
Hulcre duvari

Metabolizma

Boyut

Dimorfizm

Mantarlar

Okaryot.Nukleus zarla
cevrili
Birden fazla kromozom.

Mitokondriler var.ER var.
80S ribozomlar.

Sterol(ergosterol) icerir.

Glukan, mannan,
kitin, kitosan

Heterotrof.Aerob.
Fotosentez yok

Maya:5-10um,
Kdf: Tanimlanamaz

Siklkla gérultr

Bakteriler

Prokaryot.Nukleus zari yok.

Sadece bir kromozom.

Mitokondri yok.ER yok.
70S ribozomlar.

Sterol icermez.

Murein,teikoik asit,
proteinler

Heterotrof; Zorunlu ve
fakdltatif aerob ve anaerob

1-5 um

Gorilmez




2.4. Goériiniim ve Boyanma Ozellikleri

Kiflerin temel yapi birimi olan hifler G¢ boyutlu olarak
incelendiginde, hlcre duvarlari birbirine paralel tabller yapilar olarak
g6zlemlenirler. Bazi kiflerde hifler enine bdlmelere bdélinmistar.
Hulcrelerdeki bu enine bdlmelere septum adi verilir. Septumlu hifler bélmeli

hifler, septumsuz olanlar ise bélmesiz hifler olarak tanimlanirlar.”"

Tomurcuklanarak ya da ortadan ikiye boélinerek c¢ogalan
mayalar ise, tomurcuklanan yavru hicrenin ana hicreden kopmamasi
sonucu yalanci hif (psdédohif) denen filamentdz yapilar olusturabilirler.
Gergek maya hiflerinde hiicre duvarlari birbirine paralel iken, yalanci
hiflerde tomurcuklanma bdlgesine yakin bir yerde ice bukey bir yapi

goralar. "

Gram pozitif olan mantarlar, aside direncli boyanmamakta,
histopatolojik amacli olarak Giemsa, hematoksilen eozin, peryodik asit sif
(PAS), Gomori'nin metanamin gimius (GMS) boyasi, Wright ve Gram

boyamasindan yararlaniimaktadir. "'

2.5. Fizyoloji

Tum mantarlar heterotroftur; yani besin maddesi olarak
ekzojen organik karbon kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Pek azi diginda,
mantarlar zorunlu aeroptur. Fotosentez yetenekleri bulunmayan ve zorunlu
kemoorganootrofik olan mantarlar degisik karbon kaynaklarini kullandiklari
icin, dogada cok cesitli yasam alanlarinda yaygin bicimde bulunurlar.
Dogal yasam alanlar bagta bitkiler olmak Uzere, hayvanlar, toprak, su,
atmosferdir. Ayrica distk su potansiyeli, disik sicakhk dereceleri ve
disik oksijen gibi 6zel veya olagandigi kosullarda yasamlarini

surdarebilirler. Pek ¢ok tlr ¢cok basit besiyerlerinde bile Ureyebilmektedir.
8



Besin zincirlerinde, karbon, azot ve kukart déngulerinde 6nemli rol
oynarlar. Mayalarin fizyolojik aktivitelerinin cogu insan yasami igin yararl
olmakla birlikte (besin ve ilag endistrisi), bazi tlrlerin (6rnegin;Candida
albicans) firsatgl insan patojeni oldugu, bir kisminin da besinlerin

bozulmasina yol actigi bilinmektedir.'**°

2.6. Ureme

Mantarlar sporlari araciigr ile Grer ve canliliklarini
surdardrler. Kolayca havada dagilirlar ve ortam kosullarina oldukca
direnclidirler. Uygun ortam bulduklari zamansa c¢ogalmaya baglarlar.
Mantar sporlari iki tip treme sonucu olugmaktadir:

1. Eseysiz (anamorfik) Ureme

2. Eseyli (telemorfik) Greme

2.6.1. Eseysiz Ureme

Tek bir ana hicrenin mitoz ile bdlinmesi ile olusur. Hiicre
cekirdekleri arasinda birlesme s6z konusu dedildir. Bu tGreme bigiminde,
mantar hicresinde hacim ve kitlece artis s6z konusudur. Hif sayisi artar,
koloni blylr ve eseysiz cogalma 6zelligi gbésteren yapilar olusur. Tibbi
6nemi olan mantarlarin olusturdugu eseysiz sporlar; artrokonidya,

blastokonidya, klamidokonidya, konidyospor ve sporangiyosporlardir.” '

2.6.1.a. Artrokonidya

Ozellikle bdlmeli hif yapan kiif mantarlar tarafindan, siklikla
hifin parcalanmasi sonucu olusturulur. Dikdértgen ya da fi¢i gérinimuinde

olup, uygun kosullarda yeni hif ve mantar kolonilerinin olusumunu saglar.
7,13



2.6.1.b. Blastokonidya

Maya hdcrelerinin - tomurcuklanmasi ile olugsmaktadirlar.
Tomurcuklar u¢ uca geldiginde tesbih gérintist ortaya ¢ikmaktadir. Bu
yapiya yalanci hif (psédohif) denilmektedir. Bazi kufler de blastokonidya

olusturabilmektedirler. "2

2.6.1.c. Klamidokonidya

Bir hifin ucunda (terminal), arada (interkalar) veya yan
kisimlarinda (sesil) bulunan tek htcreli, kalin duvarh, oval, genis yapilara
klamidokonidyum adi verilir. Cogalma fonksiyonundan ziyade mantarin
dayanikli elementleridirler. Sitoplazmanin yogunlagsmasi ile
olusmaktadirlar. Isi ve kuruluga direncglidirler. Uygun kosullar olustugunda

acilip yeni mantar hiicresi olusturabilirler. '3

2.6.1.d. Konidyospor

Hiflerin uglarinda olusmus serbest sporlar olup, olusturduklari
hiflere farkh sekillerde baglanirlar. Ascomycota ve Deuteromycota
bélimindeki mantarlar tarafindan olusturulmaktadirlar. Konidyosporlari
tasiyan hifler konidyofor adini alirlar. Bazen Aspergillus ve Penicillum'da
oldugu gibi fialid ucunda boncuk tarzinda, bazen Microsporum canis'de
oldugu gibi birka¢ bélmeli blylk sporlar gériniminde (makrokonidyum),

bazen de hiflere yapisik, tek hiicreli (mikrokonidyum) yapidadirlar. '3

2.6.1.e. Sporangiyospor

Sporangiyosporlar,  sporangiyofor  olarak  tanimlanan
bélmesiz hiflerin ucunda yer alan, sporangiyum denen ince duvarli
keselerin icinde olusmuslardir. Olgunlastiyi zaman kese patlar ve agiga
cikarlar. Tibbi énemi olan Zygomycetes sinifi mantarlarda ( Rhizopus,

Absidia) olusan sporlardirlar. ~'?
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2.6.2. Eseyli Ureme

Mantarlarda eseyli Ureme prensip olarak ylksek
okaryotlardakiyle aynidir. iki haploid mantar hiicresinin biraraya gelmesi
(plazmogami), haploid nukleuslarin fizyonu (karyogami) ve sonra
cekirdegin boélinmesi (mayoz) ile olugan haploid hiicre olusumu evrelerinin
timii eseyli Gremeyi olusturur. insan dokularinda parazit olarak yasayan
mantarlarda eseyli sporlar ¢cok ender olarak gelisir. Tibbi dnemi olan
mantarlarda, zigospor, askospor, bazidiyospor ve oospor olusumu ile

sonuglanan eseyli ireme gérilmektedir.” >4

2.6.2.a. Zigospor

Uygun iki hifin ucundaki 6zgin hdcreler yanyana geldiginde
aralarindaki bélmelerin kaybolmasi ve hucrelerin fizyonu sonucu olusan
blylk ve kalin ceperli yeni hlcrelerdir. Zygomycetes sinifi mantarlarda

gorilmektedir. 1314

2.6.2.b. Askospor

Askosporlar askus adi verilen keseler iginde bulunur. Her
askus 2 ile 8 arasinda, ortalama 4 spor icerir. Ayni ya da ayri hiflerde
bulunan anteridyum ve askogonyum adli iki hdcrenin yanyana gelerek
birlesip  bdtinlesmesinden meydana gelmektedirler. Ascomycota

bélumiindeki mantarlarda gérilmektedir. "'

2.6.2.c. Bazidiyospor

Eslesme sonucunda hiflerin ucunda bulunan ve bazidyum
denilen lobut bicimindeki olusumlarin Ustinde ve diginda meydana gelen
sporlardir. Uygun iki hicrenin birlesmesi sonucu mayoz ve diger

bélinmeler sonucu doért spor olusur ve bu sporlar bazidiyum Gzerinden
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¢lkan dort sapin herbiri Gzerine yerlegir. Basidiomycota bdlimuindeki

mantarlarin sporlari drnek gdsterilebilir, "3

2.6.2.d. Oospor

Eseyli Greme sonucunda bazi mantarlarda bir baska eseyli
spor ¢esidi olan oospor olustugu gézlenmistir. Anteridyum ve oogonyumun

birlesmesi ile meydana gelir. ">

2.7. Viriillans Faktorleri

Patojen mikroorganizmalarin hastallk yapma dereceleri
virtlanslar1 olarak isimlendirilir. Virtlans faktorleri, konakta patojenlerin
nasil hasara neden olduklarini agiklar. Bu faktorler bazi patojenler igin
gerekli, bazilari igin de yardimcidir.®

Mikozlarin patogenezi ile ile ilgili bilgiler ¢ok kisithidir. Dogal
direnclerinden dolay! bagisikhk sistemi gicli kisilerde cok seyrek olarak
mantar enfeksiyonlarina rastlanirken, immun sistem yetmezIligi olan
hastalarda firsatci mantarlarla bile sistemik enfeksiyon gelisebilmektedir.’
Ornegin aviriilan olan Candida, Aspergillus, Rhizopus, Fusarium gibi
firsatgi mantarlar immun yetmezlikli kisilerde Olimle sonuglanabilecek
enfeksiyonlara sebep olabiliyorken, dermatofitler saglikli bireylerde dahi
hastalik olusturabilmektedir.?’  Mikroorganizmalarin hastalik olusturma
Ozellikleri, esasen aralarinda kesin bir sinir olmayan iki terimle
aciklanmaktadir; hastalik yapici karakterdeki "patojen” mikroorganizmalar
ve hastalik olusturma 6zelligi bulunmayan "apatojen" olanlar. Hastalk
yapici  karakterdeki bir mantarin vicuda girmesi enfeksiyonun
olusmasindaki ilk asama olsa da, infeksiyonun meydana gelmesi igin

yeterli degildir. Konakta Ureyebilme ve gogalma 6zelligi etkenin enfeksiyon

12



olusturabilmesi i¢in bir 6n kosuldur. Eger etken vicuda yerlesmiyor,
Uremiyor veya yayllma egilimi g6stermiyor ise enfeksiyon olusmaz. Bu
sebeple vicutta patojen bir mantarin bulunmasi enfeksiyonun baglamasi

icin ®n kosul olmasina ragmen enfeksiyonun gelismesinde yeterli degildir.?

Enfeksiyonun geligsebilmesi icin 6ncelikle mantarin konak
hicrelere tutunmasi, hicrenin savunma mekanzimalarindan kagmasi,

uygun kosullar altinda kolonize olmasi gerekmektedir.

Hlcrenin savunma mekanizmalarindan kagista en onemli
mekanizma, fagositoz olayini engellemeye ydnelik olanidir. Cryptococcus
gibi  buydk hacimli mantarlar, kapstlleri aracihgr ile fagositozdan
korunurken, bazi mantarlar da belirli hicre duvari komponentleri ve
melaninleri yardimi ile kendilerini korumaktadirlar.” Candida 'larda konak
hicre ile etkilesim, reseptér -ligand etkilesimleri ile saglanmaktadir.
Reseptor-ligand etkilesimi farkli tip kandidoz patogenezinde anahtar
faktordir. Organizmaya hangi reseptérin baglandigi, infeksiyona karsi
gelistirilen konak cevabini kararlastirmak agisindan Onemlidir. Ayrica
Candida tirleri konak hiicreye baglanmada aracilik yapan birgok adezin
icermektedir. Toll- like reseptorleri (TLRs) patojenle iligkili molekiler
desenleri tanimada ve infeksiyona kargi dogal ve kazaniimig bagisiklikta
esas rolil oynamaktadir. iki farkh TLRs; TLR2 ve TLR4, C. albicans'
tanimakta ve HDC (hematogenously disseminated candidiasis) ye karsi
konak savunmasini module etmektedir. Phan, C. albicans hiflerinin, in vitro
vaskuler endotelyal hucrelerin ylzeyindeki N-cadherin'e baglandigini
kesfetmis ve N-cadherin'e baglanma olayinin, organizmay! endosite
etmesi icin konak huUcresini uyarmakta oldugunu belirtmistir. Endotel
hicrelerin N-cadherin'lerin siRNA(small interferring) ile ekspresyonunun

down-regilasyonu C. albicans endositozunu azaltmaktadir. N- cadherin
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'den baska diger endotelyal hicre proteinleri de,bu organizmalarin

endositozuna aracilik etmektedir.®

Yukarida bahsedilen konadin savunma sistemlerinden
kacista, mantarlarin virtlans faktérleri 5nemli rol oynamaktadlr.3
2.8. Mantarlarin Virilans Faktorleri

2.8.1. Toksinler

ilk defa Henrice tarafindan Candida albicans 'da endotoksin
benzeri toksin bulundugu gosterilmigtir. Toksin 0Oretimi iki grupta

incelenmektedir;

2.7.1.a. Yuksek molekdiler agirlikh toksinler (Glikoproteinler ve kanditoksin)

Saglam hdcrelerde, hlicre duvarinda bulunurlar.
Tavsana pirojen olup, aktinomisin D verilmis farelere letal etki yaparlar.
Toksik aktivite icin, hem protein hem karbohidrat kisimlari gereklidir. lwata,
virilan suslardan 3 toksik glikoprotein izole etmis ve bunlarin gseker
kisminin D- mannoz oldugunu goéstermistir. Kanditoksin; sitotoksik,
farmakolojik, immunolojik, enzimatik ve enfeksiyonu artirici etkiler gibi ¢gok

yonli aktivite gdstermektedir.®

2.7.1.a. Duguk molekuler agirlikli toksinler

Birbirine ¢ok benzeyen bu toksinler, sok olusturan veya

oldurlicii aktivite gdsterenler olarak ayrilir.

