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BEYAN

”Kan kiiltiirii ve kateter kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida albicans izolatlarinda
EFG-1 geni varliginin biyofilm tiretimi {izerine etkisi ve ekspresyon diizeylerinin
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yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, bu
tezin calisgilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.
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OZET

Giris ve Amag: Candida tiirlerinin ¢aplar1 3-5 pm, tomurcuklanarak iireyen maya
mantarlaridir. Candida’lar mukoza, deri ve gastrointestinal sistemin normal florasinda
bulunurlar. Dogumun hemen sonrasinda mukozalarda kolonize olurlar, endojen
enfeksiyonlar icin risk yaratirlar. Calismamizda kan kiiltiirii ve kateter kan
kiiltiirlerinden izole edilen Candida albicans suslarinin biyofilm olusturma 6zellikleri
ve bu suslarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile EFG-1(Enhanced Filamentous
Growth-1) geninin ekspresyon diizeyleri arasindaki iligkinin ortaya c¢ikarilmasi

amaclanmgtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarma 01.01.2019-31.12.2022 tarihleri arasinda gonderilen
orneklerden izole edilen Candida albicans izolatlari (n=60) kullanilmistir. Kanli agar
ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’a pasajlanarak elde edilen saf Candida albicans
izolatlarinda biyofilm olusumunun tespiti mikrotitrasyon plak yontemiyle yapilmstir.

EFG-1 geninin varliginin tespiti i¢in real-time PCR yapilmistir.

Bulgular: Klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans izolatlarinin (n=60)
biyofilm olusturma oranlar1 %16,7 (n=10) bulunmustur. Kateter kan kiiltiiriinden izole
edilen suslarin biyofilm olusturma oranlarinin (%20) kan kiiltiiriinden izole edilen
suslarin biyofilm olusturma oranlarindan (%13,4) yiiksek oldugu bulunmustur. Tiim
izolatlarin (n=60) EFG-1 genine sahip olma oranlar1 % 46,7 bulunmustur. EFG-1
geniyle biyofilm olusumu arasindaki iliskiye bakildiginda ¢alismamizda saptadigimiz

sonuglarin istatistiksel olarak aradaki bu iliskiyi agiklamadigi goriilmektedir (p=1,00).

Tartisma ve Sonu¢: EFG-1 geni biyofilm olusturan ve olusturmayan tiirlerde yiiksek
oranlarda tespit edilmis olup; biyofilm olusumu ile EFG-1 geni arasinda anlamli bir
iliski saptanmamistir. Bu iliskiyi degerlendirmek igin baska caligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Biyofilm olusturan suslarin tespiti ve bu mekanizmayi indiikleyen
genlerle transkripsiyon faktorlerini anlamak uygun antimikrobiyal tedavi gibi stratejik

tedavi seceneklerinin gelistirilebilmesine yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler, C. albicans, biyofilm, EFG-1, real-time PCR



ABSTRACT

Objective: Candida species are fungal microorganisms that are 3-5 um in size, and
reproduce through budding. Candida organisms are found in the normal flora of
mucous membranes, skin, and the gastrointestinal system. They colonize mucosal
surfaces shortly after birth, posing a risk for endogenous infections. Our study aims to
investigate the biofilm-forming abilities of Candida albicans strains isolated from
blood cultures and catheter blood cultures and to uncover the relationship between
these strains' expression levels of the EFG-1 gene using polymerase chain reaction
(PCR).

Materials and Methods: Candida albicans isolates (n=60) obtained from samples
sent to the Ondokuz Mayis University Hospital Medical Microbiology Laboratory
between 01.01.2019 and 31.12.2022 were utilized. The detection of biofilm formation
in pure Candida albicans isolates, which were subcultured on blood agar and
Sabouraud Dextrose agar (SDA), was carried out using the microtiter plate method.

Real-time PCR was performed to determine the presence of the EFG-1 gene.

Results: The biofilm formation rate of Candida albicans isolates (n=60) obtained from
clinical samples was found to be 16,7% (n=10). It was observed that the biofilm
formation rate of isolates obtained from catheter blood cultures (20%) was higher than
that of isolates from regular blood cultures (13,4%). The presence of the EFG-1 gene
in all isolates (n=60) was determined to be 46,7%. When examining the relationship
between the EFG-1 gene and biofilm formation, our study's results indicate that there

IS no statistically significant association between them (p=1.00).

Conclusion: The EFG-1 gene was detected at high rates in both biofilm-forming and
non-biofilm-forming Candida species. However, a significant relationship between
biofilm formation and the EFG-1 gene could not be established. To evaluate this
relationship, further studies are required. ldentifying biofilm-forming strains and
understanding the transcription factors and genes that induce this mechanism will help

in the development of strategic treatment options.

Key Words: C. albicans, biofilm, EFG-1, real-time PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Tim Candida tiirleri tomurcuklar veya blastokonidyumlar olusturan, oval maya
benzeri hiicreler seklinde bulunurlar. Candida albicans yalanci ve gerg¢ek hif
olusturabilirken; Candida glabrata disindaki diger Candida tiirleri, yalanci hif
olusturabilmektedirler. Ayrica Candida albicans, germ tiip ve terminal yerlesimli,
kalin duvarl klamidokonidyumlar olusturur (1). Firsat¢1 patojen mantarlar arasindaki
en 6nemli grup siiphesiz ki Candida tiirleridir. Candida tiirleri, en sik rastlanan santral
vendz kateter ile iligkili kan dolasimi enfeksiyonu (KDE) etkenleri arasinda iiglincii
sirada yer almaktadir (2). 1980 yilindan giiniimiize kadar, Candida’ya bagli KDE
sikligi her biiyiikliikteki hastanede ve tiim yas gruplarinda siirekli bir artis
gostermektedir (3). Candida tiirleri, saglikli bireylerin bagirsaklarinda yasayan
kommensal organizmalardir (4). Cevresel degisikliklere hizla yanit verebilir ve
konak¢inin zayiflamis bagisiklik sisteminden yararlanarak hastalik olusumunu
kolaylastirabilirler (5). Konak¢i dokuyu tanima, ona baglanma, dis ortamdaki
degisiklere hizla yanit verme, enzim salgilama ve biyofilm olusturma yeteneklerinin
virtilansta 6nemli oldugu diistiniilmektedir (6). Biyofilm, mikroorganizmalarin canli
veya cansiz yiizeylere tutunarak olusturdugu matriks yapisidir. Biyofilm olusum
stirecinde mikroorganizma hiicre zar1 proteinlerinin uyarilmasiyla ekzopolisakkarid
materyal sentezlenerek yiizeye tutunma gergeklesir. Biyofilm olusturmus
mikroorganizmalar, antimikrobik ilaglara ve fagositoza kars1 direng gosterebilir (7).
Biyofilm olusumuna, hiicre morfolojisi, hiicre dis1 enzim aktivitesi, fenotipik degisim
ve yapisma gibi bir¢ok viriilans faktorii neden olmaktadir. Abiyotik ve biyotik
bolgelerde Candida biyofilmlerinin olusumuyla, enfeksiyonlarda antimikrobiyallere
direng gelismekte ve geleneksel tedaviye daha direngli tiirlerin gelistigi goriilmektedir
(4). Candida spp.nin olusturdugu biyofilm ve enzimler enfeksiyonun temelini
olusturmaktadir (8). Candida’nin konak dokuya veya tibbi cihazlara tutunmasiyla
hiicre bdliinmesi, proliferasyon ve sonrasinda biyofilm gelisimi gozlenir (9).
Biyofilmler, hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS) olusan bir matris i¢inde yer alan
ve planktonik veya serbest ylizen benzerlerinden farkli fenotipik 6zellik sergileyen
mikrobiyal topluluklardir. Biyofilm olusumu, biyofilm matriksi yoluyla enfeksiyon

tedavilerinde antimikrobiyallere diren¢ gosterdiginden Candida tiirii i¢in énemli bir



viriilans faktoriidiir. Biyofilmlerin ¢ok yiiksek antifungal direngleri nedeniyle ortadan

kaldirilmasi zordur ve enfekte implantin ¢ikarilmasiyla sonuglanabilir (10).

Candida tiirleri, diinya genelinde hastane kaynakli enfeksiyonlarin dnemli nedenleri
arasinda yer almaktadir. En sik goriilen kandidoz etkeni tiir Candida albicans’tir (11).
Baslica viriilans faktorleri yukarida da bahsedildigi gibi biyofilm olusumu, esteraz,
fosfolipaz ve asit proteaz iretimidir. Biyofilm tiretimi Candida tiirleri i¢in 6nem
tagimaktadir ve antifungal direng gelisimi ile de iliskilidir (12). Biyofilm olusturma
kabiliyeti; onemli viriilans faktorlerinden biridir. Bu sebeple biyofilm olusturan
Candida tiirleri karsimiza; antifungal direng, kronik enfeksiyon, yabanci cisim
enfeksiyonlart gibi tablolarla ¢ikabilir. EFG-1 ise Candida albicans'ta morfogenez ve
metabolizmanin merkezi bir transkripsiyonel diizenleyicisidir (13). Bazi ¢aligmalarda;
EFG-1 geninde single ya da double mutasyon goriilen Candida albicans suslarinda
biyofilm olusturma kusurlar1 tespit edilmistir (14). Bu tez ¢calismamizda; kan kiiltiirt
ve kateter kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida albicans suslarinda biyofilm
olusturma kapasiteleri ve PCR ile tespit edilen EFG-1 geninin ekspresyon diizeyleri
arasindaki iligkiyi tespit etmek amaglanmigtir. Candida tiirlerinin enfeksiyon sirasinda
kullandig1 biyofilm mekanizmalarin1 ve genlerle olan iliskilerini anlamak, yeni
antifungal tedavilerin ve tan1 metotlarinin gelistirilmesi i¢cin énem arz etmektedir.
Yukarida belirtilen viriilans faktorlerini hedeflemek yeni antifungalleri gelistirirken
bizler i¢in 6nemli birer stratejik odak olabilir. Fungal patojenite mekanizmalar iyi
anlamanin tan1 ve antimikrobiyal tedavide yeni stratejiler gelistirilmesine Katki

saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri ve Tam1 Yontemleri

Mantarlar (funguslar), dogada ¢okga bulunan mikroorganizmalardir. Giiniimiize kadar
yaklasik 400.000 tiir tanimlanmis olup bunlarin yalnizca 100-150 tanesinin insanlarda
enfeksiyona sebebiyet verdigi  bilinmektedir. Ancak giiniimiizde organ
transplantasyonu yapilan hastalarin sayisindaki artis ve tedavide kullanilan
kemoterapoétiklerin  giderek daha agresif hale gelmesi gibi sebeplerden otiirii
enfeksiyona neden olan mantarlarin cins ve tiir sayisinda giderek artig gézlenmektedir.
Mantarlar ile olusan hastaliklar mikoz olarak adlandirilmaktadir. Mantarlar1 ve mantar

enfeksiyonlarini arastiran bilim dalina ise mikoloji ismi verilmektedir (15).
2.1.1. Genel ozellikler

Mantarlar 6karyot hiicre morfolojisine sahip olan mikroorganizmalardir. Yapilarinda
klorofil barmmdirmadiklar1 i¢in fotosentez yapamazlar ve bu yonleri ile bitkilerden
ayrilirlar. Fakiiltatif anaerob veya zorunlu aerob mikroorganizmalardir. Mantarlar
heterotrofik mikroorganizmalardir yani organik bilesikleri ve karbonu enerji kaynagi
olarak kullanirlar. Dis ortama hidrolitik enzimlerini salarak besinleri sindirirler ve
sindirdikleri besin maddelerini absorbsiyonla hiicre igirisine alip kullanirlar (absorbtif
beslenme) (16).

2.1.2. Mantar hiicre yapisi

Mantarlarin bazilarinda polisakkarit yapida kapsiil bulunur. Kapsiil yapis1 antifagositik
ozellik gosterdigi i¢in 6nemli bir virulans faktorii olarak rol alir. Cini miirekkebi ile
1slak preperat hazirlanarak kapsiil mevcudiyeti incelenebilir (17). Cryptococcus
neoformans Kapsiilii olan en 6nemli mantardir. Cryptococcus neoformans 'in yapisinda
bulunan kapsiil polisakkaridi glukuronoksilomannan, galaktoksilomannan ve

mannoprotein olmak tizere minimum ¢ farkli polimerden olusmaktadir (15).

Tablo 1. Mantar hiicre duvarinda yer alan polisakkaritler (18)

Polimer Monomer

Kitin N-asetil D-glukozamin
Kitosan D-glukozamin

Seliiloz D-glukoz

a-glukan D-glukoz

B-glukan D-glukoz

Mannan D-mannoz




Hiicre duvart bilesenlerinin %90’ Kitin, glukan, mannan, kitosan gibi polisakkarit
polimerler, %10’unu proteinler, glikoproteinler ve lipidler olusturur. Polisakkaritlerin
oranlar1 ve ¢esitleri, mantarin tiiriine gore farklilik gosterir (Tablo 1). Hiicre duvari
hiicreye seklini verir, mantar hiicresini osmotik degisikliklere kars1 korur ve antijenik

ozellik gosterir.