Sistemik hastalarda gértlen klinik belirtilerin gogu zaman
Gram (-) bakteri sepsislerinden ayirt edilememesi, Candida toksinlerinin
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patogenezdeki roline kanit olabilir. Ancak bakteri toksinleri ile potens
acisindan yarisamazlar. Bunun baslica sebebi de mayanin konakgi ile

kommensal iliski kurmasidir.®

2.8.2. Enzimler

Konakgl dokuya yayilmak i¢in mikroorganizmalar hidrolitik
enzimler Uretirler. Lipid ve proteinden olusan konakg! hiicre membrani bu
enzimlerin hedefidir. Candida albicans i¢in 14 enzim tanimlanmistir. Fakat

bunlardan sadece iki tanesinin patojenitede rol oynadigi gdsterilebilmistir.®

2.8.2.a. Proteinaz enzimi

Besiyerinde nitrojen kaynagi olarak protein varsa, bazi
Candida tirleri tarafindan salgilanir. ik olarak hiicre disi proteinaz, 1965
yilinda Staib tarafindan saptanmis ve 3 yil sonra Remold ve Fasold,
enzimi saflastirarak tiplendirmistir. Asidik karboksil proteinaz, patojen
Candida turleri tarafindan salgilanmakta, non-patojen tirlerde ise
bulunmamaktadir. Tablo 2 'de Candida tirlerinden saflastirilan

proteinazlarin bazi dzellikleri gdsterilmistir.®

Klinik ve deneysel bulgular salgisal proteinazin, Candida
vajinitinin patogenezinde rol oynayan énemli bir virllans faktéri oldugunu
desteklemektedir. Ayrica kandidal proteinaz, mukozal koruyucu sistem
elemanlarindan salgisal IgA'yl pargalayabilmektedir. IgA'nin pargalanmasi

ise fungal baglanma lehine bir olaydir.®

2.8.2.b. Fosfolipaz enzimi

Membran lipidlerinden fosfogliseridleri hidrolize eden bu

enzim, lesitin ve yumurta sarisi igeren besiyerlerinde Uretilen C. albicans
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susundan izole edilmigtir. Patojen Candida' larda genellikle %30-55

oraninda fosfolipaz liretimi saptanmaktadir.®

Tablo 2.2: Candida tiirlerinden izole edilen proteinazlarin bazi 6zellikleri.?

Enzim Optimum  Aktivite tipi Inaktivite

grubu pH ISisI

C. albicans Karboksil  2.5-3.9 Proteolitik 45°C
C. tropicalis proteinaz
Karboksil 4.0 Keratinolitik >70°C
C. albicans proteinaz
Notral 6-7.5 Proteolitik -
C. albicans proteinaz
Proteolitik
C. parapsilosis Aspartik 4.3 )
proteinaz
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2.8.3. Fenotip Dedisimi

Slutsky ve arkadaslari 1985 yilinda C. albicans ''n amino asit
yéninden zengin besiyerinde Urerken, spontan olarak koloni morfolojisini
degistirdigini gbsterdiler. Ayni arastiricilar 1987 yilinda beyaz-opak koloni
morfolojisi degisimini agikladilar. Fenotip farklihdi, mayalarin epitel
hicrelerine  tutunmasinda, noétrofillerin  kandidasidal  aktivitelerine
duyarlliklarinda, hidrofobisitelerinde, proteinaz salgilamalarinda
degisiklige neden olmaktadir. Ornegin beyaz koloni morfolojisine sahip
olanlar %90 aderens (baglanma) goésterirken, opak koloni morfolojisine
sahip olanlar %50 baglanma gd&stermektedir. Cevre faktdrlerine bagh
olarak beyaz-opak degisimi, opak-beyaz degisiminden daha sik meydana
gelmektedir. Fenotip degisiminin patogenezdeki 6nemi, in vitro sartlarda
da arastirilmis ve vajinitli hastalardan izole edilen C. albicans suslarinda

%80 oraninda gérilmistiir.®

2.8.4. Dimorfizm

C. albicans, kiltirde tomurcuklanan oval maya hicreleri
(blastokonidyumlar), uzun mayamsi hicrelerden olusan yalanci hifler ve
gercek boélmeli hifler halinde gelisebilen dimorfik bir mayadir. Candida
thrleri arasinda hif olusturarak ¢cogalabildigi bilinen tek tir C. albicans’dir.
Sicaklik, pH ve besiyeri gibi ortam kosullari gelisecek fenotipi

belirlemektedir.®

C. albicans enfekte dokuda hem maya hem hif seklinde
bulunabilmesine ragmen, aktif- semptomatik enfeksiyonu ile hif formu
iligkilidir. Hif formunun maya formuna gére dokuya 50 defa daha fazla
yapismasi, fagositler tarafindan sindirilememesi, klinik érneklerden siklikla
izole edilmesi, plastik ylzeylere yapigsmay! saglayan fibriler ylzey
tabakalar olusturmasi, patogenez ve virllansdaki rolind kanitlayan

bulgulardir. Ancak, hif (germ tap) yapma 6zelligi dnemli bir faktér olsa da,
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enfeksiyon yapmak icin ¢ok gerekli degildir. Yapilan deneylerde gimlenme
borusunun, agiz epiteline daha iyi baglanmayi sagladidi, buna karsin boru

olusumunun baskilanmasinin, baglanmay! azalttigi gésterilmistir.?

Hem blastokonidyumlar hem de cimlenme borusu, mantarin
bulundugu ylzeyi kaplayip daha ilerilere saldirmasini (invazyonunu)
gerceklestirebilir ve bunun basarilmasi icin ¢imlenme borusu kosul da
degildir. Fare deneylerinde ¢imlenmenin adezyon olayinin baslamasini

uyardidi, fakat eksikliginin invazyonu énlemedigi g('jsterilmig,tir.8

2.8.5. Hucre Yilzeyi

Konak-parazit arasindaki etkilesim baglica hem konak hem
de mikrop hucrelerinin ylzeyleriyle ilgilidir. Mikrop ylUzeylerinin patojenlige
katilimina goére bes farkhh noktada incelenmesi gerektigi 6ne sartlmagtir;
(i) konaga giris, (ii) in vivo ¢ogalma, (iii) konak savunmasina engel olma,

(iv) konak ve doku &zgilliga, (v) konagin tahribi.®

Genelde mantarlarin, 6zelde C. albicans'in ylzey bilesikleri
blydk o6lclde belirsizdir ancak virtlansla ilgisi agisindan arastiriimaya
baslandidi; hlcre ylzey tabakalarinin kimyaca yapisi, bilesikleri ve
yapismada rol oynayan 6zel bilesiklerinin patojenlikle ilgisinin incelendigi
g6rilmektedir. Cutler ve arkadaslari, C. albicans ''n hicre duvarinin
icerdigi toksik yapilar nedeni ile pirojen ve 06ldurici etkisi oldugunu
gbstermiglerdir. Sandin ve arkadaslan ise, hicre ylzeyinde mannan
iceren bdlgelerin yanak epitel hlcrelerine in vitro baglandigini
aciklamislardir® C. albicans suslar ylizey ozelliklerine gére 2 gruba

ayrilmaktadirlar;
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2.8.5.i. Besiyerindeki ylksek seker konsantrasyonuna bagl olarak hiicre

ylzey kompozisyonlarini degdistirebilen suslar

Bu degisimler mayanin c¢esitli  hicre ve ylzeylere

baglanmasini ve virGlansini artirmaktadir.

2.8.5.ii. YUzeyini degistirme 6zelligini tamamen kaybetmis olan suglar

Bunlar cok diisiik patojenik potansiyele sahiptirler.®

Hucre ylzeyi komponentlerinden en 6nemlisi hiicre duvar
mannanidir. Candida antijenleri ve kuvvetli virllans faktérleri arasinda,

mannanin 6zel bir yeri vardir. Mannan;

(i) Antijenik degisimi ile tar ve alt suglarin ayrimini saglar.

(i) Hucresel ve humoral cevabi stimule eder veya baskilayarak
enfeksiyonun devamina neden olur.

(i) Enfeksiyonlarin erken ve ¢abuk serolojik tanisi igin en uygun antijendir.
(iv) Candida 'larin immun sistem fonksiyonlari Gzerine etkilerini arastirmak

icin siklikla segilen bir komponenttir.®

2.8.6. Slaym Faktori

Bazi mikroorganizmalarin dogada ve insan vicudunda, kati
ylzeylere yapisarak, kalinhdi birkagc mm'ye varan hicre tabakalarindan
olusan biyofilm olustururlar. Bu yapismanin 6zgin olabildigi veya olmadigi
bilinmektedir. Bu biyofilm, damar ici kateter veya protez uygulamalarinda
baslica komplikasyon olan enfeksiyonlara da yol agabilmektedir. Bu
yabanci cisim, organizmada fibronektin, fibrinojen, vitronektin veya laminin
ile kaplanir ve mikroorganizmalar konagdin bu matriks proteinlerine
yapigabilirler. Burada hicre digi  matriks salgilayabildiklerinde ylzeye
yapisan, cogunlukla polisakkarit yapisinda bir biyofilm olusur.®
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Kateterler, ekstraselller matriks iginde biyofilm olusturan
mikroorganizmalar ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu
biyofimden ayrilmasi ¢cogu kez septisemi ile sonuglanmaktadir. Hastane
kaynakh kan dolagimi ile ilgili enfeksiyonlarin basinda Gram negatif
bakterilerden sonra mantarlar gelmektedirler. Ancak slaym faktérinin,
proteolitik enzimler, fosfolipaz, dimorfizm gibi diger virGlans faktérlerinden
daha az 6neme sahip olabilecedi de 6ne surilmektedir. Bu yorum, slaym
faktorin  virdlans etkisinin diger etmenlerde oldugu gibi, tim vicut
bdlgeleri i¢cin genel anlamda gegerli olmayip, yalnizca kateter gibi yabanci
bir cisme baglh enfeksiyonlarla sinirh bir cercevede kalmasindan

kaynaklanabilir.®

2.8.7. Termotolerans

insanlari enfekte eden mantarlar icin sicaklik énemli bir
unsurdur. Aspergillus fumigatus toprakta yasayan, organik maddeleri
parcalayan bir mantardir. Bu organizma hava yolu ile bulagsan énemli bir
patojendir. insanda cesitli saglik problemlerine sebep olmaktadir ve
bunlardan en ciddi olani ‘invaziv pulmonar aspergilloz' dur. Enfeksiyon
havadaki konidyumlarin solunum yolu ile alinmasi ile ortaya c¢ikar.
insanlarda hastaliga sebep olabilmesi icin ,alinan A.fumigatus
konidyumlarinin immun sistemin savunma mekanizmalarindan kurtulup

akcigerde cimlenmesi gerekmektedir. Bu asamada A. fumigatus ' un
avantaji termotoleransi ve viacit sicakliginda gelisebilme yeteneginin

olmasidir.?

2.8.8. Kapsul

Polisakkarit kapstl c¢ok fonksiyonlu virtlans faktéradar.
Cryptococcus neoformans' ta polisakkarit kapsuil bulunmaktadir. Taramali

elektron mikroskobu ile yapilan g¢alismalarda, kapsdlin maya ylzeyi
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Uzerinde bol fibriller ag yaptigini géstermistir. Bu yapi baskin olarak
glukronoksilomannandan (GXM) ibarettir. Kapstl sentezi i¢in birgcok gen
arinG gereklidir. UV ile ya da kimyasal mutagenez ile elde edilen
akapsuler mutantlan kullanarak, Kwon-Chung ve arkadaslari kapsul
sentezi igin gerekli olan 4 gen tanimlamislardir. Bunlar CAP10, CAP59,
CAP60 ve CAP64' diir. Kapstler polisakkaritin énemli bir 6zelligi, hiicre
duvarindan salinmasi ve hem deney hayvanlarinin hem de kriptokokozlu
hastalarin periferal kaninda bulunmasidir. Polisakkarit kapsdl hem
konagin dogal bagisikhginda hem de kazanilmis bagisiklikta

immunomodiilatdr etkileri olan giicld bir virtilans faktériidiir.?

2.8.9. Adezinler ve Aderens (baglanma)

Mantarlar, baglangicta konadin deri ve mukozalarina
yapisarak enfeksiyon slrecini baslatirlar. Bu olaya adezyon denilir. Konak
hicreye ve dokulara adezyon, fungal ylzey molekulleri araciig ile

gerceklesir.?

Hucre yUzeyinin en kritik gOrevlerinden biri diger hlcrelere ve
ylzeylere adere olma yetenegidir. Adezyon, nemli bir ortamda bulunan
hicreleri yikanip gitmekten korur ve biyofilm olusturarak tehlikeli

kosullardan korunmalarina yardimei olur.??

Adezyon, mantarlar icin ¢cok dnemli bir virGlans faktéradar.
Azaltilmis adherans 6zelligi olan suslarda, atente (azaltilmig) virGlans

gdzlenmektedir.?

Candida'larin mukozal epitel hicrelerine veya endotel
hicrelerine baglanmasi, kandidozun ortaya c¢ikmasinda ©6nemli bir
adimdir. Bu baglanma fungus ytzeyindeki adezinler tarafindan kontrol

edilmektedir.® Candida adezinleri olarak;
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(i)Epitelyal hlcre glikoproteinlerinin  fukoz kisimlarini taniyan lektine
benzer hlicre ylzey proteinleri,

(illKompleman reseptdr benzeri proteinler (CziiCap reseptérlerine benzer
molekilller olup 0Ozellikle endotel hicreleri icin  adezin  gorevi
g6rmektedirler.)

(iiiyMannan, tanimlanmaktadir.®

C. albicans, C. tropicalis ve C. stellatoidea 'da cesitli hiicre ve
yuzeylere baglanma yilksek oranda olmaktadir. C. parapsilosis 'de ise bu
oran disuUktlr. C. guilliermondii, C. krusei ve C. kefyr 'de baglanma

gdsterilememistir.®

C. albicans ' da Hwp1, Ala1/Als5 ve Als1, C. glabrata' da ise
Epal yapisal acidan benzer olan adezinlerdir. Bunlar, GPI- bagimh hicre
duvar proteinleridir. Konak hicre duvarindaki glukanlara baglanirlar. Bu
adezinlerin mukozal kandidozdaki 6énemi Hwp1 ile yapilan calismalarla

kanitlanmistir.?