Mayalar basta olmak iizere birgok mantar hiicre duvari yapisinda peptidomannanlar
bulunmaktadir. Galaktomannan, mannan ve daha disiik oranda ramnomannanlar
mantarlara karsi meydana gelen bagisikliktan sorumlu bilesenlerdir. Dissemine
kandidozlu hastalarda serumda mannan konsantrasyonunun saptanmasi énemli bir tani
yontemidir. Mantar hiicre membrani, memeli hiicre membranimna benzer olarak
fosfolipidler, proteinler ve sterollerden olusan iki tabakali bir yapiya sahiptir. Memeli
hiicre membranindan farkli olarak mantar hiicre hiicre membraninda kolesterol
bulunmaz bunun yerine ergosterol ve zimosterol bulunur. Hiicre membraninin
fonksiyonlarini; madde aligverisini diizenlemek, sitoplazmay1 korumak, kapsiil sentezi
ve duvar sentezine yardim etmek seklinde siralamak miimkiindiir. Giiniimiizde
tedavide kullanilan antifungal ilaglarin biiyiik bir kisminin hedefi membranda bulunan

ergosteroldiir (15).
2.1.3. Mantar sporlan

Mantar sporlar1 {iremeden sorumlu yapilardir. Ureme; eseyli ya da eseysiz yolla

olabilir.

e Eseyli (seksiiel): Eseyli sporlar ile olur. Hiicre ¢ekirdegi bir koprii araciligiyla

birlesir ve bunu takiben mayoz gerceklesir. Dogada meydana gelir.

e Eseysiz iireme (aseksiiel): Eseysiz sporlar ile olur. Cekirdekler arasi fiizyon

olmaz. Laboratuvar kosullarinda meydana gelir.

e Paraseksiiel: Eseyli sporlar1 olmayan mantarlarda, genetik aligverisin

rekombinasyon yolu ile olmasidir (19).
2.1.4. Mantarlarin morfolojik olarak simiflandirilmasi

Mantarlar morfolojik yapilarina gore; maya mantarlar1 ve kiif mantarlar1 olmak tizere

iki gruba ayrilirlar. Diger bir grup mantar ise bulunduklar1 ortamin sartlarina gore hem



kif hem de maya morfolojisine sahip olabilirler. Bu mantarlar dimorfik mantarlar
olarak adlandirilmaktadir (1).

2.1.4.1. Mayalar

Mayalar, tek hiicreli oval sekilde bulunan ve tomucuklanarak ¢ogalan mantarlardir.
Maya hiicreleri bazen tomurcuklanmalarina ragmen ana hiicrelerinden ayrilmadan
uzamaya devam ederler. Olusan bu yap: kiiflerin olusturdugu hif yapisina
benzediginden dolayr yalanct hif (psodohif) olarak adlandirilmaktadir (1). Hif
yapisinda bogumlar bulunmazken yalanci hifte bogumlar bulunmaktadir. Mayalarin
¢ogu yalanci hif olustururken, C. glabrata, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula’da
yalanci hiflere rastlanmamaktadir. Yalanci hifler, epitelde kolonizasyona sebebiyet
verir ve mayanin derin dokulara invazyonunu kolaylastirir. Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA) besiyeri mayalari iiretirken en sik kullanilan besiyeridir. Bu besiyerinin pH’s1

asidik (pH:5,5) oldugu i¢in bakterilerin tiremesini engellemektedir.

Maya kolonilerinin makroskopik goriintiileri bakteri kolonilerine benzer sekildedir.
Bunlar, beyaz renkte veya krem renginde koloniler meydana getirirler. Mayalar
mikroskopik olarak Gram pozitif 6zellik gosterirler ve mikroskopta oval veya yuvarlak

hiicreler seklinde goriiliirler (19).

2.1.4.2. Kifler

Kiifler ¢ok hiicreli mantarlardir. Bu mikroorganizmalar, hif olarak adlandirilan 2-10
um capinda silindirik, uzun, dallanan ipliksi yapilardan ve sporlardan meydana
gelirler. Hiflerin uzamalar1 ve dallanmalar1 sonucu ag veya o6rgii biciminde bir yap1
meydana gelir ki bu yapiya da migelyum adi verilir (1). Besiyerinin i¢ine dogru uzanan
ve beslenmeyi saglayan hiflere vejetatif hif, besiyerinden disar1 dogru uzanan, spor
yapilarini tagiyan ve tiremeden sorumlu olan hiflere ise aerial hif adi verilir (17).
Kiifleri tiretmek igin SDA besiyeri kullanilir. Kiiflerin en iyi iiredikleri sicaklik 20-
26°C’dir ancak bazi tirler 37°C ve lizerindeki sicakliklarda da iireyebilirler.
Makroskopik olarak kiif kolonileri pamuksu, tliysii, kadifemsi ya da tozlu goriiniimde
olabilirler. Kiiltiiriin 6n yiizinden spor rengi, arka yliziinden iSe varsa pigment rengi

gozlenebilir. Kiiflerin mikroskopik incelemesinde hifler ve sporlar goriiliirler. Boya



olarak laktofenol pamuk mavisi ya da 9%210-20 potasyum hidroksit (KOH)
kullanilabilir (20).

Hifler septali ve septasiz hifler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Septa, hifleri bolmelere
ayiran, hif duvarina dikey olarak uzanan yapilara verilen isimdir. Septumlar tizerinde
porlar bulunur. Bu porlardan sitoplazma akis1 saglanir. Iki septum arasinda bir ya da

birkag ¢ekirdek ve organel bulunabilir (21).

2.1.4.3. Dimorfik mantarlar

Bazi mantarlar, ortamdaki COg, 1s1, pH, sistein gibi fiziksel ve kimyasal kosullarin
degismesinden etkilenerek maya ya da kiif formunda iireyebilirler. Bu mantarlara
dimorfik mantarlar adi verilmektedir. Termal dimorfik olan mantarlar dogada ve
25°C’de kif, 37°C’de ve dokuda maya (Blastomyces dermatitidis, Penicillium
marneffei, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii) ya da sferiil (Coccidioides

immitis) formunda iirerler.

-
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Sekil 2. Kiif mantari (1)




2.1.5. Mantar enfeksiyonlarimin tam yontemleri

Son yillarda, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda daha fazla olmak
tizere mantar enfeksiyonlarmin gériilme siklig1 artmistir (3). Mantar enfeksiyonlarinin
yaklagik %80’ininden Candida ve Aspergillus tiirleri sorumludur. Mantar
enfeksiyonlarinin tanisi; direk mikroskopi, kiiltiir, etkene 6zgiil testler (antijen veya
antikor tespiti) ve histolojik degerlendirme ile konulmaktadir. Giiniimiizde; antijen
tayini, mantarlara 6zgiil immunglobulinlerin tespiti ve molekiiler yontemlerle en kisa

stirede dogru taniy1 koymak hedeflenen noktadir (22).

2.1.5.1. Direkt mikroskobik inceleme

Kiiltiirlerin  sonuglanma siirelerinin uzun olmasi sebebiyle direkt mikroskopik
inceleme ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir. Pneumocystis jiroveci ve Rhinosporidium
seeberi gibi kiiltiirde iiretilemeyen mantarlar igin tan1 tek basina direkt mikroskopik

inceleme ile koyulabilmektedir.

Mikroskobik inceleme ile genellikle maya ya da kiif varligi agisindan ilk bilgilere
ulagilir. Cogu Candida tiirii ve Trichosporon tiirleri igin karakteristik olan
tomurcuklanan maya hiicreleri (blastospor) veya yalanci hif gibi mantarlara ait
yapilarin goriilmesidir. Psodohif goriilmeden; yalnizca blastospor goriilmesi ise
Cryptococcus tiirleri, C. glabrata, H. capsulatum ve Rhodotorula tiirleri igin ipucu
olabilmektedir. Ana hiicreden birden fazla tomurcugun meydana gelerek olusturdugu
gemi diimeni seklindeki goriintii ise Paracoccidioides brasiliensis i¢in karakteristiktir.
Coccidioides immitis ve R. sebeeri gibi mantarlarla meydana gelen enfeksiyonlarda

ise dokuda sferiiller goriilebilmektedir (1, 23).

Septal1 ya da septasiz, dikotom ya da dik agili dallanan hifal yapilarin goriilmesi kiif
enfeksiyonu lehine bilgi vermektedir. Dikotom dallanma gosteren ve septali hiflerin
goriilmesi durumunda ilk degerlendirmede akla Aspergillus tiirleri gelmelidir. Fakat
bu goriintiiye sadece Aspergillus tiirlerinde degil; Fusarium, Scedosporium,
Paecilomyces ve Penicillium gibi kiif mantarlarinda da rastlanabilmektedir. Septasiz,
kurdele benzeri ve dik acili dallanma gosteren hifler goriilmesi durumunda ise

Rhizopus, Rhizomucor, Mucor gibi mantarlar diisiiniilmelidir (24-26).



Dermatofitlere bagli enfeksiyonlarda ise sag, tirnak ya da deri Orneklerinin
mikroskobik incelemelerinde septali hifler ve artrokonidyumlar goriilebilmektedir
(27).

Klinik orneklerde mantarlara ait herhangi bir yapinin goriilmemesi mantar
enfeksiyonunu dislamaz. Bu sebeple direk mikroskobik inceleme sonuglari miimkiinse

mutlaka kiiltiir ile dogrulanmalidir.

Direk mikroskobik inceleme igin Gram boyama, %10-20'lik KOH, kalkoflor beyazi,
¢ini miirekkebi, laktofenol pamuk mavisi, Grocott-Gomori metanamin giimiisleme,
periyodik asid-Schiff (PAS), Giemsa, Wright ve Masson-Fontana gibi boyalar
kullanilabilir (28).

2.1.5.2. Kiiltiir

Mantarlarin kiiltliriinii yapmak i¢in kullanilan besiyerleri, alinan klinik 6mege gore
degigmektedir. Steril ortamlardan alinan 6rnekler SDA veya beyin-kalp infiizyon agari
gibi igerisinde antibiyotik bulunmayan besiyerlerine ekilirken; steril olmayan
bolgelerden elde edilen 6rnekler ise antibiyotikli SDA ve beyin-kalp infiizyon agari
gibi besiyerlerine ekilmelidir. Saprofit kiiflerin iiremesinin engellenmesi amaciyla
sikloheksimid igeren besiyerine ekim yapilmalidir. Ancak, tiremesi beklenen bazi
mantarlar (6rnegin C. neoformans) sikloheksimide duyarli olduklari igin, bu inhibitor
maddeyi igeren ve igermeyen iki besiyeri kullanilmalidir. Malassezia tiirleri ise
tiremek i¢in yag asitlerine ihtiya¢ duyduklari i¢in besiyerine zeytinyagi eklenmelidir

(D).

Mayalarin tanimlanmasinda koloni morfolojisi, mikroskobik morfoloji (germ tiip testi,
yalanci hif, ger¢ek hif, klamidospor gibi), karbonhidrat asimilasyon testleri, fenol
oksidaz veya iireaz gibi 6zgiil enzimlerin varliginin arastirilmasi gibi konvensiyonel

yontemler kullanilmaktadir (28).

Kiiflerin tanimlanmasinda 6zellikle koloni morfolojisinin degerlendirilmesi ¢ok
onemlidir. Kiiltiir plaklariin ters yiiziinden eger varsa kiiflin pigmenti incelenir.
Mikroskobik degerlendirme igin 1slak preparatlar hazirlanmasi veya lam kiltiiri

olusturmak gibi farkli metodlar kullanilabilir. Tercih edilen boya, kiifleri dldiirerek



giivenli olarak incelenmelerini saglayan laktofenol pamuk mavisidir. Bu boya ile

hiyalen kiifler mavi, dermatofitoz etkeni olan kiifler ise kahverengi goéziikiir (15).

2.1.5.3. Antijen tayini

Ozellikle invaziv mantar enfeksiyonlari basta olmak iizere mantar enfeksiyonlarinda
taniy1 dogru ve erken koymak; antifungal tedaviye olabildigince kisa zaman zarfinda
baslayabilmek agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu sebeple son yillarda bu amag
icin kullanilan antijen ve fungal DNA nin tespiti gibi yontemler giderek daha 6nemli
bir hal almistir (29). Giinlimiizde fungal antijenlerin tespiti i¢in kullanilan bir¢ok test
mevcuttur. Bu testlerle kriptokokkoz, invaziv aspergilloz ve invaziv kandidoz gibi

mantar enfeksiyonlarinin tanis1 koyulabilmektedir.