Candida 'lar en fazla yanak epitel hiicrelerine, daha az olarak
vajinal epitel hlcrelerine ve en az oranda da Uriner sistem hucrelerine
baglanmaktadirlar. Ayrica deri, endotel, intestinal sistem hucreleri ve
Hela hicresine de baglanma olmaktadir. 36-70 um bayaklUkteki hicreler,
Candida icin hedef durumundadirlar.®

Adezin 0retimi yUksek oranda mayanin d{redigi ortama
baghdir. Optimal baglanma aktivitesi, karbohidrat bulunan uygun
besiyerinde 25°C 'de gorulmektedir. 6.2-7 pH arasinda, oral epitel

hicrelerine baglanma en ylksek dizeyde olmaktadir. HeLa hicresinde
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ise, pH 3'de Ust seviyeye ulasirken, nétral pH'da dismektedir. Ortamda
Ca™, Mg™ gibi iyonlarin bulunmasi baglanmayi artirmaktadir. Seramid
monohekzozidler ve seramid dihekzozidler maya formunda, glikozidler hif
formunda baglanmada etkili olmaktadirlar. Estradiol, progesteron,
testesteron gibi hormonlar, HelLa ve vajinal epitel hiicrelerine baglanmayi
etkilemektedirler. Ozellikle progesteron uterusta prostaglandin Gretimini
artirarak, hucresel cevabi baskilamakta, INF-a'yi, fagositozu ve sitotoksik
lenfosit etkisini azaltmakta, germ tlp yapimini artirarak ve bdylece fungal

enfeksiyonu baslatmaktadir.®

Bagirsak mikroflorasi  Candida-mukoza iligkisin inhibe
ederek, C. albicans 'In kolonizasyonunu ve yayilmasini dnleyebilmektedir.
in vitro olarak, HelLa hicresi dnceden Streptococcus salivarius ve
Streptococcus mitior ile muamele edilirse, kandidal baglanmanin énlendigi
gOrulmektedir. Barsak mikroflorasinin genis spektrumlu antibakteriyel
ajanlar tarafindan bozulmasi, Candida enfeksiyonuna neden olmaktadir.®

2.8.10. Sideroforlar

Ekstrem demir stresinin  bulundugu kosullar altinda,
mantarlar siderofor olarak bilinen, distik molekuler agirhkli (Mr < 1,500)
ferrik demir selatérleri Uretmektedirler. Bu bilesikler ferrik demiri ¢bzip,

mikrobiyal hiicrelere tagirlar.?*242°26:27

1997 yilinda Winkelmann ve Drechsel' in sideroforlarin
yapisini belirlemesinin ardindan ve 2003 yilinda Hass tarafindan yurGtilen
cahsmalarla siderofor biyosentezinin regulasyonu hakkinda edinilen
bilgilerin ardindan hem sideroforlar hem de demir kaynaklari birgok

mikroorganizmanin viriilansinda énemli bir faktér haline gelmistir.?®
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2.9. Demir ve Sideroforlar

Dinyada en ¢ok bulunan ikinci metal olan demir, Fe (ll) ve
Fe (Ill) olmak Uzere iki iyonize halde bulunabildiginden, siklikla

oksidasyon-rediiksiyon enzimlerinin kofaktdri olarak kullaniimaktadir.?*2°

Bircok canli sistem demire gereksinim duymaktadir ve demir
hemen hemen tim organizmalar igin temel elementtir. Oksijen transportu,
depolanmasi, elektron transportu, DNA replikasyonu, bakteri toksinlerinin
sentezi gibi birgcok hicresel fonksiyonda, demir &nemli rol

oynamaktadir.?*242

Herhangi bir patojenin sebep oldugu enfeksiyon strecinde,
demirin elde edilmesi, enfeksiyon olusumunda kilit noktadir. Bu metal,
memeli konagindaki yulksek afiniteli demir baglayan proteinlerden
(tranferrin, laktoferrin, ferritin, hemoglobin) ayri bir yere sahiptir.*

Demir eksikligi, mikroorganizmalarin ylzey kompozisyonlari
Uzerine etki yapabilmektedir. Yluzey kompozisyonundaki bu degisim ise
mikroorganzimanin antimikrobiyal ajanlara karsi duyarlihgini

degistirmektedir.*’

Demir, memeli dokularinda bol miktarda bulunmasina
ragmen, hicre disinda sinirli miktarlarda bulunur. Biyolojik sivilardaki
demir konsantrasyonu, demirin hicre icerisine alinimi ve hicre igerisinde
depolanmasi kontroliinde dizenlenmektedir. Hlcre digi demir, transferrin
ve laktoferrin gibi yUksek afiniteli transport glikoproteinlerine baglh iken

hiicre icinde ise, ferritin, hemosiderin, hem olarak bulunmaktadir.?%243

Serbest demir aerobik ortamlarda ¢dziinmez bilesikler (oksit-
hidroksit) halinde bulunmaktadir. Ayrica gevsek baglanan demir,
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anaerobik ortamda ¢ok toksiktir, cinkl bu formda iken serbest radikallerin
Uretimini katalize etmektedir.??*?° Bundan dolay repolimerizasyonu ve
toksisiteyi 6nlemek adina, demirin elde edilmesinin ardindan depolanmasi
fungal metabolizmanin esasi haline gelmistir. Demir toplanmasi iki
asamadan olusmaktadir; cevresel kaynaklardan veya konaktaki ylksek
afiniteli baglama proteinlerinden demirin ¢éztinmez haldeki ferrik formunu

¢ozlinlr hale getirmek ve bu metali fungal membrandan gegirmek.2427:3

Bazi patojenik mantarlarin ise siderofor sentezlememelerine
ragmen sideroforlari kullandiklari goézlemlenmistir. Kullanildigi mantar
tarafindan sentezlenmeyen sideroforlara ksenosideroforlar denilmektedir.
Ksenosiderofor tanimi ile birlikte, mantarlarin kendi sentezledikleri
sideroforlarin ~ yani  sira, sentezleyemedikleri  sideroforlari  da

kullanabilecekleri kanitlanmis olundu.?’

C. albicans hidroksamat tip sideroforlari
sentezleyebildiginden, C. albicans icin  ksenosiderofor tanimi
ferrioksaminB, ferrikrom, ferrikrosin ve fusarinin gibi sideroforlar inin

kullaniimaktadir.?’

Fungal sideroforlarin c¢cogu hidroksamat tiptedir. Buna
ragmen, zigomigetler demir dizenleyici polikarboksilatlar olugtururken,
tahta ¢clrimesine neden olan mantarlarda fenolat-katekolat tipte siderofor
bulundugu bildirilmigtir. Bu bilesikler kagit kromatografisi ile ayrigtirimis
fenolik sideroforlarla karsilastirilarak tanimlanmistir. Ayni zamanda, kesin
olmamakla birlikte C. albicans ''n da fenolatlar olusturduguna dair raporlar

sunulmustur, fakat bu raporlar renk reaksiyonlarini temel almaktayd.?*

Serumda bulunan C. albicans' n filamentdéz formunun

ferrikrom tip siderofor Urettigi ve bunun virllansda 6nemli rol oynadigi
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distndlmektedir. Ayrica C. albicans' da ferrokrom tasiyicisi, epitelyal
invazyonda gereklidir. Bunlarin yani sira hemin de C. albicans tarafindan

demir kaynagi olarak kullaniimaktadir.?’

2.9.1. Cesitli Demir Kaynaklari

2.9.1.a. Hemin

Demirin kaynagi olarak hemin kullanimi bakterilerde iyi
bilinen bir olaydir. Hemoglobinin ayrismasi ile ortaya ¢ikan demir iceren
bilesikler, iki patojenik mantar C. albicans ve H. capsulatum' u stimule
eder. Normal insan serumu C. albicans gelisimini inhibe etmektedir. Bunun
baylk ihtimalle transferrine bagl oldugu ddstndlmektedir ¢lnkd;
transferrin demiri baglar ve demir konsantrasyonunu mantarin gelisimine
etki etmeyecek seviyelere dastrir. Fakat Moors ve arkadaslar
hemoglobin veya heminin serum iceren besiyerinde C. albicans' In

gelisimini geri kazandirdigini gésterdiler.?*

2.9.1.b. B- ketoaldehit fitotoksin

Barash ve arkadaslari Stemphylium botryosum f. sp.
lycopersici den iki fitotoksin izole etmis ve kimyasal olarak tanimlamigtir.
Bu toksinlerin sentezi demirle dizenlenmekte ve ligandlar Fe (lll)' G selate

etmektedirler.?*

Zoopatojenik mantarlar tarafindan kullanildigr bilinmeyen bakteriyel

selatorler:
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2.9.1.b.i. Sistein

Bir amino asit olan sisteinin demir bagladigi iyi bilinen bir unsurdur.
Legionella pneumophila hidroksamat tip siderofor Uretmemekte ancak
CAS plaklarinda renk degisimi meydana gelmektedir. Bu aktivitenin

besiyerinin sistein icermesiyle iligkili oldugu dtsuntlmektedir.

2.9.1.b.ii. o-Keto asitler

o-Keto asitler bakteriler tarafindan salgilanmakta ve siderofor

olarak gbérev yapmaktadirlar.

2.9.1.b.iii. Hidroksi asitler

Bazi mantarlar sitrik, malik ve suUksinik asit gibi krebs
dbéngust drinleri salgilarlar.Bu hidroksi asitlerin  konsantrasyonlari
besiyerinde biraz yiksek olabilir (< 1uM). Bu bilegiklerden 6zellikle sitrik

asit, demirin potansiyel ligandidir.?*

2.9.2. Demirin Depolanmasi

2.9.2.a. Onemi

Serbest demir, harab edici bir metaldir. Fenton
reaksiyonunda Fe (Il) H2O- ile reaksiyona girer ve hidroksi radikal
olusur. Bu radikal canli hlcrelerdeki, sekerlere, amino asitlere,
fosfolipidlere, DNA bazlarina ve organik asitlere baglanarak onlara zarar
vermektedir. Dolayisi ile serbest demirin olusumu ile ortaya cikacak
toksisiteyi yok etmek ve mantar hicresine tasinan demirin
repolimerizasyonunu Onlemek amaci ile birtakim demir depolama

metodlarinin kullaniimasina gereksinim duyulmaktadir.?*
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2.9.2.b. Depo Molekulleri

Mantarlarda birgok farkli demir depolama mekanizmalari
bilinmektedir. Saccharomyces cerevisiae' da polifosfatlar vakuolar depo
bilesikleri olarak goérev yaparken, zigomicetlerde ferritin benzeri proteinler,
demir depo bilesikleri olarak gbérev yapmaktadirlar. Askomicgetlerde ve
bazidiyomicetlerde bu tarz proteinlerin varligi gézlenmediginden dolayi, bu
filumlarda hidroksamat sideroforlar depo molekdlleri olarak goérev

yapmaktadirlar.?*%

Hayvanlarda ferritin, bitkilerde fitoferritin ve bakterilerde
bakteriyoferritin olarak adlandirilan, demir bakimindan zengin molekuiller
kesfedilmigtir. Mantarlarda ise zigomicetlerde bu tir molekdller

tanimlanmistir.

Zigomigetlerin Gyelerinde 3 tip ferritin agiklanmistir;

(i) Mikoferritin: Memeli ferritinine benzer yapida olan

(i) Zigoferritin: Sadece zigomigetlerde bulunan ferritin.

(i) Bakteriyoferritin: Absidia spinosa' da bulunan.

Askomikota ve bazidiyomikota filumlarinin Gyelerinde ferritin
benzeri molekiller kesfedilememistir. Askomicetlerden Neurospora crassa
ve Aspergillus ochraceus Uzerinde yapilan calismalarda; N. crassa nin
koprogen ve ferrikrosin olmak Uzere iki hidroksamat siderofor formu
Uretmekte oldugu ve demirin az oldugu kosullarda esas Urettigi hiicre digi
sideroforun desferrikoprogen oldugu kesfedilmistir. Desferrikrosin ise
cogunlukla hicre icinde bulunur. Koprogenin alinmasinin ardindan, demir
serbest birakilir ve ligand degisimi ile desferrikrosine transfer edilir.
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Desferrikrosin ferrikrosin formuna dénlstr ve esas hicre i¢ci demir depo
bilesigi olarak gbrev yapar. A. ochraceus' da ise ferrokrosin uzun sdreli

demir depo bilesigi olarak gérev yapmaktadir.?*

2.9.3. Sideroforlarin Siniflandirilmasi

Sideroforlar demir ytik formlari esas alinarak adlandirilmaktadirlar:

2.9.3.a. Hidroksamatlar

Butln hidroksamatlar bir N-6 hidroksi ornitin igerirler. Bazi

mantarlar tarafindan uretilen hidroksamat aileleri sunlardir:

2.9.3.a.i. Rhodotorulik asit

Bir N-§ asetil- L- N §- hidroksiornitin. Temel olarak
basidiomigetlerde bulunmustur. Rhodotorulik asidin farkli bir formu olan
dimerum asit olarak adlandirilan bir dihidroksamattir. Ug mol dimerum asit
(DA), demir iligkili ligandi olusturmak igin iki mol demirle baglanma
yapar.(FezDAs) Demirin baglanmasi diger U¢ hidroksamat ailesinden daha
zayiftir. Tibbi 6nemi olan mantarlardan H. capsulatum ve Blastomyces

dermatitidis' de bu tip hidroksamat bulunmaktadir.?*

2.9.3.a.ii. Koprojen

Koprojenler ¢ mol N-8-agil-N-&- hidroksi-L-ornitin, ¢ mol
anhidromevalonik asit ve bir mol asetik asitten olusmaktadir. Koprojenler
bazi bitki patojenleri, H. capsulatum, B. dermatitidis, insan patojeni

Fusarium dimerum ve Curvularia lunata tarafindan Gretilmektedir.?*

29



2.9.3.a.iii. Ferrikrom

Ferrikromlar N-§-acil-N-3-hidroksiornitinin gliserin, serin ve
alaninle kombinasyonunu igeren siklik peptidlerdir. Ferrikromun demirin
hiicre disinda depolanmasinda da goérev yapmaktadir. Trichophyton spp.,
Aspergillus spp. gibi patojenik mantarlarin yani sira, bazi fito- patojenik

mantarlar tarafindan da tiretilmektedir.2*

2.9.3.a.iv. Fusarininler

Fusarininler veya bir baska deyigle fusigenler, lineer veya
siklik  hidroksamatlar  olabilirler.  Fusarinin ~ N-  hidroksiornitinin
anhidromevalonik asitle N asetillenmis bilesigidir. Zoopatojenlerin yani sira
Fusarium spp. ,Paecilomyces spp. ve Aspergillus spp. da cesitli

fusarininler bulunmustur.?*

2.9.3.a.v. Tanimlanmamis hidroksamatlar

C. albicans tarafindan hidroksamat olusturulmasi ile ilgili
kesin olmayan raporlar bulunmaktadir. Bu hidroksamatlarin kimyasal
yapilari tam olarak belirtimemigtir ve bazi arasgtiricilar, mantarin uzun sire
klltire edilmesi (20 gun) sonucu olugan Urdnlerin renk olusumuna dayali

testlerde pozitif sonug verebilecegini ileri siirmiistir.2*

2.9.3.b. Polikarboksilatlar

Tamamlanmamis bir rapor olmasina ragmen, zigomicgetlerde
hidroksamat tip siderofor sentezi gbzlemlenmemigtir. Bunun yerine,
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis' den, rhizoferrin adi verilen bir
sitrik asit iceren polikarboksilat izole edilmistir. Bu molekil diaminobitana
bagh iki sitrik asit Unitesi i¢cermektedir. Rhizoferrin genig olglde
Zygomycota filumu Gyeleri tarafindan paylagiimaktadir. Bunun yaninda

Mucorales filumunda da gézlemlenmistir.*
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2.9.3.c. Fenolat- katekolatlar

Cogu arastirmaci fenolat-katekolat siderofor sinifinin
mantarlar tarafindan Uretiimedigin disinmektedir. Sadece iki istisna
bildirilmistir. Birinci istisna C. albicans' dir. Diger istisna ise tahtaya zarar

veren belli basl mantar tiirlerini icermektedir.*

2.9.4. Siderofor Biyosentezinin Biyokimyasi ve Genetigi

Batin siderofor peptidleri ribozomal olmayan peptid sentetaz
tarafindan sentezlenir. Mantar sideroforlari, baglica protein olusturmayan

aminoasit olan ornitin tarafindan olusturulur.?*

Hidroksamat tip sideroforlarin kimyasi ile ilgili detayh bir

tanimlama hentz yeni yapiimigtir (2002).

L-Ornithine

| L-Ornithine M-oxygenase JRETTIEEE]

A nidunlies SidA

Ni-Hydroxy-L-ornithine

Ni-Transacylases - Acyl-Cod

Y

N-Acyl N*-hydroxy-L-ornithine

L. maydiz Sid2
A. nidwlnas SidC

Nonribosomal
peptide synthetases
Serine

Cilveine
Alanine

Rhodotorulic acid
Ferrichromes
(e.g. Ferrichrome
Ferrichrome A
Fuarinine C  Coprogen B Ferricrocing

Acelyl-CoA $ N*-Transacetylases

Triacetylfusarinine C  Coprogen

Sekil 2.1: Fungal hidroksamat tip sideroforlarin Plattner ve Diekman'a gére genel
biyosentez yolu. (1994)
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Siderofor biyosentezinin birinci basmagi Ornitin A°-Oksijenaz
tarafindan katalizlenen ornitinin  N°-hidroksilasyonudur. ilk tanimlanan
fungal ornitin N°-oksijenaz kodlayan gen, Ustilago maydis'e ait sid1 geni
idi. GUnUmUzde ise Aspergillus nidulansda sid1 geninin ortologu olan sidA
geni klonlanmig ve tanimlanmistir. sid71 ve sidA, cesitli bakteriyel ornitin
N°-oksijenazlara karsi dnemli benzerlikler gdstermektedir.®

U. maydis' in sid1 ve A. nidulans'n sidA nin ekspresyonu
demir tarafindan baskilanmaktadir ve ornitin NS-oksijenaz kodlayan
genlerin bozulmasi, pargalanmasi, bu iki mantar trindeki hidroksamat tip

sideroforlarin sentezini bloklamadadir.*°

2.9.5. Siderofor Transportu

Demirin tam oldugu ve eksik oldugu ortamlarda gelisen N.
crassa nin plazma membranindan elde edilen proteinler karsilastiriimistir.
SDS jel elektrogorez profillerinde iki kaynagdin proteinleri arasinda kayda

deger degisiklikler gdzlenmemistir.?*

2.9.5.a. Hidroksamat-Demir Transport Mekanizmasi
2.9.5.a.i. Mekik Mekanizma

Bu mekanizma ile siderofor-demir kompleksi hicre igine
alinir. Demir redUktaz veya ligand degisimi ile serbest birakilir. Toplayici
ligand diger demir molekOlinld yakalamak ig¢in serbest kalr. Bu
mekanizma koprogen ve ferrikrom siderofor ailelerinin kullandigi bir

mekanizmadir.
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2.9.5.a.ii. Direkt Transfer

Bu mekanizmada ise hicre igerisine ligand girisimi olmadan
demir alinir. Membran iligkili degisim, sideroforlar ile internal selatér
ajanlar arasinda olmaktadir. Bu tip transfer rhodotorulik asit ailesinde

yapilmaktadir.

2.9.5.a.iii. Esteraz- rediktaz mekanizmasi

Bu mekanizma ferrik triasetilfusarinin C ile ydnetilmektedir.
Ligandin alinmasi ile, demir ligandindaki ester baglari pargalanir, ferrik

demir miktari azalir ve depolanir.

2.9.5.a.iv. Reduktif mekanizma

Bu mekanizma sideroforu kullanan ancak kendileri

sentezleyemeyen mantarlar tarafindan kullanilmaktadir.?*

2.9.6. Fungal Siderofor Varhdinin Ortaya Cikarilmasi

Sideroforlar demir bakimindan fakir kiltirlerde Uretilir ve Fe
() 'Gn yakalanmasina bagli olarak besiyerinin rengi kirmiziya déner.
Dolayisi ile yapilmasi gereken, mantar icin az miktarda demir iceren bir
besiyeri hazirlamak, bu kisith demir ortaminda buyimesini saglamak,
santriflj edilmis 6rneklere periodik olarak demir tuzlari eklemek ve bir
ornek kirmiziya doéndagd zaman ilerki asamalar igin kdltir ortamini

kullanmaktir.?*

Sideroforlar ¢ogunlukla Arkin ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen metodla saptanmaktadir. Bu metod semikantitatiftir ve
sideroforun  miktari 510 nm de optik dansiteyi 06lgcmekle

hesaplanabilmektedir. Bir diger kolorimetrik deney, CAS (krom azurol S)
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boyas! ile hekzadesiltrimetiiamonyum bromdr (HDTMA)  kompleksini
2432 Giderofor tarafindan CAS- HDTMA

kompleksinden demirin alinmasi, boyanin renginde degisime neden

kullanmayi igermektedir.

olmaktadir. Boyanin rengini maviden menekse, mora dénmesi katekol tip
siderofor varligint ( Aspergillus niger), maviden turuncuya ddnmesi
hidroksamat tip siderofor varligini ( Bacillus cereus) ve maviden acik
sariya donmesi ise karboksilat tip siderofor varhidini ( Rhizopus
oligosporus) gostermektedir. Sideroforun var olup olmadigi belirlendikten
sonra, tipini belirlemek icin kimyasal karakterizasyona ihtiyag
duyulmaktadir. Kimyasal bir karakterizasyon ise ince tabaka
kromatografisi, ylksek performans sivi kromatografisi, nikleer magnetik
rezonans ve kiitle spektroskopi ile yapilabilmektedir.?*

Siderofor  biyosentezinin  molekiler dizeyde analiz
edilmesine ise Ustilago maydis Uzerinde yapilan o6ncu calismalarla
baslanmis ve daha sonra Aspergillus nidulans ve Neurospora crassa
bulunan yapisal ve regillator genlerin tanimlanmasi ile ilerleme

kaydedilmistir.*

2.9.7. Patojenik Faktorler Olarak Sideroforlar

Sideroforlarin patojenezdeki esas roll, birgok bakteriyel tiirde
kanitlanmis olsa da siderofor Urettigi bilinen bir takim patojenik mantarda
(A. fumigatus, Histoplasma capsulatum, Sporotrix schenckii, Microsporum
spp., Blastomyces dermatitis, Trichophyton spp.), siderofor Gretiminin

fungal virGlansdaki roli hentz aydinliga kavusmamigtir.
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2.9.7.a. Aktiviteleri
2.9.7.a.i. Fitopatojenler

Hem bakteriyel patojenler hem de bitkisel mantar patojenleri
bircok siderofor Uretmelerine ragmen bunlarin patogenezleri genelde
bilinmemektedir. Verticillum dahlia gibi fungal patojenler hidroksamat tip
siderofor olan koprojen B ve DA Uretmektedirler. Sinirh demir iceren
ortamlarda bu bilesikleri tespit etmek igcin gdsterilen cabalar sonugsuz

kalmistir.?*

2.9.7.a.ii. Fitotoksinler

Stemphilium botryosum f. sp. lycopersici tarafindan Uretilen
ve ferrik demir selatérleri olan  Stemfilotoksin | ve Il fitotoksinlere tek
ornektir. Olugumlari demir konsantrasyonuna baglidir ama hidroksamatlar
gibi demir tarafindan dizenlenmemektedir. Bu sebepten dolay! siderofor

aktivitesi fitotoksisitesinin ardina yer almaktadir.?*

2.9.7.b. Konak cevabi

Sideroforlarin antijenik olduklari bilinmektedir. Ancak in vivo
ortamda sideroforlarin etkileyici demir ¢Opguleri olamayabilecekleri 6ne
surllmektedir ¢lnki; sideroforlar serum proteinlerine baglanarak bir
immun cevap elde ederler. Boyle bir bagisiklik, demirin toplanmasinda
sideroforlarin etkisi ile uzlastirilabilir. Ayni zamanda immun cevap in vivo

sentezin de kanitidir.?*
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2.10. Virulans Faktoérlerinin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

Hasta ve doku 6rneklerinin mikroskobik incelemesi, mantar
enfeksiyonlarinin tanisinda olduk¢a 6zgil ve bu nedenle ¢ok 6nemli
olmakla birlikte, duyarlihdin diasik olmasi farkli tani yollarini gerekli
kilmistir. Klinik érneklerin ekimi ve etkenin Uretilerek gdsteriimesi daha
duyarli olmasa da mantarlar ge¢ Ureyen mikroorganizmalar oldugundan
dremenin beklenmesi zaman kaybina yol agmaktadir. Oysa bagisikligi
bozuk hastalarda mantar enfeksiyonlari aniden baslar, hizli seyir gdsterir
ve tedavi edilmezse mortal sonuglanir. Bu tir hastalarda antikor yaniti da
iyi olmadigindan serolojik testlerin basarisi ne yazik ki dugtktir. Antijen ve
metabolit tarayan testler Umit verici olmakla beraber altin standartta bir
test hentz gelistirilememistir. Dolayisiyla ntkleik asit tespitine dayali tani
yollari gindeme gelmis, daha ¢ok yeni olmakla beraber bazi sonuglar

alinmaya baslanmistir.®

NUkleik asit tespitine dayali yontemleri kullanmadan Once
mutlaka amplifikasyonun yapilmasi gerekmektedir. Bu molekdler
ybntemler arasinda en c¢ok kullanilan, genellikle hedeflenen bir gen
bdlgesinin  ¢ogaltihp goérintilenmesine dayanan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) olsa da, en heyecan verici amplifikasyon sonuglari

“realtime PCR” ile elde edilmistir.>®

1980 yilinda Kary Mullis tarafindan tasarlamis olan PCR
teknigi molekiler arastirmalarin yapilmasinda buyuk kolayliklar saglamis

ve giinimuzdeki PCR calismalarinin temelini atmistir.3*

PCR, spesifik primerler araciligi ile, bir DNA parcasinin
cogaltilmasina dayanan in vitro bir ydéntemdir. Bu reaksiyonda temel olarak
cogaltilmasi planlanan hedef bdlgenin iki ucundaki DNA dizilerini 6zgul
olarak taniyip, karsi iplik¢iklerini hibridize eden iki oligonukleotid primer,
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primerlere baglanip bunlara 3' ucundan nUkleotidleri ekleyerek sentez
yapacak olan DNA polimeraz, sentez igin gerekli olan deoksinikleotid
trifosfatlar (dNTP), polimerazin c¢alismasi icin gerekli olan tampon

maddeler ve kofaktdr olan Mg*? iyonlari kullanilmaktadir.®

PCR 'da reaksiyonun gerceklesmesi icin kig¢ik miktarda
hedef DNA iceren Ornek, calisma sollUsyonu igerisine ilave edilir. Daha
sonra, Ornekteki hedef cift sarmal ds DNA'nin tek sarmal ssDNA'ya
déndsmesi saglanir. Bu basamak denatirasyon adini alir. Tek DNA
iplikgiklerinin - kargiti, 20-30 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki sentetik
oligonUkleotid diziler, DNA/RNA heterodubleksini olusturmak Gzere primer
gibi kullanilir. Spesifik bir bélgenin amplifikasyonu i¢in hedefi sinirlamak
amaci ile ikinci bir primer kullanilir. Primerlerden birisi, sSDNA zincirinde
bagslatici bdélgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir Uzerindeki
sonlandirici bdlgeye baglanir. Bu asama ise baglanma (annealing)
asamasidir. Tag DNA polimeraz enziminin yardimi ile, primerlerin
baglandigi bdlgeden itibaren her ssDNA zincirinin  komplementeri
olusturulur. Bu asama da uzama (extention) asamasidir. Bu asamalarin
sonunda iki adet dsDNA olusur. Olusan dsDNA 'lar, yeni amplifikasyon icin
kalip gbérevini Ustlenir. Bu iglem 30 siklus tekrarlandigi zaman, birka¢ saat

icerisinde, hedefin milyarlarca kopyas! elde edilebilir.*®
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Sekil 2.2: PCR basamaklari
37



1. Denatirasyon
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Sekil 2.3: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Real Time PCR ise, reaksiyon boyunca veri toplanmasi ve
analizin ayni anda devam etmesi demektir. Yani bu reaksiyonda
amplifikasyon ve analiz birlikte yapiimaktadir. DNA boyalari ya da floresan
problar gibi analiz icin gerekli olan reaktifler, PCR karisimina
amplifikasyondan 6nce eklenmektedir. Veriler amplifikasyon stresince
ayni tiip icinden ve ayni cihaz ile toplanmaktadir. Ornek transferi, reaktif
eklenmesi ve jel ayirimi yoktur. Bu reaksiyon Urlnlerinin kalitatif ve
kantitatif analizlerinde diziye 6zgin olmayan floresan boyalardan ya da
diziye 6zgun problardan yararlanildidi igin, sonuglar aninda alinmakta,
kontaminasyon riski azaltiimaktadir. Miktar tayini ise Real-Time PCR
kullanilarak, Ornekteki 6zgul mRNA sekansinin saf miktar o&lgulerek

yapiimaktadir.®’

Real-Time PCR kimyasi amplifikasyonun, reaksiyonun erken

fazlarinda ortaya c¢ikmasina olanak saglamaktadir. Reaksiyonun
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kinetiklerini PCR 'In erken fazlarinda 6lcebilmek, geleneksel PCR' a

kiyasla kesin bir avantaj saglamaktadir.®’

Geleneksel PCR ydntemlerinde amplifikasyonu tanimlamak
icin agaroz jeller kullaniimaktadir. Agaroz jelde sonuclar, reaksiyonun bitig
noktasinda elde edilmektedir. Bitis noktasinin belirlenmesi ise gok zaman
almaktadir. Gunlerce sonug¢ elde edilemeyebilir. Ortaya ¢ikan sonugclar
tam, kusursuz degildir. CUnkl bitis noktalari érnekten drnege cesitlilik
gOstermektedir. Jeller bu gesitliligi ¢6zimleyemeyebilirken, Real-Time
PCR bu cesitliligi tanimada oldukca duyarldir.*”

Real-Time PCR;

i. Bilgileri eksponensiyel biylime fazinda topladigindan ,

ii. Floresan sinyallerde artig, Uretilen amplikonlarin miktari ile dogru orantili
oldugundan,

iii. Prob bir amplikonun strekli amplifikasyonunu sagladigindan,

iv. Genis tanimlama araligi oldugundan,

v. Post PCR islemlerine gerek duyulmadigindan dolayi geleneksel PCR

yontemlerine kiyasla daha avantajli bir yéntemdir.*’”

Gen Anlatiminin Kantitatif Analizi “Real-Time PCR”- “SYBR Green I’

Spesifik olmayan ¢ift zinciri DNA'nin ¢ogaltiminda “SYBR
Green I” yontemi kullanilir. Bu yéntemde kullanilan floresan boya sadece
¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan, c¢ogalan DNA miktarindaki artisa
paralel olarak “real-time” PCR cihazinda okunan floresanin miktari da es
zamanli olarak artar. “SYBR Green I” en fazla kullanilan boya c¢esitidir ve
497 nm dalga boyunda yukseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir.
Cift sarmal DNA’nin kig¢lk oluguna baglanan boya, 30 amplifikasyon
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déngusi sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6’sini kaybeder . Cogaltimin
basinda reaksiyon karigiminda c¢ift zincirli DNA molekull, primerler ve
“SYBR Green I” boyasi bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA
moleklll ¢ok az bir floresan i1sima yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekulu ¢ift zincirli DNA'nin arasina girer ve floresan
yayllimi baglar. Baslangictaki déngl boyunca sinyal zayiftir; Griin miktari
arttikca floresan miktari hizla artar ve bu artis “real-time” cihazinin
monitérinden izlenebilir. Bu yéntem optimize edilmis PCR sartlarinda ve
dizayni iyi yapilmis primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin
¢ogaltilmasina olanak verir. Floresan isaretli problara ihtiya¢c gostermedigi
icin maliyeti ucuzdur. Bunun yani sira yéntemin dezavantajlari da vardir.
istenmeyen PCR (rinlerinin  gogalmasi ile yine floresan aciga
¢lkacagindan, her zaman istedigimiz DNA'nin ¢ogaldigini isaret etmez,
yanlis pozitif sonu¢ almak mimkindir. Ortamda hedef DNA dizisi
olmadiginda, primerlerin birbiri ile baglanmalari sonucunda “primer
dimer”leri olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA bdélgelerinin olugsumu ile
floresan isima gézlenebilir. Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bdlge olup
olmadigini anlayabilmek igin DNA’larin erime egrisi analizlerinin (“melting
curve”, “dissociation”) yapilmasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi
yapilmak istendiginde, cihaz PCR tuplerini yavasga isitmaya baslar. Cift
zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature= Tm)
floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktari da diser. Her bir
DNA'nin belirli bir erime sicakhgi ("Tm' derecesi) vardir. Bu erime sicakligi,
cogalan DNA parcalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranina baglidir.
Spesifik olmayan Urlnlerin godalmasinda (primer dimer’lerinde) aranan
DNA parcasinin Tm derecesi arasinda farklilik olacaktir. Tm derecesinin
farkli olmasi her drindn kendine 6zgl uzunlugu ve gen dizisi
icermesindendir. Bu ylzden Tm sicakligi her Uriin i¢in 6zeldir. Cogunlukla
bu yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi karsilagtiriimak istendiginde yontem

glvenilir bir sekilde kullanilabilir.®®
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Cihazlar