2.1.5.4. Niikleik asit yontemleri

Ozellikle invaziv mikoz tanis1 basta olmak iizere niikleik asit tespitine dayanan birgok
yontem kullanilmaktadir. Ornek olarak kan, serum ya da plazma kullanilabilmektedir.
Bunun disinda BAL ya da doku 6rnekleri de kullanilabilir. Polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR), bugiin i¢in en sik bagvurulan yontemdir (30).
2.2. Candida Tiirleri

Mantarlara ait ilk kayitlar M.O.4. vyiizyllda Hippocrates ve Gallen’e kadar
uzanmaktadir. Bu déonemde agizdaki pamukguk lezyonlariin Candida tiirlerine bagh
gelistigi Hippocrates ve Gallen tarafindan bilinmemektedir. 1839°da Bernhard
Rudolph Conrad von Langenbeck tifo sebebiyle dlen bir hastanin agiz lezyonlarindan
izole edilen mantar hiicrelerini parazit olarak tanimlayarak tifiis etkeni oldugunu
diisiinmiistiir. 1841°de Emil Berg tarafindan agizdaki pamukguk lezyonlarinin mantar
sebebiyle gelistigi tespit edilmistir. Maya taksonomisi ‘Algler, Mantarlar ve Bitkiler
i¢in Uluslararasi Adlandirma Kodu (International Code of Nomenclature for Algae,
Fungi and Plants-ICN)’ kurallarina gore diizenlenmektedir. Candida cinsinin

taksonomisi Tablo 2’de gosterilmektedir.



Tablo 2. Candida cinsinin taksonomisi (19)

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Smuf: Hemiascomycetes
Takim: Saccharomycetales
Aile: Saccharomycetaceae
Cins: Candida

Firsat¢1 patojen mantarlar arasindaki en onemli grup Candida tiirleridir. Candida
tirleri, en sik rastlanan santral vendz kateter ile iligkili kan dolasimi enfeksiyonu
(KDE) etkenleri arasinda tglincii sirada yer almaktadir (31, 32). 1980 yilindan
giinimiize kadar, Candida’ya baglh KDE sikligi tim yas gruplarinda farkli
biiytikliikteki hastanelerde devamli bir artis gostermistir. Yiizden fazla Candida tiirii
tanimlanmis olmakla birlikte, az sayidaki tiir klinik enfeksiyonlara neden olur. Klinik
orneklerden en sik izole edilen mantar tirii Candida albicans olup mukozaya ait
etkenlerin  %90-100’tinii ve KDE etkenlerinin ise %40-70’ini olusturur (11).
Candida’ya baglh tiim KDE’lerin yaklagik %95’inden dort etken sorumlu olup, bunlar;
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis dir (1).

Candida tiirlerinin ¢aplart 3-5 pm boyutunda olup, oval ya da yuvarlak,
tomurcuklanarak (blastosporla) ireyen maya seklinde funguslardir. Candida’lar
mukoza, deri ve gastrointestinal sistemin (GIS) normal florasinda bulunurlar.
Dogumun hemen sonrasinda mukozalarda kolonize olurlar ve endojen enfeksiyonlar

igin risk yaratirlar. En sik goriilen sistemik mikoz tiirti kandidiyazdir (15).
2.2.1. Candida tiirlerinin mikrobiyolojik 6zellikleri

Birkag tiir disinda, Candida cinsi i¢indeki mayalarin mikroskobik ve makroskopik
Ozellikleri arasinda farkliliklar bulunmamaktadir. Tamami 25°C veya 37°C'de 2-3
giinde Sabouraud Dekstroz Agar (SDA pH. 5,5) besiyerinde, 2-3 mm ¢apinda, beyaz
renkte ya da krem renginde, diizgiin ylizeyli veya gobekli ve uzayan inkiibasyonla
birlikte daha kivrimli hale gelen, mat veya parlak koloniler olustururlar. Tiirler arasi

morfolojik farkliliklar misir unlu agar gibi 6zel besiyerlerinde tespit edilebilir (15).

Candida cinsinde yer alan mayalar (blastosporlar), ¢ogunlukla anamorf (eseysiz)
organizmalardir. Fakat bazilar1 teleomorf (eseyli) evreye de sahiptir. Candida’lar

tomurcuklanarak ¢ogalirlar. Tiirlerin ¢ogu ‘yalanci hif* olusturur. Candida albicans ve
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¢ok daha seyrek izole edilen C. dubliniensis tiirleri ¢imlenme borusu (germ tiip) ve
gercek hif olusturma 6zelligine sahipken; C. tropicalis’in bazi1 kokenlerinde yalanci

germ tiip olusumu gozlenebilmektedir (15).

Tablo 3. Tibbi 6neme sahip baz1 Candida tiirleri (1)

C. albicans C. krusei

C. dubliniensis C. norvegensis
C. glabrata C. parapsilosis
C. guilliermondii C. pelliculosa
C. kefyr C. tropicalis

2.2.1.1. Candida’larin tireme kosullar

Candida’lar, zenginlestirilmis veya minimal ortamda, aerop kosullarda, 2-8
araligindaki pH degerlerinde ve 20-40°C arasindaki sicakliklarda ireyebilirler.
Candida tiirlerinin higbirisi nitrati asimile edemezken; tamami glukoz fermantasyonu
yapabilmektedir. Kiiltiirlerinde asetoin ve asetik asit, etanol, laktik asit, formik asit,
piruvik asit, suksinik asit, propionik asit gibi organik asitlerden zengin metabolik son
tiriinler olusturan Candida tiirlerinin aerobik ortamlarda daha iyi iireme performansi
gosterdikleri bilinmektedir. Yiiksek CO2’li ortamda daha zayif da olsa iireme
gosterebilmektedirler. Biitiin patojen Candida tiirleri 37°C’de iyi iirerler ve bu sicaklik
ozellikle C. albicans ve C. tropicalis gibi iki viriilan tiir icin ideal sicakliktir. Ureme
hizlart ortam kosullarina gore farklilik gostermektedir. C. albicans ve C. tropicalis i¢in
bu siire 1 saatten daha kisadir (15)

2.2.1.2. Hiicre yapisi

Hiicre iskeleti: Hiicre iskeleti, turgor basincina karsilik veren hareketli bir sistemdir.
Hiicre iskeleti yapisindaki aktin, sitoplazmik akigkanligi; miyozin ise organellerin
hareketini saglamaktadir. Hiicre yapisindaki Ca, Mg ve H iyonlarinin yogunlugu ve
hiicre i¢ine giris ¢ikislari, organel hareketinde ve hif uzamasinda ¢cok 6nemli bir yere
sahiptir. Ayrica iyonlar mayoz ve mitoz bdoliinmede, tomurcuklanmada, septum

olusumunda, bazi1 enzimlerin diizenlenmesinde de 6nemlidir (15).

Hiicre duvar1 ve antijenik yapi: Hiicre duvari yapica sert bir bariyerdir ve mantar

hiicresine seklini veren bir yapidir. Ozmotik basinca bagh hiicre patlamasina karsi
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hiicreyi korur. I¢ ve dis ortamlar arasi gesitli molekiillerin transferlerinde rol alur.
Hiicre duvari, maya hiicresinin farkli yiizeylere adezyonunda dogrudan gorev alan bir
yapidir. Duvar yapisint olusturan bazi1 bilesenler antifungal ilaglarin hedefi
olmaktadirlar ve diger bazi bilesenler ise ayn1 zamanda immunolojik determinantlari
yapilarinda barmdirirlar. Hiicre duvari yapisinin %80-90’1mn1 karbonhidratlar, %5-
15’ini proteinler ve %2-5’ini lipidler olusturmaktadir. Karbonhidratlarin ise %20-30"u
mannoprotein, %50-60’1 beta-glukanlar ve %0,6-9’u kitin yapisindadir. Candida
albicans’in maya formu ve hifal formlarinda glukan ve mannan igerigi birbirine
benzemektedir ancak hifal hiicrelerde bulunan kitin miktar1 maya hiicresine gore ii¢
kat daha fazladir (15).

Elektron mikroskopik c¢alismalara gore, Candida’larin hiicre duvart minimum 5
katmana sahiptir. Maya-hif doniisiimii siirecinde bu say1r ve hiicre duvar kalinligi
degisiklik gostermektedir. Buna ek olarak ortamda seker yogunlugunun yiiksek olmast
durumunda en dista bulunan mannoprotein katman kalinlasir ve fibriller olusumlar

cogalir (33).

Hiicre membrani: Hiicre membrani yapisinda bulundurdugu 0ozmoenzimler araciligiyla
i¢c ve dis ortamlar arasinda molekiillerin kontrollii bir sekilde gecisini saglayan bir
yapidir. Hiicre membrani yapisinda bulundurdugu enzimler araciligiyla da hiicre
duvar1 komponentlerinin sentezinde rol almaktadir. Ayrica C. albicans’in maya-hif
dimorfizmi ve hif olusturma gibi morfolojik degisikliklerinde gorev alan fosfolipaz C,
adenilat siklaz, proteinaz gibi enzimler hiicre membraninda bulunmaktadirlar. Diger
mantarlarda oldugu gibi, Candida tiirlerinin hiicre membrani yapisinda da bulunan
sterol, membran lipidlerinin %20’sini olusturmaktadir. Sterol yapisinin %95’ini
olusturan ergosterol ise antifungal ilaclar i¢in Onemli bir hedef konumundadir.
Membran yarisinda bulunan fosfolipidler ise fosfatidil etanolamin, fosfatidil kolin,

fosfatidil inozitol, fosfatidil serin’dir (15, 34).

2.2.1.3. Biyokimyasal 6zellikler

Baz1 Candida tiirlerinin biyokimyasal dzellikleri Tablo 4’te gosterilmektedir.
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Tablo 4. Baz1 Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (35)

C. albicans | C. parapsilosis | C. glabrata | C. krusei | C. tropicalis
Glukoz + + + + +
Maltoz + + - - +
Sukroz + + - - +
Trehaloz | + + + - +
Galaktoz | + + - - +
Sellobiyoz | - - - - +

Tablo 4 (Devam). Bazi Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (35)

Ksiloz + + - - +
Rafinoz - - - - -
Laktoz - - - + -
Dulsitol - - - - -
Melibiyoz - - - - -
Ureaz - - - + -
NO3-NO2 - - - - -

2.2.1.4. Virilans faktorleri

Candida tiirlerinin patojenitesi, konak hiicre yiizeyine tutunma, proteazlar,
fosfolipazlar, esterazlar, hemolizin gibi dokuya zarar veren enzimlerin {iretimi ve

biyofilm olusumu gibi viriilans faktorlerine baghdir (36).
2.2.1.4.1. Konak hiicre yiizeyine tutunma (Adezyon)

Mikroorganizma ile konak iliskisinde ilk adim mikroorganizmanin adeziv 6zelligiyle
meydana gelmektedir. Adeziv 6zelligi en yiiksek tiir C. albicans olup, ayni tiir i¢inde
adezyon yetenegi farkli olan tiirler de bulunmaktadir. Maya hiicresinin konak hiicre
yiizeyine tutunmasinda konaga ait olan immiinolojik faktorler ve hormonal durumlarin
yani sira, mantar hiicresinin morfolojik yapisi, yiizey 6zellikleri, ortam pH ve 1s1s1 da

onemlidir (15).

Hiicre yilizeyinin hidrofobik 6zelligi: Mikroorganizmalar insan hiicreleri gibi negatif
ylizey potansiyeline sahiptir. Ayn1 yiizey potansiyeline sahip olan iki hiicrenin birbirini
cekmeleri, hidrofobik molekiillerin etkilesimleri ile olasidir. Bdylelikle
mikroorganizmanin yiizeyinde bulunan ligandlar, konak mukoza hiicresinin yiizeyinde
bulunan reseptorlere irreversible sekilde baglanmaktadir. Ornegin, hidrofobik

molekiiller olan hidrokarbonlar ve polar olmayan fenilalanin, metiyonin gibi organik
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maddeler, adezinlerle hiicre yiizeyine tutunmay1 desteklemektedir. Ayrica yiiksek
galaktoz konsantrasyonunda iireyen maya ve hifal formlarin, 25°C’de iireyenlere
kiyasla hidrofobik 6zellikleri daha fazladir.

Yiizey adezinleri: Yiizey adezinleri, mantarlarin hiicre duvari ile baglantili olup,

konagin endotel ve epitel hiicrelerine tutunmasinda gorev alan molekiillerdir.

1C3b reseptorii: Maya hiicre ylizeyinde bulunarak ve mayanin nétrofiller tarafindan

fagositozunu engellemektedir.
C3d reseptorti: Plastik ylizeylere tutunmada gorevlidir.
Ostrojen reseptdrii: Vajinal kolonizasyonu kolaylastirmakta rol alir.

Mannoprotein reseptorleri: Yiksek galaktoz konsantrasyonunda artis gostermekte
olup, konak epitel hiicre yiizeyindeki fukozil veya glukozamil glikozidler ile baglanti
kurmaktadirlar. Konak agiz ve vajen epiteline tutunarak sonraki evrelerde oral ve

vajinal kandidiyazise sebep olmaktadirlar.

Laminin reseptorii: C. albicans’in germ tiip ve hif yapisinda saptanmistir. Aortik ve

mikrovaskiiler endotelyal hiicre ligandlarina tutunmaktadir.

Fibrinojen baglayan proteinler: C. albicans’in olusturdugu germ tiip yapist ve hif

yapisinda saptanmustir. Renal ve iiretral epitellere tutunmaktadir.