Etlv ( elektro-mag, Turkiye)

Otoklav ( Sanyo, Japonya)

Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, ABD)

LightCycler® 2.0 ( Roche, Almanya)

Hassas terazi ( Libror AEG-220, Japonya)

Mikropipetler ve uglari ( Expell, Meksika- Beta Pette™, ABD)
Buzdolabi (Arcelik, Turkiye)

Derin dondurucu (Ugur, Turkiye)

Sinif 2 biyoglvenlik kabini (Metis biyoteknoloji, Tlrkiye)

Isik mikroskobu ve dijital fotograf makinesi CX31 ( Olympus, Japonya)
Santrif(ij cihazi (BOECO, Almanya)

Mikrosantrifllj ( Beckman Coulter, Aimanya)

Kuru blok ( Bio TDB-100, Almanya)

pH metre ( Fisher Scientific, ABD)

Cam esyalar, 6zeler, bistlriler, ependorflar, kapillerler
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3.1.2. Kimyasallar ve Besiyerleri

1. Sabouraud 2 % Glukoz Agar ( pH 5.6) ( Fluka Biochemika, isvicre)

Peptone 10 g/L
D (+) Glukoz 20 g/L
Agar 17 g/L

2. Malt Extract Agar (Merck, Aimanya)

Malt Extract Agar 30 g/L
Mikolojik pepton 3g/L
Agar- agar 15 g/L

pH 5.6%0.2 (25°C' de)

3. Siderofor besiyeri

CAS boyasi ( Merck, Almanya)
HDTMA ( Merck, Almanya)

FeCls. 6H20 ( AppliChem, Almanya)
Agaroz ( ONBIO, Kanada)

Agar ( HIMEDIA, Hindistan)

PIPES ( Merck, Almanya)

NaOH ( Merck, Almanya)

HCI ( J.T. Baker, Hollanda)

4. High Pure RNA lIsolation Kit ( ROCHE, Almanya)
5. 1 st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (ROCHE, Almanya)
6. PCR icin kullanilmig primer dizileri (Eurogentec, Belgika)

7. LightCycler® DNA Master SYBR Green | (Roche, Almanya)
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3.1.3. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

(i) CAS boyasi sollisyonu

0.03 gr CAS boyasi tartilarak 25 ml distile suda ¢6zilmistar.

(i) HDTMA soltsyonu

0.036 gr HDTMA 20 ml distile suda ¢ézulmastar.

(i) Fe( 1) solusyonu

0.027 gr FeCl;.6 HxO tartihp, 102 pul HCL ve 100 ml distile su
icerisinde ¢6zulmugtar.
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3.2. YOntem

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari  blnyesindeki  Mikoloji
laboratuvarinda bulunan kuiltdr koleksiyonundan saglanan 40 mantar susu
(Candida ve Aspergillus) ile 5 referans sus ( Candida parapsilosis ATCC
22019, Candida albicans ATCC 90128, C.albicans ATCC 90028, C.
albicans ATCC 10231 ve C. krusei ATCC 6258) bu calismaya dahil

edilmigstir.

3.2.1. Kiiltiir Koleksiyonundaki Orneklerin Canlandiriimasi

Kilthr koleksiyonundan secilen 6rneklerin canlandiriimasi
amaci ile, maya érnekleri SDA besiyerine pasajlanmis ve 37°C' de 24 saat
inklbe edilmistir. 24 saatin sonunda dreme gézlenmeyen érnekler 37°C'
de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Koleksiyondan segilen kufler ise hem siklohegzimitli hem de
siklohegzimitsiz SDA besiyerine pasajlanmig, siklohegzimitli SDA
besiyerine ekimi yapilan &rnekler oda sicakliginda inkibasyona
birakilirken, siklohegzimitsiz SDA besiyerine ekimi yapilan drnekler ise
hizl bir Greme elde edebilmek amaci ile tipki mayalar gibi 37°C' de 24 saat
inkibe edilmigtir.
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3.2.2. Cesitli Besiyerleri ile Siderofor Tanimlanmasi

3.2.2.a. CASAD Besiyeri

60.5 mg CAS 50 ml distile, deiyonize suda, 72.9 mg HDTMA
ise 40 ml suda ¢dzilmistir. Uzerine 10 ml Fe (lll) solisyonu eklenip,
karisim 121 ° C' de 15 dakika sterilize edilmistir. Ayri bir erlenmayere 750
ml distile su, 15 g agar, 30.24 g PIPES ve 12 g NaOH [ 50 % ( w/w)]
konularak 121 ° C' de 15 dakika sterilize edilmigtir.

Testin Uygulanmasi

Otoklavlanan iki karigim birbirine eklenmis ve mavi CAS agar
besiyeri elde edilmistir. Besiyerinde agilan kigik kuyucuklara, hazirlanan
maya ve kif soliisyonlari aktarilimistir. Ornekler 37°C 'de 4-8 saat inkiibe

edilmigtir.

Degerlendirme

Kuyucuklarin etrafinda meydana gelen renk degisimleri ve

olusan turucu renkli zonun ¢api degerlendirilmistir.
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3.2.2.b. CAS/ MEA Besiyeri
3.2.2.b.i. CAS agar (Schwyn ve Neilands, 1997)
3.2.2.b.ii. Malt Extract Agar

Malt Extract Agar 24 g
Distile su 500 ml
121°C' de 15 dakika sterilize edilmigtir.

Testin Uygulanmasi

Petrilerin yarisina CAS agar besiyeri, diger yarisina ise MEA
besiyeri dokdlmustir. Test edilecek mantar suslar, MEA besiyerine
ekilmis ve 24 saat 37 ° C' de inkiibe edildikten sonra 6 glin boyunca oda

sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir.

Degerlendirme

MEA besiyerinde Ureyen mantarlarin siderofor varligi, CAS
agar besiyerinde meydana gelen renk reaksiyonu ve CAS reaksiyonu esas

alinarak degerlendirme yapilmistir.>®
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3.2.2.c. O-CAS Besiyeri ( pH 3.86)

CAS boyasi solisyonu 25 ml
HDTMA sollsyonu 20 ml
Fe (lll) solisyonu 5 mi

121 ° C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Ayri bir cam kapta

Agaroz 25¢gr
PIPES 15.12 gr
Steril distile su 450 ml

NaOH ( pH 6.8 olana kadar)

121 ° C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklavdan cikarildiktan
sonra iki karigim karigtirlmis ve mavi renkli bir besiyeri elde edilmigstir.
(Resim 3.1)

Testin Uygulanmasi

SDA besiyerine ekimi yapilan ve Ureme gbzlemlenen
ornekler (koloni olusturan) tzerine 50 °C' ye sogutulmus vyari katt CAS
besiyeri dokalmuas ve 15 dakika igerisinde meydana gelen renk degisimleri

incelenmigtir.

Degerlendirme

Mantar kolonilerinin etrafindaki ve mavi CAS yarn Kkati
besiyerinde meydana gelen renk degisiklikleri, test edilen mantarlarin
siderofor sentezledigini gdsteren bulgular olarak degerlendirilmistir.*°
(Resim 3.1, 3.2)
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Resim 3.1 : O- CAS besiyeri
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Resim 3.2 : O- CAS besiyerinde negatif sonuc.
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Resim 3.3: O- CAS besiyerinde pozitif sonug.
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3.2.3. Siderofor Real-Time PCR

3.2.3.a. Orneklerden total RNA Eldesi

Orneklerden RNA elde edilmesi igin High Pure RNA Isolation
Kit ( Roche, Almanya) kullanilmistir. Uretici firma 6nerilerine uygun olarak,
100 pl 6rnek ile cahsiimistir. Kit icerigindeki DNaz enzimi ile érneklerin

olasi DNA bulasi engellenmigtir. Bu protokole gore;

1. 2x10° hiicre iceren maya ve kiif siispansiyonlarindan 100 pl alinip
Uzerine 500ul PBS eklenmistir.

2. Ornek 2,000 x g'de 5 dakika santrif(ij edilmistir.

3. Ust kisim dékltip ve ¢okelek tekrardan 200 pl PBS ile sulandiriimistir.

4. Her ependorfa 10 pl Litikaz (0.5 mg/ml) eklenir ve 30°C' de 15 dakika
inkibe edilmigtir.

5. inkiibasyonun ardindan 400 pl Lysis/ Binding Buffer eklenip 15 saniye

boyunca vortekslenmistir.

6. Ornegi filtreli tiiplere aktarmak icin her toplama kabi igerisine bir filtreli
tip yerlestiriimis ve en ¢ok 700 pl olacak sekilde érnekler bu yeni tlplerin

filtre kismina aktariimigtir.
7. Tupler 8,000 x gde 15 saniye santriflj edilmistir.

8. Santrifjun ardindan filtreli tip toplama kabindan ayriimis, toplama
kabinda bulunan sivi dékilimis ve filtre tekrar toplama kabina

yerlestirilmigtir.

9. Her dérnege 90 pl DNaz inkilbasyon Tamponu ve 10 pl DNaz 1
eklenmis, sollsyon karistirilip, 15-20° C' de 15 dakika inkibe edilmigtir.

10. Ust kisma 500 pl Yikama Tamponu | eklenmis ve 8,000 x g'de 15

saniye santrif(j edilmistir. Toplama kabindaki sivi dékilmtstar.
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11. Ust kisma 500 pl Yikama Tamponu Il eklenmis ve 8,000 x gde 15

saniye santrif(j edilmistir. Toplama kabindaki sivi dékilmtstar.

12. Ust kisma 200 pl Yikama Tamponu Il eklenmis ve en yiksek devirde 2
dakika boyunca santriftij edilmigtir.

13. Toplama kabi atiimig ve filtreli tp yeni, steril bir 1.5 ml" lik
mikrosantrifQj tUpa ile birlestirilmistir.

14. RNA 'yi aynistirmak icin; Ust kisma 100 pl ayristirma Tamponu
eklenmis ve 8,000 x gde 1 dakika boyunca santriflj edilmistir.

15. Ayristirilmig RNA iceren mikrosantrif(j tipl daha sonraki calismalar
icin -80°C' de saklanmistir.

Elde edilen total RNA miktarlari RNA 6lcim cihazinda
(NanoDrop, ABD) dlculerek RNA varligi kontrol edilmigtir.
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3.2.3.b. Ters Transkripsiyon (RT-PCR) ile c DNA Eldesi

Total RNA'dan komplimenter DNA (cDNA) elde edilmesi icin
1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Almanya)
kullanilmistir. Ozgiil olmayan randominze primer dizisi kullanilarak, 25 °C,
42 "C ve 99 "C'lik tg¢ inklibasyon ile islem tamamlanmistir. Kullanilan ticari

kit protokollne uygun olarak 20 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi;

10 x Reaksiyon tamponu 40ul
25 mM MgCl» 80 ul
Deoksindkleotid karigimi 40 ul
Random Primer 40 ul
RNaz inhibitéri 20 ul
AMV Ters Transkriptaz 16 ul
Steril su 64 ul

Ependorlara, hazirlanan reaksiyon karigimindan 15 pl ve her RNA

6rnedinden 5 pl eklenmigtir.

Testin Uygulanmasi

1. Ependorf igerisinde reaksiyon karisimi ve érnek RNA' lar 25 “C' de

inkibe edilmigtir.

2. Daha sonra 42 °C' de 60 dakika inkiibe edilmigstir.

3. 42 °C' nin ardindan 99°C' de 5 dakika inkibe edilmistir.
4. +4 °C'de 5 dakika bekletiimis ve cDNA elde edilmigtir.

5. Elde edilen cDNA 'lar spin santriflij edilmis, daha sonra kullaniimak

Ozere -20 "C' de saklanmistir.
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3.2.3.c. Sideroforu Kodlayan cDNA'larin Real-Time Cihazinda

Cogaltilmasi

Siderofor i¢in en az 10 ng cDNA kullaniimistir. LightCycler
cihazi (Roche diagnostics, Tenay, Turkey) ve LightCycler yaziliminin 3.5
versiyonu kullanilmistir. Real-Time PCR amplifikasyon karisimi kalip
cDNA, SYBR Green master karisim tamponu ve her bir primerden (
Forward ve Reverse primerler (Eurogentec, Belcika) 100 pmol icerecek
sekilde hazirlanmigtir. Amplifikasyon (0¢ agsamada gerceklestiriimistir;
denatlirasyon ( 95°C'de 15 saniye, sicaklik degisimi 20°C/saniye),
hibridizasyon (zaman ve sicaklik primerlere bagli, sicaklik degisimi
20°C/saniye), uzama ( 72°C'de primerlere gbére dedisen zamanlarda,
sicaklik degisimi 20°C/saniye). Analiz 55-90°C arasinda ( sicaklik degigimi
0,2°C/ saniye) basamakli olarak gerceklestirilmistir. Gercek zamanh PCR

amplifikasyonu sonrasinda, erime egrisi analizleri incelenmigtir.

3.2.3.c.i. Hazirlanan Ana Karisim

Su 3.5 ul
MgClz 2 ul
P1 (SidF) 0.5 ul
P2 (SidR) 0.5 ul
Enzim ( SYBR Green) 1l

Her 6rnek icin hazirlanan ana karigimdan 7.5 pl, cDNA' dan
ise 2.5 pl kapillerlere eklenmistir. Ornekler hizh bir sekilde spin santrif(j
edilerek LightCycler ® 2.0 ( Roche, Almanya) cihazina yerlestirilip islem
baslatilmigtir.
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3.2.3.c.ii. Real-Time PCR ic¢in kullanilan primer dizilimleri

Tablo 3.1: Kullanilan primer dizilimleri.

Mikroorg. | Primer Dizilim Baz Cifti
SidF 5' GAA-TGC-CAG-CTG-CCA-ACC 3' 18 bp
C. albicans .
SidR 5 GGG-TCT-CGA-GCT-CCG-TAA-CC 3' 20 bp

3.2.3.d. Real-Time PCR' da Siderofor Gen ifadesinin Kantitatif Analizi

Orneklerden énce bir cDNA havuzunun 6 farkh diliisyonu (¢
farkl kopya olarak 6lciimis ve floransin basladigi siklus sayisi (Cp) ile
gen ifadesinin logaritmik artigi arasinda lineer regresyonla, kalibrasyon

egrisi gizilmigtir.