ALS, HWP1 ve INT-1 proteinleri: Maya hiicresinin ag1z mukozasina tutunmasinda rol

almaktadirlar (15).
2.2.1.4.2. Maya-hif dimorfizmi

Ozellikle C. albicans suslarinda kromozomal diizeyde énemli degisiklikler meydana
gelebilmektedir. Bu degisikliklerin yansimalari arasinda bulunan dimorfizm, maya
germ tlip (hif) doniisiimiinii belirleyen bir siire¢ olup, onemli viriilans faktorlerinden
birisidir. Bu siireci etkileyen dis faktérlerden CO2, pH (7,5-8,0), 1s1 (37°C); N-asetil
glukoz, prolin ve amino asitler maya hiicresinin membranindaki reseptorler tarafindan
algilanan sinyaller olup, hiicre i¢ine iletilirler. Hiicre icinde CAMP, cGMP ve baz1
iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir. Olusan iyon akimi sonucunda
hifal uzama gerceklesir. Hifal forma doniislimiin ilk basamagi germ tiip olusumudur.

Sinyalizasyon zay1f, pH ve 1s1 diisiik ise septum yapimi yavaglar ve gecikir, iyon akimi
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olmaz ve daha plastik bir duvar olusur ve buradan disar1 dogru balonlagsma sonucu
kiiresel hiicre (tomurcuk) sekillenir. Hif formu, maya formuna kiyasla dokuya ve
plastik yiizeylere daha fazla yapisma egilimindedir ve fagosite edilemez (37). Candida
albicans suslarinda CPH1 ve EFG 1 genleri dimorfizmde rol alan 6nemli genlerdir
(38).

2.2.1.4.3. Fenotipik degisim

C. albicans suslarinda yiiksek oranda spontan fenotipik degisimler tespit edilmis olup
bu degisimler asagida belirtildigi gibi baslica iki kategoride meydana gelmektedir:

a)White-Opaque (w-0) (beyaz-opak) degisimi, 10* siklikta meydana gelir ve koloni
diizeyinde oldugu gibi, mikroskopik olarak da hiicrelerin uzamis sekilde veya kiiresel

olmak tizere farkli goriintiilerine sebebiyet verir.

b) Koloni morfolojisinde 102-10° siklikta olusan degisim sonucunda "Smooth™ (s)
(diizgiin ylzeyli) tipinden, migelyal forma, halka tipi, yildiz tipi gibi degisik formlara
donilisim goriilebilir. In vivo kosullarda da meydana gelebilen bu fenomenin,
antifungalere kars1 gelisen direngte etkili oldugu belirtilmektedir. Beyaz hiicrelerde
SAP 2 (salgisal aspartil proteinaz) ve EFG-1 ifadesi daha fazladir. Opak hiicrelerde ise
SAP 1 ve SAP 3 baskindir ve bu kdkenler beyazlara gore daha fazla eseyli ¢ogalmaya
egilimli olup; viriilanslar1 daha diisiiktiir ve deride kolonize olma yetenekleri daha
yiiksektir (39).

2.2.1.4.4. Salgisal aspartil proteinazlar (SAP)

Viriilansta 6nemli oldugu diisliniilen ekstraselliller enzimlerden biri olan asit
proteinazlarin asit pH (2,5-4)’da aktive olmasiyla SAP yapisindaki aspartik asit
rezidiileri dolayisiyla aspartil proteinaz, pepstatin A varliginda inhibe olmasiyla

karboksil proteinaz gibi farkli isimlendirmeleri mevcuttur.

Patojen Candida tiirlerinin salgiladigi asit proteinazlar, konak dokunun
immiinoglobulinler, kompleman, laktoferrin, fibronektin, hemoglobin, albiimin,
kollajen, epidermal keratin gibi proteinlerini hidrolize ederler. Boylelikle doku

harabiyetine sebebiyet vererek konak doku invazyonunu arttirmaktadirlar.

Yapilan ¢aligmalarda farkli pH degerlerinde SAP 1-10 genleri tarafindan kodlanan,

farkli molekiil agirlikli asit proteinaz izoenzimlerinin eksprese edildigi saptanmustir.
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SAP 1-8 genleri tarafindan eksprese edilenler hiicre disina salgilanirken, SAP 9-10
genleri tarafindan ise salgisal olmayan ve hiicre yiizeyine bagli olarak bulunan serin
proteazlar oldugu gosterilmistir. SAP enzim kontrolii maya formlarinda SAP 1,2,3;
hifal formlarinda SAP 4,5,6 genleri tarafindan yapilmaktadir. Mayadan hifal forma
gecis ve fenotipik degisim SAP gen ekspresyonu ile iliskilidir. Hifal hiicreler
tarafindan eksprese edilen SAP 4-6, kolonizasyon ve doku invazyonunda rol alirken;
SAP 8 ekspresyonu ise penctrasyonda gorev almaktadir. SAP 9-10 genleri hem maya
hem hif formundaki hiicrelerde bulunmaktadir. Serin proteazlarin gorevleri ise hiicre
duvar biitiinliglinii korumak ve tomurcuklanma ile olusan hiicrelerin ana hiicreden
ayrilmasmi saglamaktir. Serin proteazlarin ekspresyonunda gorevli genler oral
kandidiyazis olgularinda tespit edilmis ve oral mukoza kolonizasyonunda gorevli

olabilecekleri tahmin edilmistir. (15, 39).
2.2.1.4.5. Fosfolipazlar

C. albicans kokenlerinin maya ve hifal formlarmin %79'unda fosfolipaz aktivitesi
tespit edilmistir. Ozellikle membranda bulunan fosfolipidleri parcalarlar. Epitelyal
hiicrelere tutunmada bu enzimlerin rol aldigi ve viriilansa da bu sayede katkida
bulunduklar diistiniilmektedir (40). Bu enzimler, spesifik bir sekilde kopardiklari ester
baglarina gore olarak gruplandirilmaktadirlar (A,B,C ve D sinifi). B smifi en fazla
tespit edilen smiftir ve hem lizofosfolipaz transagilaz hem de hidrolaz etkinliklerine
sahiptir. Candida albicans tiiriinde fosfolipaz aktivitesi kandan izole edilen ko-
kenlerde kommensal kokenlere kiyasla daha yiiksek tespit edilmistir. Albicans

disindaki Candida tiirlerinde de fosfolipaz varligi tanimlanmistir (41).
2.2.1.4.6. Biyofilm

Biyofilmler, dis polimerik matriks i¢inde gomiilii olarak bulunan ve bir yiizeye tutunan
mikrobiyal topluluklardir. Insanlardaki mikrobiyal enfeksiyonlarin ¢ogunda
biyofilmlerin roliiniin oldugu disiiniilmektedir. C. albicans biyofilmi elektron
mikroskopisinde, ilk yapismayir ve germ tlip olusumunu barindiran 3-6 saatin
akabinde, 24-48. saatlerde maya, hif ve yalanci hiflerin yer aldig1 ve kalinlig1 25-450
um arasinda degismekte olan hiicredist polimerik materyal olusumu seklinde

gozlenmektedir.
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Mikrokoloniler arasinda dallanan su kanallar1 bulunmaktadir. Hifal yapilarin, ¢ok
katmanlilik ve yapisal biitiinliik agisindan biyofilm olusumunda temel elemanlar
oldugu bildirilmistir. EFG-1 diizenleyici proteini biyofilm olusum siirecinde anahtar
bir rol oynamaktadir. EFG-1, APSES (Asml, Phdl, Sok2, Efgl ve StuA) familyasi
transkripsiyon diizenleyicileri olarak adlandirilan; mantarlardaki heliks-loop-helix
(bHLH) (sarmal-dongii-sarmal) transkripsiyon faktorlerinin bir alt kategorisine aittir.
APSES proteinleri, transkripsiyonel aktivatorler veya inhibitorler olarak islev gorebilir
ve bu proteinlerin; spor olusumu, metabolizma 6zellikleri, morfoloji dahil olmak tizere
cesitli mantar hiicresel islemlerini diizenledigi gosterilmistir. Hiicre morfolojisinin
onemli bir diizenleyicisi olmasinin yani sira EFG-1, C. albicans’ta biyofilm
olusumunu diizenleyen alti ¢ekirdek transkripsiyon faktoriinden biridir (BRGI,
NDT80, ROB1, TEC1, BCR1 ve EFG-1). Bu diizenleyici ag igindeki transkripsiyon
faktorleri (dogrudan veya dolayli olarak), adezyon proteinlerinin ve hiicre dis1 matriks
malzemesinin {retimi gibi biyofilm mimarisinin 6nemli yonlerini ve ayrica hif
olusumu, dagilan hiicreler ve kalic1 hiicreler dahil olmak iizere hiicre tipleri arasindaki
morfolojik gegisleri kontrol eder. EFG-1 ise Candida albicans’ta morfogenez ve

metabolizmanin merkezi bir transkripsiyonel diizenleyicisidir (13).
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Sekil 3. C. albicans’ta hif olusumunu diizenleyen sinyal yolaklar1 (42)

EFG-1 iiretemedigi tespit edilen mutant hiicrelerin, tek katmanl ve blastosporlardan
olusan ince biyofilmler olusturduklari tespit edilmistir. C. albicans’in biiyiimesi
tizerinde etkili olan transkripsiyon faktorleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada; EFG-1
geninde single ya da double mutasyon goriilen Candida albicans suslarinda biyofilm

olusturma kusurlari tespit edilmistir (43). C. albicans’in biiyiimesi lizerinde etkili olan
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transkripsiyon faktorleri ile ilgili yapilan baska bir caligmada; Efg-1 ,Tecl, Ndt80 ve
Rob1 gibi transkripsiyon diizenleyicilerinin biyofilmlerdeki hifler, maya hiicreleri ve
diger hifler i¢in bir destek iskeleti gorevi gorerek biyofilmin genel mimari stabilitesine
katkida bulundugunu tespit etmislerdir (44). Mikrobiyal hiicreler arasindaki sinyal
iletisimi biyofilm olusumunda ¢ok 6nemlidir. Candida’larda bu iletisimi saglayan
molekiiller farnesol ve tirosol molekiilleridir. Farnesol filamentéz yapilasmayi ve
sonug itibariyle biyofilm olusumasini bloke ederken; tirosol uygun sartlarda germ tiip
ve filament olusumunu uyarmaktadir. Bu iki diriinii kodlayan genler, biyofilm
olusumunda morfogenetik otoregiilator islev gérmektedirler. Biyofilm olusumunda
ifade edilebilen diger genler; hidrofobluk diizeyini, ilaglara karsi direnci, kitinaz
sentezini, demir transportunu ve 1si-sok yanitii denetleyen genlerdir (45).
Pseudomonas aeruginosa hiicreleri, yogun bir biyofilm olusturmakta ve C. albicans’in
hifal formlarin1 6ldiirmektedir. Pseudomonas aeruginosa'nin bu iletisim molekiiliine
yanit olarak C. albicans, filamentasyonu engelleyen ve sadece maya hiicrelerinin
tiretimini gii¢lendiren bilesikler tirettigi tespit edilmistir. Bu gézlemlere dayanarak, C.
albicans’in morfogenezinde ¢evresel kosullarin denetiminin 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir. Candida’larin olusturduklar1 biyofilmler antifungaller ajanlara
kars1 gelisen direngle yakindan ilintilidir fakat; lipozomal amfoterisin B ve
ekinokandinlerin Candida biyofilmlerine kars1 yiiksek diizeyde etkili olduklar1 tespit

edilmistir.

Candida biyofilmlerindeki intrensek direngten biyofilm ig¢indeki hiicrelerin yiiksek
yogunlukta olmasi, biyofilm matriksinin etkisi, biyofilmdeki hiicrelerin ¢ogalma
hizinin ve besin kaynaklarinin azligi, disa atim pompalarinin ifade bulmasi ve "is-
rarc1”" hiicrelerin varligr gibi etmenlerin sorumlu olabilecegi bildirilmektedir. Bir
calismada, biyofilm olusumu siirecinin baslangicinda yeterli seviyede olan ergosterol
diizeyinin, ilerleyen zamanlarda giderek azaldigi tespit edilmis ve bunun da direngte
rolii  olabilecegi vurgulanmigtir. Candida’larin  olusturduklar1  biyofilmlerin
antifungallere oldugu gibi, konagin savunma mekanizmalarina kars1 gelisen direngte
de rolii oldugu ve dolayisiyla klinik olarak ¢ok onemli bir viriilans faktorii oldugu
kabul edilmektedir (45).
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2.2.2. C. albicans’in patogenezi

Candida’lar deri yiizeyi, agiz mukozasi, bagirsak limeni ve vajina mukozasi gibi

viicudun farkli bélgelerinde yayginca bulunan firsat¢r mikroorganizmalardir (46).

Normal florada yaygin olarak bulunan Candida tiirleri, herhangi bir hastalik durumu
ya da girisimsel tedaviler sebebiyle immiin sistemi bozuk hastalarda, dokulara invaze

olarak mortal olabilen patolojilere sebebiyet verebilirler (19).

Kandidozun gelismesine bazi predispozan faktorler neden olur. Enfeksiyonun

gelisimine yol acan predispozan faktorler Tablo 5’°te goriilmektedir.