Genlerin sayisal analizi i¢in yapilan mutlak 6l¢im ( absolute
quantification) sirasinda, ornekteki hedef ile daha dnce konsantrasyonu
bilinen ayni hedefin standard egdrisi karsilastirilmigtir. Standart egriler, 10
kat seri dillisyonlarla ( 10% - 10'° kopya/ pl), kopyalar élciilerek ( kuantifiye
edilerek) olusturulmustur. Siderofor gen ifadesi miktari kopya/ pl olarak

Olctlmustar.
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4. BULGULAR

Calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dali'na, daha 6nce
gbnderilen, siklohegzimitli veya siklohegzimitsiz SDA besiyerlerine ekimi
yapilan, ID 32 C testi uygulanarak tanimlanmaya calisilan ve PCR
yontemi ile kesin tar tanimi yapilip kdltir koleksiyonuna eklenen érnekler
arasindan segilen 40 mantar susu ve 5 referans sus, cesitli ydntemler
aracihgi ile siderofor Uretimi agisindan incelenerek degerlendirilmigtir.
(Tablo: 4.1)

Tablo 4.1: Calismaya dahil edilen 6rnek listesi

No PCR

1 Aspergillus flavus
2 Candida tropicalis
3 Aspergillus fumigatus
4 Aspergillus niger
5 Candida rugosa
6 Aspergillus flavus
7 Candida parapsilosis
8 Candida parapsilosis
9 Aspergillus fumigatus
10 Candida albicans
1 Aspergillus niger
12 Aspergillus fumigatus
13 Candida albicans
14 Candida albicans
15 Candida albicans
16 Candida albicans
17 Candida albicans
18 Candida albicans
19 Candida albicans
20 Candida albicans
21 Candida albicans
22 Candida albicans
23 Candida albicans
24 Candida albicans
25 Candida albicans
26 Candida albicans
27 Candida albicans
28 Candida albicans
29 Candida albicans
30 Candida albicans
31 Candida albicans
32 Candida albicans
33 Candida albicans
34 Candida albicans
35 Candida albicans
36 Candida albicans
37 Candida albicans
38 Candida albicans
39 Candida albicans
40 Candida albicans
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4.1. Cesitli Besiyerleri Aracihgi ile Siderofor Tanimlanmasi
4.1.1. CASAD Besiyeri ile Siderofor Tanimlama

Cahsma kapsamina alinan 2 Candida ve 4 Aspergillus susu

siderofor varhiginin arastirimasi icin CASAD besiyerine pasajlanmistir.

(Tablo 4.2)

3 hafta kadar uzun bir inkiibasyon siresinin ardindan sadece

2 (%33.3) Aspergillus 6rneginde pozitif sonu¢ gdzlenmistir. (Resim 4.1,

4.2)

Tablo 4.2 : CAS agar besiyerine ekimi yapilan 6 6rnegin CAS reaksiyon sonuglari.

No Ornek CAS Reaksiyonu
Aspergillus flavus Negatif (-)
Candida tropicalis Negatif (-)

4 Aspergillus niger Pozitif (+)

11 Aspergillus niger Pozitif (+)

12 Aspergillus fumigatus Negatif (-)

21 Candida albicans Negatif (-)
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Resim 4.1: Aspergillus niger. CASAD besiyerinde pozitif sonug.
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Resim 4.2: Aspergillus niger. CASAD besiyerinde pozitif sonuc.
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4.1.2. CAS/ MEA Besiveri ile Siderofor Tanimlama

SDA besiyerinde Ureyen 5 o6émek CAS /MEA besiyerine
pasajlanmig, ancak hicbir érnekte CAS reaksiyonu gdzlemlenmemigtir.
(Tablo 4.3)

Besiyerini kontrol etmek amaciyla, siderofor drettigi bilinen
Pseudomonas MEA besiyerine pasajlanmis ve inklbasyona birakilmigtir.
inklibasyon slresi bitiminde ( 24-48 saat) Pseudomonas in MEA
besiyerinde Uredigi ve CAS agar besiyeri ile MEA besiyerinin temas
noktasinda hafif bir renk degisiminin meydana geldigi g6zlemlenmistir.
(Resim 4.3)

Tablo 4.3: CAS/ MEA besiyerine ekimi yapilan 6rneklerin CAS reaksiyon sonuglari.

No | Ornek | Kiiltiir-Mikroskobi | CAS
Reaksiyonu
Kan Aspergillus flavus Negatif (-)

Kan Candida tropicalis Negatif (-)

Kan Aspergillus niger Negatif (-)

11 | BAL Aspergillus niger Negatif (-)
21 | BOS Candida albicans Negatif (-)

- Kontrol | Pseudomonas sp. | Zayif pozitif
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Resim 4.3: Pseudomonas'da CAS Reaksiyonu (Zayif pozitif).
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4.1.3. O- CAS Besiveri ile Siderofor Tanimlama

SDA besiyerinde Ureyen tim mantar suslarinin tzerine O-
CAS besiyeri dékilmustir. (Tablo 4.4)

Aspergillus fumigatus (2 adet), Aspergillus flavus (2 adet), C.
tropicalis (1 adet) , C. rugosa (1 adet) hari¢c diger tim suslarda CAS

reaksiyonu gbzlemlenmigtir. (Resim 4.4, 4.5,4.6,4.7, 4.8, 4.9, 4.10)

Tablo 4.4: O-CAS besiyerinde CAS reaksiyonu sonuclari.

No Ornekler CAS Reaksiyonu
1 Aspergillus_flavus -
2 Candida tropicalis +
3 Aspergillus fumigatus -
4 Aspergillus _niger +
5 Candida rugosa +
6 Aspergillus flavus -
7 Candida parapsilosis +
8 Candida parapsilosis +
9 Aspergillus fumigatus -
10 Candida albicans +
1 Aspergillus _niger +
12 Aspergillus fumigatus -
13 Candida albicans +
14 Candida_albicans +
15 Candida albicans +
16 Candida_albicans +
17 Candida albicans +
18 Candida albicans +
19 Candida_albicans +
20 Candida albicans +
21 Candida_albicans +
22 Candida albicans +
23 Candida_albicans +
24 Candida albicans +
25 Candida albicans +
26 Candida_albicans +
27 Candida albicans +
28 Candida_albicans +
29 Candida albicans +
30 Candida_albicans +
31 Candida albicans +
32 Candida albicans +
33 Candida_albicans +
34 Candida albicans +
35 Candida_albicans +
36 Candida albicans +
37 Candida_albicans +
38 Candida albicans +
39 Candida albicans +
40 Candida_albicans +
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Resim 4.4: A. Aspergillus niger. B. Uremis Aspergillus niger kolonilerinin iizerine

O- CAS besiyeri dokiildiigii an. C. Besiyeri dokiildiikten 15 dakika sonra meydana

gelen CAS reaksiyonu. D. 24 saat oda sicakliginda inkiibasyondan sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu.
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Resim 4.5: A. Aspergillus niger B. Uremis Aspergillus niger kolonilerinin iizerine
O- CAS besiyeri dokiildiigii an C. Besiyeri dokiildiikten 15 dakika sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu D. 24 saat oda sicakliginda inkiibasyondan sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu.
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Resim 4.6: A. Candida albicans B. Uremis Candida albicans kolonilerinin lizerine O-
CAS besiyeri dokiildigi an C. Besiyeri dokiildiikten 15 dakika sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu D. 24 saat oda sicakliginda inkiibasyondan sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu.
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Resim 4.7: A. Candida albicans ATCC 90128 B. Uremis Candida albicans
kolonilerinin lizerine O- CAS besiyeri dokiildiigii an C. Besiyeri dokildikten 15
dakika sonra meydana gelen CAS reaksiyonu D. 24 saat oda sicakliginda

inkiibasyondan sonra meydana gelen CAS reaksiyonu.
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Resim 4.8: A. C. albicans B. Uremis Candida albicans kolonilerinin iizerine O-
CAS besiyeri dokiildigi an C. Besiyeri dokiildiikten 15 dakika sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu D. 24 saat oda sicakliginda inkiibasyondan sonra meydana
gelen CAS reaksiyonu.
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Resim 4.9: Aspergillus fumigatus. CAS Reaksiyonu negatif.

Resim 4.10: Aspergillus flavus. CAS Reaksiyonu negatif.
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4.2. Molekiiler Yontemlerle Siderofor Tanimlanmasi

4.2.1. Nanodrop ile RNA Miktari Olclimii

Ticari kit ile RNA izolasyonu yapilan &rneklerdeki RNA
miktari NanoDrop cihazi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak él¢tImustar.
Bu asama Real Time PCR' in kantitasyonu icin gerekliydi ve oldukca
blylk 6nem arz etmekteydi. (Tablo 4.5)

Tablo 4.5: Molekiiler incelemeye tabi tutulan 6rneklerin RNA miktari.

No Ornekler RNA miktari
1 Candida albicans 11.2 ng/ ul
2 Candida albicans 10.3 ng/ ul
3 Candida tropicalis 12.4 ng/ pl
4 Candida albicans 15.7 ng/ pl
5 Candida albicans 11.3 ng/ pl
6 Candida albicans 11.4 ng/ pl
8 Asperqillus niger 11.7 ng/ ul
10 Candida albicans 10.4 ng/ ul
11 Candida albicans 12.9 ng/ ul
15 | Candida albicans 90128 15.2 ng/ ul
16 Candida albicans 45.9 ng/ ul
17 Candida albicans 12.8 ng/ ul
18 Candida albicans 15.0 ng/ ul
19 Candida albicans 18.5 ng/ ul
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4.2.2. Real Time PCR Sonuclari

Melting Peaks
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0,033
0,013
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Grafik 4.1: iki farkli Candida 6rneginin erime zirve noktalari.

Melting Peaks

-(didT) Fluorescence (530)

&% 6 70 72 74 75 78 80 82 84 @5 88 90 92 o4
Temperature (°C)

Grafik 4.2: Bazi Candida 6rneklerinin erime zirve noktalari. Diiz ¢izgi: Negatif
kontrol.

70



Melting Curves

1,975
1,775
= 1,575
2 1,375
81,1751
0,975
0,775
S 0arsd
* 0,375
0,175

€6 & 7O 72 74 76 78 =0 82 84 8 88 90 92
Temperature ("C}

Grafik 4.3: iki farkli Candida 6rneginin erime egrileri.
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Amplification Curves
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Grafik 4.4: Bazi Candida 6rneklerinin amplifikasyon egrileri.

Amplification Curves
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Grafik 4.5: Real-Time PCR- SYBR Green reaksiyonunda tiim Candida 6rneklerinin
amplifikasyon egrileri.
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4.2.3. Kantitasyon Sonuclari

Tablo 4.6: Candida kantitasyon sonuclari

Ornek RNA miktar CP Konsantrasyon Standard
1 11.2 ng/ pl 36.2 [1.23E0] -
2 10.3 ng/ ul >40 [1.92E-4] St. 1.03 E1
3 12.4 ng/ |l 37.19 [1.08 E-1] -
4 15.7 ng/ pl >40 [<1.92 E-4] -
5 11.3 ng/ fl 37.53 [5.06 E-2] -
6 11.4 ng/ ul >40 <1.92E-4 St. 1.14 E1
8 11.2 ng/ pl >40 [<1.92E-4] -
10 10.4 ng/ Wl 35.85 [2.26 EO] -
11 12.9 ng/ ul 35.16 1.06 E1 -
15 15.2 ng/ ul >40 <1.92E-4 St. 1.52 E1
16 45.9 ng/ Wl 34.69 3.10 E1 St. 4.59 E1
17 12.8 ng/ ul 35.51 4.86 EO St. 1.28 E1
18 15.0 ng/ ul 34.31 7.21 E1 St. 1.85 E1
19 18.5 ng/ 36.84 [1.33E-1] -




Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda;

St. 1.08 E1< St. 1.14 E1< St. 1.28 E1< St. 1.52 ET1
< St. 1.85 E1< St. 4.59 E1

olarak bulunmus ve bu degerler dogrultusunda standart egri elde
edilmistir.

Standard Curve

Crossing Point
(]
o

Log Concentration

Grafik 4.6: Kantitasyonda yararlanilan standart egri.

74




5. TARTISMA

C. albicans mukozal ylzeylerde kommensal olarak yasayan,
ancak zayif bagisiklik durumunda konak igin invazif ve patojen hale
gelebilen ve 6lumcul sistemik enfeksiyonlara sebep olan bir mantardir.
Tedavide yaygin olarak kullanilan antifungal ajanlara karsi diren¢ her
gecen gun arttigindan, C. albicans Kklinikte, AIDS hastalar ve

grantlositopenik hastalar icin biy(ik bir problem teskil etmektedir.*"*2

C. albicans hastane kaynakli enfeksiyonlarin da énemli bir
ajani olarak farkedilmistir. intravaskler kateterler gibi,
mikroorganizmalarin yapigkan bir biyofilm olusturabilecegi ylzeyler risk
faktorleri olarak gorilmekte ve siklikla bu enfeksiyonlarla iligkili

bulunmaktadirlar.®'4243

VirGlansi degistiren konak- patojen iliskileri, kritik bir besin
olan demir tarafindan etkilenmektedir. Demir ¢ogu konak hlcre
yaralanmasini indilkleyen kritik bir metaldir. intravaskiiler enfeksiyonu
destekleyen demir kaynaklari ve fungal demir alim sistemleri iyice
tanimlanamamis olsa dahi, demir aliminin C. albicans' n virlilan
enfeksiyonlar meydana getirmesinde 06zel bir role sahip oldugu

distnilmektedir.*4

Dimorfik bir mantar olan C. albicans' in morfolojik degisim
gecirme yetisi virllans icin gereklidir. Hatta C. albicans' in filamentdz
formunun, mukozal ylzeylere tutunmada ve makrofajlardan kagmada rolu
oldugu disunulmektedir. C. albicans' da demir tasinmasinda aracilik
yapan proteinler, anti- Candida terapilerinin potensiyel hedefi oldugundan
dolayr konagin demire sahip olmasi da konak-patojen iligkisinde ve
mantarin virtilansinda kritik bir &neme sahiptir. Bu sebeplerden dolayi C.
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albicans' in demiri ne sekilde elde ettiginin anlasiimasi tibbi agidan 6nem

arz etmektedir.*’

Fratti ve arkadaslar yaptiklari bir gcalisma ile C. albicans'in
neden oldugu hlcre yaralanmasinda, demirin rolini incelemek igin
fenantrolin ve deferoksamin gibi demir selatérlerinin endotelyal hicre
yaralanmasindaki rollerini arastirmiglardir. Bu c¢alismanin sonunda,
hicrelere fenantrolin ve deferoksamin gibi demir gselatérler ile dnceden
muamele edilmesinin, hicreleri kandidal yaralanmadan korudugu

belirlenmistir.**

Ayrica Heymann ve arkadaslar C. albicans'in siderofor demir
tasiyicilari Gzerinde yaptiklari bir calismada SIT1 mutant suslar insa
ederek C. albicans'in Sit1p/ Arn1p siderofor demir tasiyicisinin virtlansini
ve demir komplekslerini kullanabilme yeteneklerini test etmislerdir. Sonug
olarak Sit1 mutant suslarin ferrikrom tip sideroforlari almada kusurlu
oldugu, dolayisi ile Sit1p/ Arn1p ile siderofor aliminin epitelyal invazyon ve
penetrasyon gibi C. albicans infeksiyonunun belirli bir asamasinda gerekli

oldugu ifade edilmistir.*®

Patojenik mantarlar tarafindan siderofor dretildigi ik kez
Histoplasma capsulatum’ da yapillan calismalarla farkedilmigtir.
GUnUmizde ise patojenik mantarlar tarafindan demirin elde edilmesi
patogenezin esasi haline gelmistir. Demir mekanizmalari Gzerinde yapilan
caligsmalar merkezi bir 6nem arz etmektedir ¢clnkd; bu metal konakta ¢cok
ciddi kisitlamalara neden olabilmektedir. Ayrica yeni terapdtik ajanlarin
kesfedilmesine ydon vermesi agisindan da patojenik mantarlar tarafindan

demirin elde edilmesi ve taginmasi ayri bir 5nem arz etmektedir.?”*°
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Demir, laktobasilluslar hari¢ tim canli formlar icin esansiyel
elementtir. Evrim slrecinde oksijen konsantrasyonunun artmasina paralel
olarak ¢6ziinmez ferrik demir igerisindeki ¢dzunur ferrozun oksidasyonuna
bagll olarak mikroorganizmalar azalan demire karsi cevap vermek

zorunda birakilmis ve siderofor olarak bilinen 6zel mikrobiyal Fe'

-selate
edici ajanlar tretmek durumunda kalmislardir. Sideroforlarin sentezi demir
tarafindan baskilanmaktadir ancak, inhibisyon igin gerekli demirin
konsantrasyonu, Uretilen sideroforun tipine ve sideroforu Ureten

organizmaya baglidir.*’

Mantarlar ile aerobik ve fakultatif anaerobik bakteriler
tarafindan Uretildigi  bilinen yaklagik 500 farkh siderofor varligi

bilinmektedir.*’

Simon ve arkadaslari 12 C. albicans susunu disik miktarda
demir (0.026-0.8 pM) iceren besiyerinde Uretmigler ve tim suslarin
hidroksamat tip  siderofor salgiladigini, fenolat tip  siderofor
sentezlenmedigini tesbit etmislerdir. C. albicans tarafindan siderofor
sentezinin, 0.026- 0.2 puM demir konsantrasyonunda en fazla oldugu
gbzlemlenmigtir. Bu sonug; dusiuk konsantrasyonda demir varliginda
siderofor sentezinin tesvik edildigini, yUksek konsantrasyonlarda ise
baskilandigini ve siderofor Gretiminin, Gremeyi inhibe etmeyecek kadar
diisiik demir konsantrasyonunda ( 0.2 pM) en fazla oldugu kanitlamigtir.*®

Askomigetlerden A. nidulans ve A. fumigatus siderofor Ureten
tipik mantarlardandirlar. Eisendle ve arkadaglari A. nidulans Uzerinde
yaptiklari bir ¢alisma ile A. nidulans' in demir depolayan bilesik olan
ferritinden yoksun oldugunu ancak bunun yerine hlcre i¢i siderofor olan
ferrikrosine sahip oldugunu ortaya koymuslar ve ferrikrosinin A. nidulans’
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In demir depolamasinin yani sira oksidatif strese karsi direncinde,

cimlenmesinde ve seksiel gelisiminde rol oynadigini belirtmislerdir.*

Baakza ve arkadaslari denizden ve karadan izole edilen 10’
ar mantar tir0 olmak Uzere toplam 20 mantar izolati Gzerinde siderofor
Uretme potansiyellerini arastirmiglar ve karsilastirmislardir. Sonuglar ise
denizden izole edilen A. flavus hari¢ diger tum izolatlarin siderofor
arettigini, Oretilen sideroforlarin  tGminin hidroksamat tip siderofor
oldugunu, sadece Mucor larin karboksilat tip siderofor Grettigini, higbir
izolatin katekol tip siderofor Uretmedigini, dolayisi ile sideroforlarin

kimyasal dogasinin habitata bagl olmadigini ortaya koymustur.>

Bu calismadan elde edilen sonuglar mantiga ¢ok yatkin
sonuclar olarak degerlendirilmistir ¢lnk(; mantarlarin  hidroksamat tip
siderofor Urettigi, katekol tip siderofor Uretmedigi Winkelmann tarafindan
Ustilago sphaerogena Uzerinde yapilan calismadan elde edilen ilk

rapordan giinimiize kadar bu géris savunulmaktadir.>®

Holzberg ve Artis yapmis olduklari ¢alismada firsatgl ve
sistemik fungal patojenler tarafindan hidroksamat tip siderofor Gretimini
arastirmisalardir. Galismaya Absidia corymbifera, A. niger, Rhizopus
arrhizus, Rhizopus oryzae, Blastomyces dermatitidis, H. capsulatum,
Sporothrix schenickii, C. albicans ve Trichophyton mentagrophytes dahil
edilmistir. Mantarlar hem 27°C de hem de 37°C de kiltlre edilmistir.
Calismanin sonugclari; tim mantarlarin siderofor Urettigini ve bunlarin
timindn hidroksamat tip sideroforlar oldugunu, 27°C de 37°C den daha
cok siderofor dretildigini ortaya koymustur. Bu caligsma ile birlikte siderofor

Urettigi bilinen mantarlar listesine 8 yeni mantar daha eklenmistir.’
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ismail ve arkadaslari bazi C. albicans suslarinda
hidroksamat ve fenolat tip siderofor Uretimini kanitlamak i¢in bir ¢alisma
yapmiglardir. Bu calismada C. albicans suglari 37 "C de kiltire edilmigtir.
Sonug olarak tim C. albicans suslarinin hidroksamat tip siderofor Urettigi
ancak bu suglarin % 40" inin ayni anda fenolat tip sideroforlar da
salgiladigi rapor edilmistir. Bu ¢alisma patojenik bir maya olan C. albicans
tarafindan her iki tip siderofor sinifinin da dretildigini gosteren ilk
calismadir.*®

Schretti ve arkadaslar yaptiklari bir calismada A. fumigatus'
un fusarinin C ve triasetilfusarinin C salgilayarak hiicre disi demiri aldigi
ve hifal demir depolanmasi igin de ferrikrosini kullandigini belirtmislerdir.?

Schretti ve arkadaslart 2007 yilinda yaptiklari bir diger
calismada ise hucre i¢ci ve hicre disi siderofor sentezini incelemigler ve
A.fumigatus' un hidroferrikrosin adinda, konidiyal demir depolanmasindan

sorumlu dérdiincii sideroforu salgiladigini ortaya ¢ikarmiglardir.

iki askomicet; A. nidulans ve N. crassa farkh hiicre digl
siderofor salgilasalar da ferrikrosin adi verilen ayni tip hiicresel siderofora
sahiptirler. Ferrikrosin tarafindan demir depolanmasinin A. nidulans 'in
konidya olusturmasinda kritik rol oynadigi gdézlemlenmistir. Clnki
hicresel siderofor sistemindeki eksiklik, konidiya Uretimindeki verimin
azalmasi ile sonuglanmaktadir. Cimlenme ve blylmenin ardindan
ferrikrosin demir havuzunun yok olmasi, bu metalin ¢cimlenme sirasinda

kullanildigini isaret etmektedir.*°

Buna bagh olarak A. nidulans, N. crassa ve Penicillum chrysogenum da
konidiyal siderofor depolanmasinin énemli bir ¢imlenme faktéri oldugu

sdylenebilir. ClOnkl ylksek tuz konsantrasyonu ile midahale edilen,
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hicresel sideroforlarini yitiren konidiyalarin ¢gimlenmesinin ortadan kalktigi
veya uygun bir siderofor tedarik edilene kadar cimlenme ertelendigi

gdzlemlenmistir.*

Virtlan mikroorganizmalar tarafindan Gretilen sideroforlarin
patogenezdeki énemini kanitlamak igin, éncelikle sideroforlarin in vivo

sentezlenip sentezlenmediginin ortaya cikarilmasi gerekmektedir.>

Siderofor varligini ortaya cikarmak amaciyla, kimyasal ve
biyolojik &zellikleri esas alinarak birgok test gelistiriimisti. Cogu test

Giniversal CAS agar testini esas almaktayd.**

Universal CAS agar metodu ( Schwyn ve Neilands, 1997) iyi
bilinen ve yaygin olarak kullanilan bir siderofor tanimlama metodudur. Bu
metod ile kimyasal olarak tanimlanmig besiyerindeki total sideroforlar
belirlenebilmektedir. Fakat siderofor dretiminin  miktarini  belirlemek
mumkin degildir ve bu besiyerinin bazi icerikleri dogal antibakteriyel
aktiviteye sahiptir. Bir deterjan olan HDTMA' nin bazi bakteri ve mantarlar
icin toksik oldugu kanitlanmistir. Yiksek toksisite, bu besiyerinin Gram
pozitif  bakteriler ve bazi mantarlar tarafindan kullaniimasini

dnlemektedir,3%:40:53:55

Bu c¢alisma kapsaminda bulunan 6rnekleri CAS agar
plaklarina pasajladigimiz zaman, mikroorganizmalar bu besiyerinde
drememistir. Gerek besiyeri iceriginde bulunan, Gremeyi inhibe eden toksik
maddelerin varligindan, gerekse uzun inkibasyon siresinden dolay bu

yéntem basarili bulunmamigtir.

Schwyn ve Neilands 1997 yilinda yaptiklari bir ¢calisma ile

HDTMA nin bazi mikroorganizmalar igin toksik olugunu farketmigler ve bu
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toksik etkiyi ortadan kaldirmak icin bazi fikirler gelistirmislerdir. Onerileri
arasinda fazla HDTMA yi emici resin ile nétralize etmek, gelismekte olan
hicrelerden bu bilesigi ayirmak icin prosedirler olusturmak veya
mikrobiyal gelisim icin daha az toksik etki yapacak yeni bir madde

kullanmak gibi fikirler yer almaktayd.*

Fekete ve arkadaslari 1989 yilinda yaptiklari bir galismada
bu énerileri dikkate alarak, tniversal CAS agar besiyerine resin gibi emici

maddeler ekleyerek, HDTMA nin toksisitesini azaltmaya g¢alismislardir.>®

Bunun UGzerine Milagres ve arkadaslari 1999 yilinda bir
caligsma yartitmusler ve bu ¢alismada Universal CAS agar testi Gizerinde bir
degisiklik yaparak toksisiteyi ortadan kaldirmayi denemislerdir. CAS
boyasi icerisinde bulunan HDTMA nin, gelisen mikroorganizmalar Gzerine
toksik etkisini yok etmek amaciyla, yarisinda MEA/ NA, diger yarisinda ise
CAS mavi agar bulunan plaklar olusturmuslardir. Calismada bakterilerin
yani sira bazidiyomicetler, askomicgetler, deuteromicgetler ve zigomicetler
olmak Uzere bircok mantar susu da test edilmistir. Mikroorganzimalari
MEA/ NA kismina ekerek, gelisen hicrelerin CAS ayiraci ile temasini
engellemislerdir. Sonug¢ olarak mikroorganizmalarin higbirinde blylime

inhibisyonu gézlemlenmemistir.*

Ancak Milagres ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bu
metod da tarafimizdan denenmis ancak, 3 hafta kadar uzun bir
inklibasyon stiresinin ardindan sonu¢ verdiginden ve tipki CAS agar
plaklari gibi siderofor varhigini belirlediginden, fakat siderofor Gretim miktari

hakkinda bir veri sunmadigindan tercih edilmemistir.

Ote yandan Machuca ve Milagres 2002 yilinda yayinladiklari br calismada

modifiye olmus CAS agar plaklarini kullanarak cesitli degiskenlerin
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Aspergillus tarafindan siderofor tretimi Gzerine olan etkilerini ve CAS agar
plak testini kantitatif bir metod olarak degerlendirmenin mimkin olup
olmadigini aragtirmislardir. Tipki bir 6nceki ¢galismada oldugu gibi plaklarin
yarisina MEA diger yarisina ise CAS agar konulmustur. Diger ¢alismadan
farkli olarak érnekler 28°C ' de 6 gun inkube edilmistir. Sonug olarak
inokulum tipinin, demir konsantrasyonunun ve besiyerinin pH' sinin
Aspergillus tarafindan siderofor tretimine etkisini degerlendirmek mimkin

olmustur.*

Zaman biraz olsun kisalmis olsa da, A. niger gibi iyi bir sitrik
ve oksalik asit Ureticisi olan baz tdrler, bu besiyerinde fazla miktarda
demir bulundugu zaman CAS ile reaksiyon verebildiginden ¢ok tercih

edilen bir metod degildir.*°

Bu iki metoda zit olarak, Smith ve arkadaslari 1985 yilinda
CAS sivi testini gelistirmislerdir. Bu test hem duyarlihdi yiksek oldugu
hem de miktar belirleyebildigi icin genis 6l¢ctde kullanilan bir test olmustur.
Bu test, sideroforlari kimyasal yapilarina bakmaksizin Olgmek igin
gelistirilmistir. Ayrica testin, iyi tanimlanmis fenolat ve hidroksamat tip
sideroforlarin yani sira rhizobaktin gibi yapisi henltz yeni agiklanmig diger

sideroforlarin da miktarini 6lcebildigi rapor edilmistir.>’

Sivi bir faz igerisinde bulunan demir selate edici sideroforlari

6lcmek icin kullanilan CAS sivi testinin prensibi su sekilde 6zetlenebilir:

FeCAS + L ——> FeL + CAS
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Gucllu bir ligand (L) olan siderofor, demir-CAS (FeCAS)
kompleksine baglandiktan sonra, demir-ligand ( Fel) kompleksi olusuyor
ve serbest CAS renk degisimini ( turuncu/ sar) meydana getirmek igin

saliveriliyor.*®

CAS sivi testi, FeCAS kompleksinden demiri selate eden
herhangi bir tip sideroforun dretim miktarini 6lgebilmektedir. Ancak bu
testin kompleks besiyerlerinde Uretilen sideroforlari 6lgmede bazi dogal
problemleri oldugu belirtiimigtir. Dolayisi ile sadece kimyasal yapisi
belirlenmis sivi besiyerlerindeki siderofor miktarini 6lgcebilmektedir. En
bilinen problem ise kompleks besiyerinin sari renk veren igerikleridir
clnki; bu sari renk CAS reaksiyonu sonucu olusan turuncu/ sari renklerle

karistirilabilmektedir.>®

CAS sivi testi 6lgim0 yapilan sivilarin pH sindan da siddetli
bir sekilde etkilenmektedir. pH 7' nin Uzerine ¢ikti§i zaman demir hidroksit
olusmakta ve normalde mavi olan besiyerinin rengi sariya donmektedir. Bu
asamada ise olusan demir hisroksiti, demirden yoksun serbest CAS' dan

ayirt etmek miimkiin olmamaktadir.>®

Ayrica bu testte, kompleks besiyerindeki fosfat, sitrat veya
dihidrobenzoik asit gibi disik ilgili demir selatérleri de CAS reaksiyonu ile
karigtirilabilmektedir. Dolayisi ile bu problemi ortadan kaldirmak igin,
siderofor aranan besiyerinde fosfat tamponu yerine Tris veya Pipes
kullaniimakta ve cogu arastirmaci da incelemelerinde kompleks bir
besiyeri yerine, kimyasal olarak tanimlanmig besiyerlerini tercih
etmektedirler.*

CAS sivi besiyeri, sadece kimyasal yapisi belirlenmis sivi besiyerlerindeki

siderofor miktarini Olcebildigi, 6lgimu yapilan sivilarin pH sindan da
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siddetli bir sekilde etkilenebildigi ve kompleks besiyerindeki fosfat, sitrat
veya dihidrobenzoik asit gibi disik ilgili demir selatérleri de CAS
reaksiyonu ile karngtirilabildigi igin tercih edilmemis ve bu calisma

kapsaminda denenmemigstir.