Tablo 5. Yiizeyel ve derin kandidozlari kolaylastiran faktorler (35)

Hiicresel immun yetmezlikler

Diabetes mellitus

Genis etki spektrumlu antibiyotikler

Derinin maserasyonu

AIDS

Kortikosteroidler ve bagka immunosupresif ilaglar

Malignite veya malignitenin tedavisi nedeniyle meydana gelen nétropeni
Organ transplantasyonlari, kalp veya gastrointestinal sistem ameliyatlari
Ciddi yaniklar

IV Kateterler

Kronik hastaliklar

Damardan narkotik kullanimi

C. albicans insanda enfeksiyona neden olabilen gesitli Candida tiirleri arasinda, birgok
enfeksiyon tiirinde en 6nemli etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (19). Hastaliga
sebebiyet veren bir etken olarak bu kadar sik goériilmesinim nedeni, normal florada
yaygin olarak bulunmasina ek olarak bazi 6nemli viriilans faktorlerine de sahip
olmasidir. Bu viriilans faktorlerini; proteaz olusturmasi, kan dolasimindan dokuya
gectiginde oldukga hizli bir sekilde ¢ogalmasi, kompleman proteinini baglayici bir
reseptdr, hiicre dis1 matriks proteinlerine yapigsmay1 saglayan yiizey integrin-benzeri
molekiiller, yilizey varyasyonu, fenotipik degisiklik ve fosfolipaz aktivitesine sahip

hidrolitik enzimlerin tiretilmesi seklinde siralamak miimkiindiir (15).
2.2.3. Candida enfeksiyonlari

Candida’lar, mukozal kolonizasyondan multiple organ tutulumuna kadar degisen ¢cok
genis enfeksiyon yelpazesine sahiptir. Kandidozlari, yiizeyel ve derin kandidozlar

olmak tizere iki grupta ele almak miimkiindiir. Yiizeyel kandidozlar, deri ve
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mukozalarin tutuldugu enfeksiyonlar iken; derin kandidozlar ise i¢ organ ve

sistemlerin tutuldugu enfeksiyonlardir (15).

2.2.3.1. Yiizeyel Candida enfeksiyonlar

Candida 6zofajiti

Oral kandidiyazis
Mukokutandz kandidiyazis
Onikomikoz ve paronisi

Candida vulvovajiniti ve balaniti

2.2.3.2. Derin Candida enfeksiyonlari

Kandidemi

Pulmoner kandidiyazis

Yaygin kandidiyazis (akut, kronik)

Menenjit, beyin apsesi, metastatik ensefalit gibi Merkezi Sinir Sistemi
enfeksiyonlari

Gastrointestinal kandidiyazis

Osteomiyelit

Uriner sistem enfeksiyonlar (renal kandidiyazis, alt iiriner enfeksiyonlarr)
Peritonit, intraabdominal apse

Trombofilebit

Kalp tutulumu (endokardit, perikardit)

G0z tutulumu (endoftalmit, koriyoretinit)

2.2.4. Laboratuvar tanisi

2.2.4.1. Kiiltiir

SDA, Mycosel veya Mycobiotic agar gibi besiyerleri Candida tiirlerini izole etmek

i¢in kullanilan besiyerleridir (23).

BACTEC sistem ve BacT/Alert gibi kan kiiltiirii sistemleri ise sistemik kandidozlarin

saptanabilmesi i¢in kullanilan sistemlerdir (47).

20



2.2.4.2. Identifikasyon

Germ tiip testi: Hizli ve kolayca yapilabilen, ucuz ve basit bir testtir. Candida suslari
insan veya tavsan serumu ihtiva eden tiiplerde 37 °C’de 2 saat bekletilerek germ tiip
olusumu agisindan incelemeye alinabilir. Maya hiicresinden direkt olarak ¢ikan ve kisa
bir hif baslangict seklinde, septumlarinda bogumlanmanin goriilmedigi germ tiipler
olustururlar. Diger Candida tiirlerinden farkli olarak C. albicans’in germ tiip testi
pozitiftir (23).

Mikroskopik morfoloji: Candida’larin blastospor, klamidospor ve pseudohif iiretme
kabiliyetlerinin mikroskopta incelenmesi amaciyla misir unlu (cornmeal)-Tween 80
agara ¢izgi ekimi yapilarak iizeri lamelle kapatilir. 26-27°C’de 24-72 saat inkiibasyona
birakilir. Kapatilan lamel ortamdaki O2’yi azaltirken; Tween 80 ise yiizey gerilimini
azaltarak pseudohif ve klamidospor olusumunu arttirmaktadir. C. albicans tiirlerinin

biiyiik bir kism1 (>%90) kendilerine has klamidosporlar olustururlar (48).

Karbonhidrat asimilasyon testi: Mayalarin tiir diizeyine kadar olan tanimlanmasindaki
asil 6nemli agsama, karbonhidrat asimilasyon testidir. Bu test ile, bir mayanin O
varliginda belirli bir karbohidrat1 tek karbon kaynag: olarak kullanabilme yetenegini
tespit edilir. Klasik olarak mayalarin karbonhidratlar1 kullanma 6zellikleri

Wickerham’in asimilasyon ve fermentasyon metotlariyla incelenmektedir (48).

Kromojenik besiyerleri: Kolonilerin tanimlanmasinin temelinde, ekzoenzim
aktivitesiyle parcalanan gesitli substratlardan, farkli kromojenik yikim iriinlerinin
ortama salinmasi yatmaktadir. CHROM agar Candida tiirlerinin, basta C. albicans
olmak tizere birka¢ farkli Candida tiiriiniin izolasyonu ve tanimlanmasi amaciyla
birgok laboratuvarda yaygin ve aktif olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde ticari olarak

farkli kromojenik besiyerleri de bulunmaktadir (49).

2.2.4.3. Serolojik yontemler

Mantar tanisinda serolojik testler genellikle fikir verici bir roldedirler. Bu yontemler
kiiltiir ve histopatolojik bulgular1 destekleyici 6zellik gosterirler. Serolojik testlerin
mantar enfeksiyonlarin tanisinda kullanimi 6zellikle Candida enfeksiyonlariin
tespitine yonelik olarak yogunlasmigtir. Derin Candida enfeksiyonu siiphesinde

Candida antijenlerini ve bu antijenlere karsi1 meydana gelen antikorlar1 aramaya
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yonelik olarak serolojik testler kullanilmaktadir. Fakat bu testlerin, duyarhiliklar1 ve
ozgiilliikleri disiik oldugundan ¢ok dikkatli bir sekilde yorumlanmalidirlar. Mannan
ve somatik antijenlerin kullanildigi presipitin testi ile antikorlar arastirilir. Fakat
sadece bir testle mukozal kolonizasyon veya yiizeyel enfeksiyona bagli gelisen
antikorlarin, derin kandidozdan dolay1 olusan antikorlardan ayirt edilmesi miimkiin
degildir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda presipitin testleri giivenilir
sonu¢ vermedigi i¢in bu hastalarda kanda dolasan C. albicans’a ait mannan antijeni
arastirilabilir. Hiicre duvarinda bulunan mannan derin kandidozlu hastalarin
serumunda lateks partikiil agliitinasyon testi ile diisiik diizeylerde saptanabilmektedir.
Fakat mannan dolasimdan hizli bir sekilde uzaklastirildigindan, hastadan art arda

alinan ¢ok sayida kan 6rnegiyle testin tekrarlanmasi gerekebilir (19, 50).

2.2.4.4. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemlerin mikoloji laboratuarlarinda kullanilmasindaki temel amag;
enfeksiyona neden olan mantarin kan, doku, bronkoalveolar lavaj sivisi ve diger viicut
stvilar1 gibi klinik 6rneklerde kiiltiirii yapilmadan hizlica tespit edilmesi veya
geleneksel metotlarla kiiltiirde iretilmis olan mantarin hizlica tanimlanmasidir.
Giintimiizde klinik 6rneklerde mantara 6zgii niikleik asitlerin direkt tespit edilmesi
amaciyla PCR uygulamalari, mantar enfeksiyonlarma hizli tan1 koymak agisindan
biiyiik timitler vadetmektedir (19). Dolasimdaki Candida genomunun PCR ile tespit
edilmesine ek olarak tiir diizeyinde de tanimlama yapilabilmektedir. Bunlarin yani sira
ozellikle real-time PCR teknolojisindeki son gelismelerin iimit vadeden geligsmeler

oldugunu sd6ylemek gerekir.

Polimeraz zincir reaksiyonu: PCR, DNA i¢indeki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak
cogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen genel bir isimdir. Klinik materyallerden
PCR ile c¢ok kisa zaman zarflarinda C. albicans’t tespit eden yontemler de
gelistirilmistir. PCR’nin temel bilesenleri: DNA polimeraz enzimi, hedef DNA
molekiilii, primerler, tampon, dNTP karisimi, ve MgClz’diir (51).

PCR temel olarak tekrarlayan i{i¢ asamali dongiiden olusmaktadir: bunlar; i)
denatiirasyon, ii) primer baglanmasi (annealing), iii) uzama (extension) (1).
Gergeklesen her dongiiniin sonunda PCR {iriinleri teorik olarak iki katina ¢ikmaktadir.

Bu sayede hedef dizi, reaksiyon sonunda 2" (n=PCR siklus sayis1) sayida amplifiye
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edilmis olacaktir. Temel PCR ¢esitlerini su sekilde siralamak miimkiindiir: Multipleks
PCR, Hot-Start PCR, Revers Transkripsiyon PCR (RT-PCR), Broad-Range PCR,
Nested PCR, Niceliksel (Kantitatif) PCR, Real-time PCR (52).

2.2.5. Tedavide kullanilan antifungal ilaglar

Mantarlar insan hiicreleri gibi okaryot hiicre yapisina sahip olduklar i¢in fungal
hiicrelere uygun toksik etkili hedef bulmak maalesef zor olmaktadir. Konak
hiicrelerine zarar vermeden mantar hiicrelerine selektif etki gdsterecek antifungal

ilaglar gelistirilmistir ve gliniimiizde tedavilerde aktif olarak kullanilmaktadir (19).

Antifungal ilaglart alt1 baslik altinda incelenmek miimkiindiir. Bunlar; poliyenler,
azoller, antimetabolitler, alilaminler, ekinokandinler ve fungal mitozu inhibe eden

ajanlar seklinde siralanabilir (1).

2.2.5.1. Polyenler

Polyenlere 6rnek olarak amfoterisin B ve nistatin verilebilir. Amfoterisin B ve lipid
amfoterisin B bilesikleri, sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilirken,
nistatin topikal olarak kullanilan bir polyendir. Mantar hiicre membraninda bulunan
ergosterole baglanarak fungisidal etki gosterirler. Bu baglanma sonucunda membranin
ozmotik Dbiitiinliiglini. bozulur ve ardindan intraselliler K, Mg, glukoz ve
metabolitlerin hiicre disina kagis1 goriiliir ve bu durum mantar hiicresinin dliimiiyle
sonuclanir. Diger etki mekanizmasi ise oksidatif reaksiyonlarina bagli direkt membran
hasaridir. Amfoterisin B, memeli hiicresinin temel membran sterolii olan kolesterole
de baglanir; ancak bu baglanmanin giicli ergosterole olandan ¢ok daha zayiftir.
Insanlara amfoterisin B verildiginde gozlenen toksisitenin ¢ogundan, bu baglanma
sorumludur. Candida tiirleri, Cryptococcus neoformans, Aspergillus tiirleri, Mucor

tiirleri ve endemik dimorfik patojen tiirleri etki spektrumunu olusturur (1).
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Sekil 4. Polyenlerin etki mekanizmalari (1)

2.2.5.2. Azoller

Azol grubu antifungaller i¢inde imidazoller ve triazoller olmak tizere iki grup bulunur.
Bu iki grubun kimyasal yapilar1 birbirinden farklidir. Tiim azol bilesikleri, sitokrom
P450’ye bagimli lanosterol 14a-demetilaz enzimini inhibe ederek antifungal
etkinliklerini gostermektedirler. Bu enzim, lanosterolden ergosterol sentezinde gorev
alan bir enzimdir. Ergosterol sentezinin inhibisyonuyla, mantar hiicre membraninin
sentezi bloke olur. Genis etki spektrumuna sahiptirler. Imidazoller; bu bilesikler iki
nitrojenli bir azol halkas1 icerir. Topikal tedavide kullanilan bir¢ok imidazol
mevcuttur. Sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan tek imidazol
tirevi ketokonazoldiir. Triazoller; bu bilesikler ii¢ nitrojenli azol halkasi igerir.
Triazollerin timi sistemik etkiye sahiptir. Flukonazol, itrakonazol, posakonazol ve
vorikonazol sistemik mantar enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar. Albakonazol
ravukonazol ve isavukonazol ise heniiz arastirma asamasinda olan genis spektrumlu

triazol grubu diger antifungal ilaglara 6rnek olarak verilebilir (1).
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2.2.5.3. Antimetabolitler

Antimetabolitlere verilebilecek tek o6rnek flusitozindir. Flusitozin, florlanmis bir
pirimidin olup antimetabolit olarak etki gosteren tek antifungaldir. Pirimidin
metabolizmasini bozup; mantar hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezi gibi
hayati 6neme sahip molekiillerin sentezini engelleyerek antifungal etkinlik gosterir.
Permeaz enzimi yardimiyla mantar hiicresine girdikten sonra, 5-florourasile (5FU)
dondstiirtiliir. 5SFUnun fosforlanmast ile 5-floroiiridilik asit meydana gelir. FUMP,
tekrar fosforlanir ve RNA’nin yapisina girer. Bu da protein sentezinin durmasina
neden olur. Ote yandan SFU’nun 5-florodeoksiiiridin monofosfata doniismesi de,
¢ekirdek boliinmesinde ve mantar DNA’sinin sentezinde rol alan timidilat sentaz
enzimini inhibe eder. Etki spektrumu dar olup Candida tiirleri, Rhodotorula, C.

neoformans ve esmer mantarlari kapsar (1).
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Sekil 6. Antimetabolitlerin etki mekanizmalar1 (1)

2.2.5.4. Alilaminler

Alilaminlere 6rnek olarak terbinafin ve naftifin verilebilir. Terbinafinin oral ve topikal
formlart mevcuttur. Naftifinin ise sadece topikal formu mevcuttur. Alilaminler skualen
epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini durdururlar. Bunun sonucunda,
ergosterol eksikligiyle birlikte, skualenin yiiksek konsantrasyonlarda birikmesine
bagl olarak membran gegirgenligindeki artis meydana gelir ve bu durum mantar
hiicresinin Sliimiiyle sonuglanir. Terbinafin, genis etki spektrumu olan lipofilik bir

antifungal ilactir (1).

2.2.5.5. Ekinokandinler

Genis bir antifungal etki spekturumuna sahip lipopeptit yapisindaki bilesiklerdir.
Grupta anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin yer alir. Glukan sentezini inhibe
edip mantarin hiicre duvari sentezini durdurarak antifungal etkinlik gosterirler. Genel

olarak Candida ve Aspergillus tiirlerine kars1 etkilidirler (1).
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Sekil 7. Ekinokandinlerin etki mekanizmalari (1)

2.2.5.6. Fungal mitoza etkili ajanlar

Antifungal etkilerini fungal mitozu inhibe ederek gosterirler. Polimerize mikrotiibiiller

ile etkileserek mitotik ig ipliklerini bozar. Dermotofitlere kars1 antifungal etki gosterir.

Oral olarak kullanilir. Bu gruba 6rnek olarak verilebilecek ilag griseofulvindir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez caliymasma dair etik kurul onayr, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 26.10.2022 tarihli 2022/473 karar nolu

mikrobiyoloji ¢alismasi olarak verilmistir. Etik kurul onay1 EK-1’de verilmistir.

Calismaya 2019-2022 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ¢esitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden
izole edilen Candida albicans izolatlar1 (n=60) dahil edilmistir. Bu izolatlarin yarisi
(n=30) kateter kan kiiltiirii, diger yaris1 (n=30) ise normal kan kiiltiirii olacak sekilde
toplanmistir. Her hastanin tek 6rnegi ¢alismaya alinmigtir. Biyofilm aktivite testi i¢in
kontrol susu olarak Candida albicans ATCC 90028 kullanilmistir. Suslar ¢alisilincaya

kadar saklama besiyerinde -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.1. Cahismaya Dahil Edilen Hazir Besiyerleri

e Pepton (TitanMedia)

e Yeast Extract (Merck)

e Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Neogen)
e Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) (Neogen)
e Sabouraud Broth (SB) (Biolife)

e Kromojenik Agar (BES LAB)

e Brain Heart Infusion Broth (Condalab)

e Blood Agar Base (HiMedia)

3.2. Calismaya Dahil Edilen Kimyasallar

e Glikoz (Isolab)

o Kiristal viyole (Sigma-Aldrich)
e Etanol (Merck)

e Aseton (Kimyalab)

o Tween 80 (Merck)

3.3. Calismaya Dahil Edilen Gerecler

e Buzdolab:

e Hassas Terazi
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Etiv

Dondurucu

Otoklav

Pastor firint

ELISA reader optik okuyucu (Chromate Awareness Technology, ABD)
VITEK-MS kiitle spektrometrisi (bioMérieux, Fransa)
Santrifiij

McFarland Densitometre (Biosan)

Vorteks karigtiric

Isik Mikroskobu

Tek kanall1 otomatik pipetler

Cok kanall1 otomatik pipet

Cam tiipler

Plastik petri

Meziir

Beher

Cam balon

Enjektor

Steril plastik 6ze

Steril ekiivyon

0,2 ml PCR tiipii (DNAse ve RNAse free)

1,5 ml mikrosantrifiij tiipii (DNAse ve RNAse free)

1,5 ml eppendorf tiipii

96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon plagi (steril ve kapaklr)
Falcon tiipii(50 ml)

10 mikrolitrelik steril filtreli pipet ucu (DNase Ve RNase Free)
100 mikrolitrelik steril filtreli pipet ucu (DNAse ve RNAse free)
10 - 100 mikrolitrelik pipet ucu

0,5 - 10 mikrolitrelik pipet ucu

Steril 90x17 mm petri

PCR strip ve kapagi(0,2 ML 8’li strip+kapak)
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3.4. Calismaya Dahil Edilen Kitler ve Primerler

e CcDNA sentez kiti (Bio-Rad)

e Syber Green PCR kiti (Thermo Scientific)

e Total RNA extraksiyon kiti (Thermo Scientific)
e Primer EFG-1 ¢ift (21*2bp) (Oligomer)

3.5. Izolasyon ve identifikasyon
3.5.1. Primer izolasyon

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
2019-2022 yillart arasinda ¢esitli servislerden gonderilen ve iireme tespit edilen
kan/kateter kan kiiltiirii siselerinden gram boyali preparatlar hazirlanmistir. Gram
boyali preparatlarda maya oldugu belirlenen 6rnekler, saflastirilmak {izere SDA
besiyerine pasaji yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Saf oldugu
anlasilan kiiltlirlerin tiir tanimlamasi, makroskobik ve mikroskobik morfoloji
incelemesi igin germ tiip testi, kromojenik agar (BES LAB), Piring-Tween 80 agar ve
VITEK-MS MALDI-TOF (bioMérieux, Fransa) sistemi kullanilarak yapilmistir. C.

albicans oldugu belirlenen 60 izolat ¢calismaya dahil edilmistir.
3.5.2. identifikasyon
3.5.2.1. Germ tiip testi

SDA besiyerinde iireyen her bir izolattan 6ze ile bir miktar maya kolonisi alinarak ayri
ayr1 0,5 ml insan serumu bulunan cam tiiplerin icerisine siispanse edilmistir. Maya
kolonileri ile siispanse edilen serumlar 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra siispansiyonlardan birer damla alinarak lam-lamel arasinda 151k
mikroskobu ile 40x objektifte incelenmistir. Maya hiicresinin eninin yarisi
biiyiikliigiinde, boyunun 3-4 kat1 uzunlugunda, ¢iktig1 noktada bogumlanma olmayan,
septasiz dallar germ tiip olarak degerlendirilmistir. Germ tiip gozlemlenen maya
hiicrelerinin oldugu izolatlar C. albicans olarak, germ tiip gézlemlenmeyen maya

hiicrelerinin oldugu izolatlar ise non-albicans tiirler olarak tanimlanmistir (35).

Sekil 9°da ¢alismamizda 1s1k mikroskobu altinda goriintiiledigimiz C. albicans

tiirliniin olusturdugu germ tiip goriintiisii verilmektedir.
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Sekil 9. C. albicans 'ta germ tiip olusumu
3.5.2.2. Piring-Tween 80 besiyerinde mikroskobik inceleme

Piring-Tween 80 besiyerinin hazirlanisi:

e Piring 25 gr
e Glikoz 10 gr
e Agar 10 gr

e Tween 80 5ml
e Distile su 300 ml

Erlen igerisine koyulan piring ve distile su karigimi kaynamaya birakilmistir.
Kaynamanin bagladigi andan itibaren pirincin distile suyu bulaniklagtirmasi
gozleninceye kadar en az 2 dk kaynatilmaya devam edilmistir. Kaynama islemi biten
piringler steril gazli bez yardimiyla siiziilmiistiir. Meziirde bulunan piring suyu, distile
su ile 500 ml’ye tamamlanip cam balona alinmistir. Cam balon igerisine agar, glikoz,
tween 80 eklenip 121°C’de 15 dakika sterilizasyonun ardindan, hazirlanan Piring-
Tween 80 besiyeri 9 mm petrilere 20 ml dokiilmistiir (1, 19).

Sekil 10°da ¢alismamiza dahil ettigimiz C. albicans, suslarmin 1sik mikroskobu

altindaki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 10. Piring-Tween 80 agar'da Candida albicans tiirlerinin morfolojik gériintiisii
(a: C. albicans, b: C. albicans klamidospor)

3.5.2.3. Kromojenik besiyeri

Calismaya dahil ettigimiz izolatlarin tiir tanimlanmasinda bagka bir yontem olarak
farkli renkte pigment olusumlarinin gozlemlendigi kromojenik besiyerleri
kullanilmistir. SDA’da iireyen maya kolonilerinden kromojenik agar besiyerine ekim
yapilarak; 37°C’de 48-72 saat inkiibasyonda sonra iireyen izolatlarin kromojenik
agardaki renk degisimi, iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda tiir tanimlama
kriterlerine gore gozlemlenmistir. Agik yesil pigment veren koloniler C. albicans,

olarak tanimlanmistir (1).
3.5.2.4. Otomatize sistem

SDA besiyerinde liremis olan saf maya kolonilerinden tiir diizeyinde tanimlama islemi

Vitek MS (Biomeriux, Fransa) otomatik sistem kullanilarak yapilmistir.
3.6. Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Suslarin  biyofilm aktivitelerinin tespiti i¢in mikrotitrasyon plak yontemi

kullanilmastir.
3.6.1. Mikrotitrasyon plak yontemi

SDA’da 37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra iireyen Candida albicans suslari %8
glukoz igeren Sabouraud Broth (SB) besiyerinde 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminin sonunda %8 glukoz igeren SB ile 1/20 oraninda diliie edilerek
hazirlanan siispansiyonlar 5 sn vortekslenip 200 pl’si mikrotitrasyon plaklarma

aktarildiktan sonra 37°C’de 24 ve 48 saat inkiibe edildi (6). Tiim plaklara negatif
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kontrol olarak 6 kuyucuga steril SB ve pozitif kontrol olarak 6 kuyucuga C. albicans
ATCC 90028 susu konuldu. Plaklarda buharlasmayi engellemek amaciyla kapak
kullanild1. Islem sonunda s1v1 besiyeri aspire edildi; kuyucuklar steril salin ile 3 kez
yikandi ve ters gevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara %1°lik kristal viyole soliisyonundan
100 pl eklendi ve 15 dakika oda isisinda bekletildikten sonra 3 kez steril salin ile
yikanip ve ters cevrilerek kurutuldu. Bu islemden sonra kuyucuklara 200 pl
etanol/aseton (160/40) ilave edilip; 10 dakika bekletilerek boya ¢ozdiiriildii. Ardindan
optik dansiteler ELISA reader optik okuyucu cihazinda 492 nm dalga boyunda
okutuldu (6). Elde edilen her bir optik dansite (OD) degeri Tablo 6’ya gore

yorumlanmak iizere kaydedildi.

Tablo 6. Biyofilm formasyon aktivitelerinin belirlenmesi (53)

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD* > MBOD** Yapisma olmayan 0
KOD < MBOD < 2 KOD Zayif yapisma 1
2 KOD <MBOD < 4 KOD Orta derece yapisma 2
4 KOD < MBOD Giiglii derecede yapigma 3

*KOD: Kontrol optik dansitesi **MBOD: Mikroorganizma biyofilmi optik dansitesi

3.7. Real-Time PCR ile EFG-1 Geninin Arastirilmasi
3.7.1. RNA ekstraksiyonu

Total RNA izolasyonu igin -20°C’de stok halde bulunan suslarin SDA besiyerine
ekimi yapild1 ve 35°C’de 24 saaat inkiibe edildi. Suslar daha sonra 10 ml’lik SDB
besiyerine inokiile edilerek 37°C’de logaritmik faza (ODgo0:0,5-1) ulagsmalar1 saglandi
ve izole edildi. Total RNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET RNA Purification
Kiti protokoliine uygun olarak asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

e SDA’ya pasajlanan C. albicans izolatlar1 35°C’de 24 saat inkiibe edilerek tiretildi.

e Ureyen kolonilerden hazirlanan siispansiyon (en fazla 4 x 108 maya hiicresi
igerecek sekilde) 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. >12000 x g’de 2
dakika santrifiij yapildi. Stipernatant atildi.

e Hiicre pelleti 100 uL maya lizis tamponunda (1 M sorbitol, 0.1 M EDTA, pH 7,4,

%0,1 B-merkaptoetanol, 50 {inite litikaz) yeniden siispanse edidi.
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30°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

B-merkaptoetanol ile desteklenmis 300 pL lizis tamponu eklendi. Vortekslenerek

tyice karigtirildi.