CAS sivi besiyerindeki birtakim problemlerden dolayi, Shin
ve arkadaslari 2000 yihinda UOniversal CAS agar testinde birtakim
degisiklikler yaparak yeni bir metod geligtirmisler ve bu metodla c¢esitli
biyolojik sivilardaki siderofor miktarini élgmeyi amaglamislardir. CASAD (
CAS agar diflizyon) testi adini verdikleri bu test iki prensibe dayandirilarak

ortaya cikarilmigtir. Esas alinan prensibler ise sunlardi :

1. Universal CAS agar deneyinde, CAS' a baglanan demirin sideroforlar
tarafindan kolayca selate edilmesi ve maviden turuncuya dogru olan renk

degisimi esas alinmistir.

2. Barry' nin 1991 yilindaki antimikrobiyal difizyon deneyi de esas alinarak
besiyerine acilan kuyucuklar icerisine yerlestirilen sivilardaki sideroforlarin
merkezden baslayarak radyal bir sekilde meydana getirdigi renk degisimi

incelenmigtir.

Bu arastirmacilar gelistirdikleri bu metodu, siderofor Ureten
suslar géstermede ve total siderofor miktarini 6lcmede guvenilir bir metod
olarak tavsiye etmektedirler. CAS sivi testindeki problemlere yer
vermediginden ve CAS sivi besiyerinin aksine doku sivilari da dahil olmak
Uzere birgok biyolojik sividaki sideroforlari lgcebilmesi acisindan, CASAD
besiyeri daha kullanigh bir metoddur. Ancak bu besiyeri sadece bos
sideroforlari  Olgebilmektedir  ¢lnki; bos  sideroforlar  FeCAS
kompleksinden demiri selate edebilmektedir.>®
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Hem demir bagl hem de bos sideroforlari élgmek icin ise Arnow testi ve

Csaky testleri gelistirilmistir.>®*°

Bazi kiguk problemlere ragmen biyolojik sivilari kullanarak in
vivo veya in vitro siderofor Gretimini inceleme acgisindan gtzel bir yéntem
oldugundan dolay! ve herhangi bir biyolojik sivi i¢cerisindeki herhangi bir tip
siderofor miktarini kantitatif olarak belirleyebildigi igin yaygin olarak

kullanilan bir metoddur.®®

Arastirmacilar bu metodu basarii bir metod olarak
degerlendirseler de, bu calisma kapsaminda denenen bu metod, haftalar
suren uzun bir inkiibasyon suresinin ardindan sonug verdiginden dolayi ve
biyolojik sivi icerisindeki mantar konsantrasyonu ile yakin iligkili

oldugundan dolayr ¢ok basarili bulunmamistir.

Miranda ve arkadaslarn 2007 yilinda gerceklestirdikleri bir
caligsma ile popiler CAS testini tekrardan dizenlemigler ve yeni, hizl,
toksik olmayan ve kolay bir metod gelistirmisler ve bu metodu O- CAS

(Overlay CAS) metodu olarak adlandirmislardir.>*

O- CAS metodu diger tim metodlardan farkh olarak 15
dakika icerisinde sonug¢ veren bir metoddur. Bu test dogrultusunda 15
dakika igerisinde Uste dokilen mavi O-CAS agarin mavi renginin
menekseye ddéndsmesi katesol tip siderofor varligini, maviden turuncuya

dénlismesi ise hidroksamat tip siderofor varligini temsil etmektedir.>*

Cahsma kapsaminda denenen metodlar arasindan en
basarili sonuclarin elde edildigi metod O-CAS metodu olmustur. Calisma
kapsamina dahil edilen C. albicans suslarinin hemen hemen hepsinde

hidroksamat tip siderofor varligi gézlemlenirken; A. flavus, A. fumigatus ve
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A.niger suglari arasindan sadece A. niger de siderofor varlidi tesbit
edilmis ve renk degisimi incelenerek A. niger tarafindan katesol tip

siderofor sentezlendigi sonucuna varilmigtir.

O- CAS testi diger testlere kiyasla, basit olmasi ve kisa
surede sonug¢ vermesi, bir reaktif ya da pH' dan dolayr herhangi bir
inhibisyonun g6zlemlenmemis olmasi, reaksiyonun ardindan
mikroorganizmalarin tekrardan kullanilabilmesi gibi birtakim avantajlara
sahip oldugundan dolayi, bu metod siderofor Ureten mikroorganizmalarin

izolasyon ve tesbitlerinde giiclii bir ilk agama haline gelebilir.>*

Bu calismada konvansiyonel yontemlerin yani sira, segilen
bazi Candida albicans suslarinda Real-Time PCR ydntemiyle, siderofor
kodlayan genler arastinimistir. TagMan® Probe yéntemine Kkiyasla,
ekonomik olusu ve kisa silirede sonu¢ vermesinden dolayr SYBR Green
yontemi tercih edilmigtir. Real-Time PCR- SYBR Green ydntemiyle elde
edilen sonugclar, konvansiyonel yontemlerle elde edilen sonuglarla benzer

bulunmustur.

Bu calismanin sonucuna goére; St. 1.03 E1< St. 1.14 E1< St.
1.28 E1< St. 1.52 E1< St. 1.85 E1< St. 4.59 E1 olarak bulunmustur.
CaSIT1 primerleri (forward ve reverse) kullanildigi icin C. tropicalis ve A.
niger kontrol amagh kullaniimis ve reaksiyon sonucunda beklenilen sekilde

bu iki 6rnekten sonug eldilememigtir.

Literatirde yapilan arastirmada, daha o6nce bdyle bir
¢alismanin yapildigina dair bir bilgiye ulasilamadigindan sonuclar diger
calsmalarla karsilastirlamamistir. Ancak birtakim calismalarda ALS, SAP
gibi fungal genlerin de Real-Time RT PCR ile incelendigi bilinmektedir.®°
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6. SONUCLAR

1. Bu calisma, cesitli mantar suslarinda siderofor varligini arastirmayi
amaglayan bir calismaydi. Calisma, cesitli besiyerleri ile siderofor
varliginin arasgtinimasi ve molekller ydntemlerle siderofor varliginin

arastirilmasi olmak tzere esas olarak iki kisimdan olugmaktaydi.

2. Calismanin ilk asamasi olan, cesitli besiyerleri ile siderofor varhiginin
saptanmasi asamasina, 40 mantar susu ve 5 referans sus olmak Uzere

toplam 45 drnek dahil edilmigtir.

3. Calisma kapsamindaki 40 mantar susundan 7'si ( %17.5) Aspergillus,
33'l (%82.5) ise Candida' ydi.

4. CASAD besiyeri ile siderofor tanimlanmasi agsamasina 6 (%15) érnek
dahil edilmis ve bunlardan sadece 2' sinde (%33.3) pozitif sonug¢ elde

edilmistir.

5. CAS/ MEA besiyeri ile siderofor tanimlama asamasina 5 (%12.5) érnek

dahil edilmis ancak higbir 6rnekte CAS reaksiyonu gbzlemlenmemistir.

6. O- CAS besiyeri ile siderofor tanimlama asamasina ise 40 mantar
susunun timU dahil edilmig, 2 (%28.5) A. niger ve 28 (%84.8) C. albicans'

da siderofor varligi tesbit edilmistir.

7. Siderofor varliginin belirlenmesi i¢in arastirma kapsaminda denenen
CASAD ve CAS/ MEA besiyerleri, igeriginde bulunan toksik maddelerden
dolayi, mikroorganizmalarin gelismesine imkan tanimamistir.

8. Ancak O-CAS besiyeri, SDA besiyerinde Ureyen mikroorganizma
kolonlerinin Gzerine uygulandigi icin, iceriginde toksik maddeler bulunsa
da turemeyi engellememektedir.
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9. Bu calismada O-CAS metodu diger iki besiyerine kiyasla; basit, hizl,
dayanikli, duyarl, ekonomik ve yaygin olarak kullanilabilen bir metod

oldugundan dolayi en basarili metod olarak degerlendirilmistir.

10. Galismanin ikinci agsamasi olan, siderofor kodlayan genleri tanimlamak

icin Real-Time PCR- SYBR Green yontemi uygulanmistir.
11. Uygulamaya tabi tutulan14 mantar susunun 1 tanesi (% 7.14) C.
tropicalis, 12 tanesi (% 85.7) C. albicans ve 1 tanesi (% 7.14) de A. niger

idi.

12. Uygulamada CaSIT primerleri kullanildigindan dolayi C. tropicalis ve

A. niger suglarinda istenilen sonuglar elde edilememistir.

13. Calisma sonunda; St. 1.03 E1< St. 1.14 E1< St. 1.28 E1< St. 1.52 E1<
St. 1.85 E1< St. 4.59 E1 sonucu elde edilmistir.

14. Bu calismada, Real-Time PCR ybénteminde, TagMan problar yerine

SYBR Green kullanilarak basit ve ekonomik yoldan sonuca ulagiimistir.
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7. OZET
Bazi Mantarlarda Siderofor Varliginin Gosterilmesi

Bu calismada, Kkultir koleksiyonundan secilen cesitli Candida ve
Aspergillus suslarinda cesitli besiyerleri ve molekiler yéntemler araciligi
ile siderofor varhidinin arastiriimasi amaclanmigtir. Besiyerleri aracihgi ile
siderofor varliginin arastiriimasi asamasinda, CASAD besiyeri, CAS/ MEA
besiyeri ve O-CAS besiyeri olmak Uzere U¢ besiyeri kullaniimigtir. CAS/
MEA besiyerinde denenen &rneklerin  hicbirinde CAS reaksiyonu
g6zlenmezken, CASAD besiyerinde %33.3 oraninda pozitif sonu¢ elde
edilmigtir. Bu ¢ besiyeri arasinda O-CAS besiyerinden %75 oraninda
pozitif sonug elde edilmis ve diger besiyerlerine kiyasla daha basit, duyarl,
ekonomik ve basarill bulunmustur. ikinci asama olan molekiiler
yontemlerle siderofor varliginin belirlenmesi asamasi, TagMan® Probe
ybntemine kiyasla, ekonomik olusu ve kisa slrede sonu¢ vermesinden
dolayr SYBR Green yoéntemi kullanilarak gergeklestiriimistir. Bu asamaya
14 6rnek ( Candida ve Aspergillus) dahil edilmis ve CaSIT1 primerleri
(forward ve reverse) kullanilarak siderofor kodlayan genler tanimlanmaya
cahsiimigtir. Real-Time PCR- SYBR Green yOntemiyle elde edilen
sonuglar, konvansiyonel yoéntemlerle elde edilen sonuclarla benzer
bulunmustur. 14 6érnegin  12'sinde (% 85.7) CaSIT1 primeri ile pozitif
sonuglar elde edilmistir. CaSIT1 primerleri (forward ve reverse) kullanildigi
icin C. tropicalis ve A. niger kontrol suslar olarak kullaniimistir. Bu
calismanin sonucuna gore; belirlenen standart degerler dogrultusunda (St.
1.03 E1< St. 1.14 E1< St. 1.28 E1< St. 1.52 E1< St. 1.85 E1< St. 4.59 E1)
bir standart egri elde edilmis ve bu standart egri esas alinarak diger

orneklerdeki sidA gen ifadesi miktari belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Candida, Aspergillus, siderofor.
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8. SUMMARY

Demonstrating Presence of Siderophore In Some Fungi

The aim of this study, was to demonstate the presence of siderophores in
Candida and Aspergillus strains, by using several mediums and molecular
methods. For demonstrating siderophores by using mediums, we used
three mediums; CASAD medium, CAS/ MEA medium and O-CAS
medium, respectively. We couldn't recognize any CAS reaction in CAS/
MEA medium, in which we realised %33.3 percentage positive results in
CASAD medium. We obtained % 75 percentage positive results in O-CAS
medium. So in comparison with other two mediums, O-CAS medium was
more simple, more sensitive, economic and more successful.
Demonstrating presence of siderophores by molecular methods, was the
second step of this study. We verified this step by using Real-Time PCR-
SYBR Green method, which is more economic and gives results in shorter
time then TagMan® Probe. We operated this step by CaSIT1 primers (
forward and reverse), with fourteen samples (Candida and Aspergillus
strains). Results obtained from nonnuclear methods and Real-Time PCR
SYBR Green method was similar. By this method, we obtained positive
results in twelve (% 87.5) of fourteen samples. As we used CaSIT1
primers (forward and reverse) C. tropicalis and A. niger was used as
negative control strains. According to the results of this study, we defined
some standard values (St. 1.08 E1< St. 1.14 E1< St. 1.28 E1< St. 1.52
E1< St. 1.85 E1< St. 4.59 E1) and obtained a standard curve. Due to this
standard curve we defined, sidA gene expression amounts of the other
samples.

Key word: Candida, Aspergillus, siderophore.
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11. TESEKKUR

Bilimsel bir galisma, bilgi ve egitimin yani sira; emek, sabir, uyumlu galisma

ortami, yardimlasma ve dayanigsmanin da énemli roller stlendigi bir slrecti.

Egitimim slresince destek ve ilgilerini esirgemeyen, degerli bilgilerinden
yararlandigim Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali bagkani, Sayin Prof. Dr. Semra
KUSTIMUR' a;

Tez konumun belirlenmesinde, tezimin ¢alisma asamasinda, her sorunun yanitini
benimle birlikte heyecanla bekleyen, bilgi ve deneyimleri ile her zaman yardimci
ve yanimda olan, ilgisini higbir zaman esirgemeyen ¢ok degerli tez danisman
hocam Sayin Dog¢. Dr. Ayse KALKANCI' ya;

Bilimsel ¢calisma yardimlasma ve dayanisma demekti; degerli bilgi, yardim ve
destekleri icin Aras. Gor. Gillsah BITER , Aras. Gér.Burge YALCIN ve Aras. Gor.
Feyza DEMIR'e;

Arastirma siireci igbirligi gerektiriyordu; yardima ihtiyacim olan her an yanimda
olan, emegini, destegini esirgemeyen, calisma silrecinde hafta sonlarini benimle
birlikte gegiren cok degerli arkadasim Ali FOUAD' a ;

Uyumlu calisma ortami bu siirecin bir parcasiydi; manevi desteklerini eksik
etmeyen, her asamanin sonucunu benimle birlikte heyecanla bekleyen ¢ok
degerli arkadaslarim, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ylksek Lisans égrencileri
Songiil TURK , Seda USTA , Melek YAMAN, Melda MERAL ve Duygu
KAHRAMAN ile Doktora 6grencisi Vet. Hek. Esra JABBAN ‘a;

Huzur belki de bu asamanin en dnemli unsurlarindan biriydi ; bana huzurlu bir ev
ortami saglayan, bu zorlu slrecte her tirlG anlayis, sabir ve destegi eksik
etmeyen cok degerli ev arkadasim, dostum Fatos SEKERCILER ‘e ;

Yasamim boyunca her tirli maddi ve manevi destedi esirgemeyen, her zaman
yanimda olan, bu zorlu slireci benimle birlikte yasayan sevgili aileme ¢ok
tesekkir ediyorum.
Bio. Ayse SEYER
99