600 pL seyreltilmis Proteinaz K [590 uL TE tamponunda (10 mM Tris HCI, pH
8,0, 1 mM EDTA) seyreltilmis 10 uL Proteinaz K] eklendi. VVortekslendi ve 15-
25°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

>12000 x g’de 10 dakika santrifiijjlendi. Stipernatant yeni bir RNaz icermeyen

mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.
450 pL etanol (%96-100) eklendi ve pipetleme yapilarak karistirildi.

Lizatin 700 upL’si, bir toplama tiipline yerlestirilmis olan GeneJET RNA
purifikasyon kolonuna aktarildi. Kolon >12000 x g’de 1 dakika boyunca
santrifiijlendi. Akan siv1 bosaltild1 ve piirifikasyon kolonu toplama tiipiine geri
yerlestirildi. Biitiin lizat kolona aktarilip santrifiijlenene kadar bu adim tekrarlandi.
Akan siviyi igeren toplama tiipii atildi. GeneJET RNA piirifikasyon kolonu yeni
bir 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirildi.

GeneJET RNA pirifikasyon kolonuna 700 pl. Wash Buffer 1 (etanol ile
desteklenmis) eklendi. Daha sonra kolon >12000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Akan sivi bosaltildi ve piirifikasyon kolonu toplama tiipiine geri

yerlestirildi.

GeneJET RNA piirifikasyon kolonuna 600 pL Wash Buffer 2 (etanol ile
desteklenmis) eklendi. Daha sonra kolon >12000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Akan sivi bosaltildi ve piirifikasyon kolonu toplama tiipiine geri

yerlestirildi.

GeneJET RNA 250 pL piirifikasyon kolonuna Wash Buffer 2 eklendi ve >12000
x g’de 2 dakika boyunca santrifiij yapildi.

GeneJET RNA piirifikasyon kolonunun merkezinde bulunan niikleaz igermeyen
suyun (100 pL) tam ortasina eklendi. RNA'in eliisyonu i¢in >12000 x g’de 1
dakika boyunca santrifiij yapildi.
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e Piirifikasyon kolonu atildi. Elde edilen RNA extraktlar1 ileri asamalarda

kullanilabilmek tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.7.2. Total RNA miktarinin ve safliginin dl¢iilmesi

RNA miktar1 ve safligit IMPLEN NanoPhotometer NP80 cihazi kullanilarak 260/280

nm dalga boyunda izolasyon kitininde bulunan water nuclease free blank (kor)

okutularak olgiildii.

Sekil 11. IMPLEN NanoPhotometer NP80 cihazi
3.7.3. RNA’dan komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA ekstaksiyonu gerceklestirilen tiim orneklerin Reverse Transkriptaz enzimi
yardimiyla cDNA sentezi gergeklestirildi. RNA, iireticinin tavsiyelerine gore iScript
cDNA sentez kitine (Biorad) gore her 6rnek i¢in cDNA sentez karisimi total voliimii
20 pl olacak sekilde asagidaki Tablo 7°de belirtildigi gibi hazirlandu.

Tablo 7. cDNA sentez karisimi i¢in kullanilan malzemeler

Bilesenler Her reaksiyon i¢in miktar, pL
5x iScript Reaksiyon Mix 4

iScript Revers Transkriptaz 1

Niikleaz igermeyen Su 10

RNA 5

Toplam hacim 20




PCR karisimi hazirlanan 6rneklerin ardindan tiipler hemen bir termal dongiileyiciye
yerlestirildi. Amplifikasyon dongiileri Tablo 8’de belirtilen sartlarda termal bir
dongiileyicide ¢ogaltildi. cDNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 8. cDNA sentez karisimi i¢in kullanilan PCR kosullar

Baslangig 25°C, 5 dk
Revers transkripsiyon 46°C, 20 dk
RT inaktivasyon 95°C, 1 dk
Opsiyonel adim 4°C, ©

3.7.4. Primer dizileri

Uretici firmanin &nerisi dogrultusunda primerler sulandirildi. Hazirlanan 10 pM’lik

stoklardan kullanildi. Kullanilan primerler ve biiyiikliikleri Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Primer dizileri ve amplikon uzunluklari

Gen Primer Ismi Sekans(5’-3°) bp Genbank
EFG1 | EFG-S CCAGGG TGG TGC TGC TAATAG 241 | Z32687
EFG-A GGG TGA AGG GTG AAC TGA ACC

3.7.5. Real-time PCR asamasi

Incelenecek EFG-1 gen bolgesini hedef alan primerler i¢in ayr1 ayri mikrosantrifiij
tiipleri alind1. Tiipler her bir primere gore barkodlandi. Daha sonra Syber green master
mix’den ve niikleaz free sudan olusan total bir karigim hazirlandi. Syber green master
mix’den her kuyucuk i¢in 12,5 pl ve niikleaz free sudan 9 pl olacak sekilde Tablo
10’da belirtilen miktarlarda diger malzemeler eklenerek tiim 6rnekler i¢cin homojen bir
karisim hazirlanarak tiiplere dagitildi. Ardindan amplifiye edilen cDNA’lardan daha
onceden barkotlanmuis tiiplere 2,5 pl eklendi. Kabarcik olusmamasi igin tiipler nazikge

karigtirildi.

Tablo 10. Real-time PCR karisimi i¢in kullanilan malzemeler

Real-time PCR Kkarisimi icin malzemeler | Miktar
Syber gren master mix 12,5 ul
Forward primer 0,5l
Revers primer 0,5 ul
Nucleaz free Water 9
cDNA 2,5
Toplam hacim 25 ul
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Hazirlanan Real-time PCR karigimi Tablo 11°de belirtilen amplifikasyon dongiileri ile

Real-time PCR cihazina yerlestirildi.

Tablo 11. Real-time PCR amplifikasyon dongiileri

Dongii Siire Sicaklik (°C)
1 15 dakika 95
40 30 saniye 95
40 1 dakika 55

Real-time PCR erime egrisi analizi sonucuna gore pozitif oldugu diisiiniilen izolatlarin
iki tanesi (28 ve 30 numarali izolatlar) EFG-1 geni varliginin dogrulanmasi amaciyla

sekans analizine gonderilmistir.
3.8. Istatistiksel Analiz

Verilerin analiz asamasinda SPSS 24,0 istatistik paket programi kullanilmistir.
Degerlendirme sonuglarinin tanimlayici istatistikleri; kategorik degiskenler i¢in say1
ve yiizde ile gosterilmistir. Bagimsiz kategorik gruplarin karsilagtirilmasinda ki-kare
testi, bagimli kategorik gruplarin karsilastirilmasinda Mc-Nemar testi kullanilmistir.

Istatistiksel alfa dnemlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1. C. albicans izolatlarin Ozellikleri

Calismaya 2019-2022 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden
izole edilen Candida albicans izolatlar1 (n=60) dahil edilmistir. Bu izolatlarin yarisi
(n=30) kateter kan kiiltiirii, diger yarist (n=30) ise normal kan kiiltiirii olacak sekilde
toplanmustir. Her hastanin tek drnegi c¢alismaya alinmustir. izolatlar en cok dahili
kliniklerden gonderilen klinik Orneklerden (%60) izole edilmistir. Bunu sirasiyla
cerrahi Kliniklerden (%21,7) ve yogun bakim iinitelerinden (%18,3) gonderilen
ornekler takip etmistir. Ornek tiiriine ve gonderildikleri kliniklere gére dagilimlar

Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 12. C. albicans izolatlarinin 6rnek tiirii ve gonderildikleri kliniklere gére dagilimi

Gonderilen Klinikler
Ornek Tiirii Yogun bakim Dahili Cerrahi Toplam
n(%o) klinikler n(%) | Klinikler n(%) n(%o)
Kan Kkiiltiirii 6(10) 19(31,6) 5(8,3) 30(50)
Kateter kan kiiltiirii 5(8,3) 17(28,4) 8(13,4) 30(50)
Toplam 11(18,3) 36(60) 13(21,7) 60(100)

4.2. C. albicans Suslarmin Biyofilm Aktiviteleri

Calismaya dahil edilen kan kiiltiirii (n=30) ve kateter kan kiiltiirinden (n=30) elde
edilen izolatlarin (n=60) 10 (%16,7)’unun 24 veya 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda biyofilm
olusturdugu tespit edilen izolat sayis1 6 (%10) iken; 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
biyofilm olusturdugu tespit edilen izolat sayis1 10 (%16,7) olarak bulunmustur. Ayrica
kan kiiltiirii ve kateter kan kiiltlirii izolatlarmin biyofilm olusturma durumlarina
bakildiginda ise kan kiiltiiriinden izole edilen C. albicans suslarmin (n=30) 2
(%6,7)’sinin 24 saatlik inkiibasyon sonunda, 4 (%13,4)’liniin ise 48 saatlik inkiibasyon
sonunda; kateter kan kiiltiiriinden izole edilen C. albicans suslarmin (n=30) 4
(%13,4)’1iniin 24 saatlik inkiibasyon sonunda, 6 (%20)’sinin ise 48 saatlik inkiibasyon
sonunda biyofilm olusturduklari tespit edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda
biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin (n=6) 4 (%66,7)’tiniin 1. derece, 2
(%33,3)’sinin 2. derece biyofilm aktivitesinin oldugu saptanmigken; 48 saatlik

inkiibasyon sonunda biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin (n=10) ise 5
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(%50)’inin 1. derece, 4 (%40)’iniin 2. derece, 1 (%10)’inin ise 3. derece biyofilm
aktivitesinin oldugu saptanmustir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm
aktiviteleri karsilagtirildiginda; 2’si kan kiiltiiriinden, diger 2’si kateter kan
kiiltiirtinden izole edilmis olmak tizere toplamda 4 C. albicans susunun biyofilm
aktivite diizeyleri 0. dereceden 1. dereceye , 1’1 kan kiiltiiriinden, diger 2’si kateter kan
kiiltiiriinden izole edilmis olmak iizere toplamda 3 C. albicans susunun biyofilm
aktivite diizeyleri 1. dereceden 2. dereceye, 1 kateter kan kiiltliriinden izole edilmis C.
albicans susunun biyofilm aktivite diizeyi 2. dereceden 3. dereceye yiikselmistir. 1’
kan kiiltiiriinden, digeri ise kateter kan kiiltiiriinden izole edilmis olmak {iizere
toplamda 2 C. albicans susunun biyofilm aktivite diizeylerinde 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon stireleri sonunda herhangi bir degisiklik goériilmemis olup; kateter kan
kiltiiriinden izole edilen susta 2. derecede, kan kiiltliriinden izole edilen susta ise 1.
derecede sabit kaldig: tespit edilmistir. Kan kiiltiiri ve kateter kan kiiltiiriinden izole
edilen C. albicans izolatlarinin biyofilm olusturma diizeylerine bakildiginda; 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda biyofilm olusumu yoniinden ki-kare testi istatiksel
analizlerinde anlamli derecede farklililk bulunamamistir [sirasiyla (p=0,671),
(p=0,488)]. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda Ornek tiirii ayrimi yapmaksizin
olusan biyofilm diizeylerine bakildiginda da istatistiksel olarak aralarinda bir farklilik
bulunamamustir  (p=0,125).  Izolatlarin  biyofilm aktivitesinin  arastirildig
mikrotitrasyon plaklarmin goriintiileri Sekil 11,12,13 ve 14’te gosterilmistir. Caligilan

izolatlarin biyofilm olusturma dereceleri ise Tablo 12 ve 13’te verilmistir.

Sekil 12. 24 saatlik inkiibasyon sonras1 kateter kan kiiltiiriinden izole edilen suslarin
mikrotitrasyon plak goriintiisii (a: Pozitif kontrol b: Negatif kontrol)
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Sekil 13. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi kateter kan kiiltiiriinden izole edilen suslarin
mikrotitrasyon plak goriintiisii (a: Pozitif kontrol b: Negatif kontrol)

Sekil 14. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi kan kiiltiiriinden izole edilen suslarin
mikrotitrasyon plak goriintiisii (a: Pozitif kontrol b: Negatif kontrol)
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Sekil 15. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi kan Kkiiltiirlinden izole edilen suslarin
mikrotitrasyon plak goriintiisii (a: Pozitif kontrol b: Negatif kontrol)

Tablo 13. Kateter kan kiiltiiriinden izole edilen C. albicans izolatlarinin biyofilm

olusturma dereceleri

izolat No Tiir Ad1 Biyofilm Olusturma Dereceleri
24 Saat 48 Saat
1 Candida albicans 0 0
2 Candida albicans 0 0
3 Candida albicans 0 0
4 Candida albicans 0 0
5 Candida albicans 0 0
6 Candida albicans 1 2
7 Candida albicans 0 0
8 Candida albicans 2 3
9 Candida albicans 0 0
10 Candida albicans 0 1
11 Candida albicans 2 2
12 Candida albicans 0 0
13 Candida albicans 0 0
14 Candida albicans 0 0
15 Candida albicans 0 0
16 Candida albicans 0 1
17 Candida albicans 0 0
18 Candida albicans 1 2
19 Candida albicans 0 0
20 Candida albicans 0 0
21 Candida albicans 0 0
22 Candida albicans 0 0
23 Candida albicans 0 0
24 Candida albicans 0 0
25 Candida albicans 0 0
26 Candida albicans 0 0
27 Candida albicans 0 0
28 Candida albicans 0 0
29 Candida albicans 0 0
30 Candida albicans 0 0
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Tablo 14. Kan kiiltiiriinden izole edilen C. albicans izolatlarinin biyofilm olusturma

dereceleri
izolat No Tir Ad1 Biyofilm Olusturma Dereceleri
24 Saat 48 Saat
31 Candida albicans 0 0
32 Candida albicans 0 0
33 Candida albicans 0 0
34 Candida albicans 0 0
35 Candida albicans 0 0
36 Candida albicans 0 1
37 Candida albicans 0 0
38 Candida albicans 0 0
39 Candida albicans 0 0
40 Candida albicans 0 0
41 Candida albicans 0 0
42 Candida albicans 0 0
43 Candida albicans 0 1
44 Candida albicans 0 0
45 Candida albicans 0 0
46 Candida albicans 0 0
47 Candida albicans 1 1
48 Candida albicans 0 0
49 Candida albicans 0 0
50 Candida albicans 0 0
51 Candida albicans 0 0
52 Candida albicans 0 0
53 Candida albicans 1 2
54 Candida albicans 0 0
55 Candida albicans 0 0
56 Candida albicans 0 0
57 Candida albicans 0 0
58 Candida albicans 0 0
59 Candida albicans 0 0
60 Candida albicans 0 0
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4.3. C. albicans Suslarimin EFG-1 Geni Varhg

IMPLEN NanoPhotometer NP80 cihazi kullanilarak 6lgiilen RNA miktarlart Tablo

15°te verilmistir.

Tablo 15. Niikleik asit kantitasyon degerleri

Izolat No RNA (ng/pl) Izolat No RNA (ng/pl)
1 177.5 31 118.5
2 139.7 32 121.1
3 38.9 33 160.9
4 53.3 34 157.1
5 126.6 35 162.7
6 181.1 36 183.9
7 152.6 37 241
8 140.2 38 281.7
9 144.2 39 81.3
10 192.5 40 146.7
11 244.5 41 136.5
12 361.8 42 174.1
13 159.8 43 178.8
14 164.3 44 56.8
15 715 45 108.8
16 38.5 46 114.5
17 198.2 47 195.8
18 50 48 124.1
19 42.3 49 129.4
20 146.5 50 158.1
21 275.5 51 4443
22 268.8 52 360.8
23 247.3 53 376.9
24 322.1 54 163.8
25 126.1 55 77
26 162.7 56 463.3
27 202.9 57 211.5
28 138.2 58 200.4
29 86.7 59 143.5
30 58.9 60 102

Pozitif Kontrol 88.5

(ATCC 90028)

Calismaya dahil edilen kan kiiltiirti (n=30) ve kateter kan kiiltiiriinden (n=30) elde
edilen izolatlarin (n=60) 28 (%46,7)’inin EFG-1 genine sahip oldugu tespit edilmistir.
Kateter kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarin 17 (%56,7)’sinde EFG-1 geni varligi
tespit edilirken; kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarda EFG-1 geni 11 (%36,7) susta
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tespit edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm olusturma durumlari

dikkate alindiginda Kateter kan kiiltiirlerinden izole edilen ve EFG-1 geni tespit edilen

17 susun 2 (%11,7)’sinin biyofilm olusturdugu; kan kiiltiirlerinden izole edilen ve

EFG-1 geni tespit edilen 11 susun ise 3 (%27,3)’linliin biyofilm olusturdugu

goriilmiistiir. Kateter kan kiiltiirlerinden izole edilen ve biyofilm olusturdugu tespit

edilen 6 susun 2 (%33,3)’sinde EFG-1geni varlig1; kan kiiltiirlerinden izole edilen ve

biyofilm olusturdugu tespit edilen 4 susun ise 3 (%75)linde EFG-l1geni varligi

saptanmigtir. EFG-1 geni ile biyofilm olusumu arasinda Ki-kare testi istatiksel

analizlerinde anlamli derecede bir iligki bulunamamistir (p=1,00). Calismaya dahil

edilen izolatlarin EFG-1 geni varliklar1 Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. izolatlarm EFG-1 geni varliklari ve biyofilm olusturma durumlari

Kateter Kan Kiiltiirii Kan Kiiltiiri
Izolat No EFG-1 48 saat Izolat No | EFG-1 48 saat
Geni | inkiibasyon Geni inkiibasyon
Varhgi sonrasi Varhgi sonrasi

biyofim biyofim
olusumu olusumu

1 31

2 v 32

3 33

4 v 34

5 v 35

6 v + 36 v +

7 v 37 4

8 + 38

9 39 v

10 + 40

11 v + 41 4

12 42 v

13 v 43 v +
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Tablo 16 (Devam). izolatlarin EFG-1 geni varliklar1 ve biyofilm olusturma durumlari

14 44 4
15 v 45 4
16 + 46 v
17 v 47 4 +
18 48 v
19 + 49
20 v 50
21 51
22 v 52
23 53 +
24 4 54
25 v 55
26 v 56
27 57
28 v 58
29 4 59
30 v 60
Pozitif Kontrol +
(ATCC 90028)

4.4. Real-Time PCR Amplifikasyon Egrileri

C. albicans izolatlarina ait EFG-1 geni real-time PCR kullanilarak analiz edildi. Real-
time PCR sonrasi elde edilen egriler Sekil 16 ve Sekil 17°de verildi. x ekseninde Ct

degeri, y ekseninde ise 1s1ma miktar1 gosterilmektedir.
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Sekil 16. EFG-1 genine ait amplifikasyon egrileri (tiim 6rnekler)
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Sekil 17. EFG-1 genine ait amplifikasyon egrileri (pozitif 6rnekler)

4.5. Gen Ekspresyon Diizeyleri

[zolatlara ait EFG-1 genlerinin Ct diizeylerine bakildiginda; 2, 4, 5, 6, 7, 11, 13, 15,
17, 20, 22, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 36, 37, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 no’lu
izolatlarin EFG-1 genini eksprese ettigi belirlendi. izolatlara ait Ct degerleri Tablo

17°de verildi.
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Tablo 17. Referans sus ve izolatlara ait Ct degerleri

Izolat No Ct Izolat No Ct
ATCC(90028) N/A*
1 N/A 31 N/A
2 37,53 32 N/A
3 N/A 33 N/A
4 37,2 34 N/A
5 37,73 35 N/A
6 37,4 36 37,13
7 37,1 37 36,68
8 N/A 38 N/A
9 N/A 39 37,5
10 N/A 40 N/A
11 37,23 41 33,83
12 N/A 42 37,28
13 36,1 43 33,96
14 N/A 44 33,04
15 36,59 45 37,96
16 N/A 46 36,87
17 37,3 47 37,47
18 N/A 48 35,94
19 N/A 49 N/A
20 36,02 50 N/A
21 N/A 51 N/A
22 34,59 52 N/A
23 N/A 53 N/A
24 37,62 54 N/A
25 37,05 55 N/A
26 37,22 56 N/A
27 N/A 57 N/A
28 33,52 58 N/A
29 35,73 59 N/A
30 31,98 60 N/A

* N/A: Ekspresyon yok.
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4.6. Erime Egrisi Analizi Sonug¢lari

Real-time PCR reaksiyonu SYBR Green I boyasini kullanir ve iiriiniin amplifikasyonu
sirasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglanir akabinde ise detektor yardimiyla isimanin
miktar1 ol¢iiliir. Erime egrisi analizi real-time PCR reaksiyonunun 6nemli bir asamasi
olup reaksiyonunun ozgilligiinii gosterir. Genel anlamda erime egrisi analizi
sonucunda her bir 6rnege ait tek bir pik goriilmesi beklenmektedir. Beklenenin aksine
farkl1 bir pikin goriilmesi nonspesifik baglanma veya primer-dimer olustugunun bir
gostergesidir. Bu sebeple her bir real-time PCR reaksiyonunda reaksiyonun 6zgiilligii

icin erime egrisi analizi yapilmas1 gerekmektedir.
4.7. Erime egrisi analizi goriintiileri

C. albicans izolatlarinin EFG-1 gen bdlgesine ait erime egrileri Sekil 18 ve 19°da
verilmistir. Real-time PCR erime egrisi sonuglara gére EFG-1 geni yoniinden pozitif
oldugu diistiniilen 28 ve 30 numarali iki izolata sekans analizi yapilmig ve sekans
analizi sonucunda bu siipheli izolatlarin EFG-1 geni varlig1 yoniinden pozitif oldugu
dogrulanmistir. Sekans analizi sonuglari Sekil 20, Sekil 21 ve Sekil 22°de

gosterilmistir.
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Sekil 18. EFG-1 gen bolgesine ait erime egrisi analizleri (tiim 6rnekler)
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Sekil 19. EFG-1 gen bolgesine ait erime egrisi analizleri (pozitif drnekler)
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Sekil 21. Sekans islemi sonug goriintiisii (220-440 bp)
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Sekil 22. Sekans islemi sonug goriintiisii (440-580 bp)
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5. TARTISMA

Mantarlar, kritik hastalardaki baslica patojenler olarak giderek daha fazla izole
edilmektedir. Candida spp. ve Cryptococcus spp. klinik pratikte en sik izole edilen

maya mantarlaridir (54).

Alp ve ark. yapmis olduklar1 bir prevelans ¢alismasinda ocak 2001 ile aralik 2010
tarihleri arasindaki kandidemi epizodlarin1 geriye doniik olarak degerlendirmislerdir.
381 kandidemi atagimin %58,3"iniin C. albicans’a; ardindan C. parapsilosis (%15,2)
ve C. tropikalis’e (%13,4) bagl oldugunu gérmiislerdir (55). Bizim ¢alismamizda da
C. albicans’1 tercih etmemizin sebebi kandimemi olgularinin biiyiik bir cogunlugunda

etken olarak C. albicans saptanmast idi.

Bir¢ok dogal ortamda, mikroorganizmalar agirlikli olarak biyofilmlerde, yani bir
yiizeye bagli organizma topluluklari olarak bulunurlar. Klinik 6neme sahip
organizmalar i¢in biyofilm ic¢indeki hiicrelerin en dikkate deger fenotipik 6zelligi,
antimikrobiyal ilaglara kars1 yliksek direngleridir. Kalici tibbi cihazlar {izerinde olusan
biyofilmlerle iliskili enfeksiyonlar, biyofilmdeki organizmalarin yiliksek
antimikrobiyal direnci nedeniyle tedavi edilmesi zor oldugundan ve siklikla cihazin
c¢ikarilmasini gerektirdiginden onem arz ederler. Bu cihazlardan en sik izole edilen

mikroorganizmalar Candida tiirleridir (56).

Biyofilmlerin olusum basamaklari; mikroorganizmalarin ylizeylere doniisiimsiiz
olarak tutunmalari, tutunduklar1 bolgelerde cogalmalari ve hiicre dist polimerler
tiretmeleri seklindedir. Ayrica biyofilmin klinik agidan belirgin 6nemi, biyofilm i¢ine
gdmiilmiis olan mikroorganizmalarin, antibiyotik tedavisine serbest olanlara gore

belirgin olarak direngli olmasidir (57).

Karabag ve ark. yapmis olduklari ¢alismada toplam 27 C. albicans, 28 albicans dis1
Candida susunun biyofilm iiretimi arastirmislardir. C. albicans ile albicans disi
Candida tiirleri arasinda biyofilm olusumu incelendiginde 27 C. albicans susunun
tigiinde (%11,1), 28 non-albikans susunun ise 20’sinde (%71,4) biyofilm
olusturdugunu tespit etmislerdir. Aralarindaki istatistiksel farki ki-kare testi ile
gostermislerdir. (p=0,0001) (58).

Kuzucu ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada Klinik drneklerden izole edilen Candida

tiirlerinde biyofilm olusumunu arastirmiglardir. Toplam 104 Candida susunun (%52)
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biyofilm trettigini saptanmislardir. C. albicans’ta bu oranin (%63) albicans dis1
tiirlere gore (%35) daha fazla oldugunu tespit etmislerdir (59).

Demirbilek ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, 116 Candida susundan 33’{iniin
(%28) biyofilm olusturdugunu saptanmustir. Albicans disi1 Candida izolatlarinin
biyofilm olusturma oraninin (15/37, %41), C. albicans’a (18/79, %23) gore daha
yiikksek oldugunu saptamis ve bu farki istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir
(p<0,05). Optik yogunluklarina gore suslarda biyofilm olusumu degerlendirilmis ve
18 C. albicans susunun 4’iinde (%22) giiglii pozitif, 5’inde (%28) orta pozitif, 9’unda
(%50) zayif pozitif, 15 albicans dis1 Candida susunun ise 9’unda (%60) giiglii pozitif,
3’tnde (%20) orta pozitif, 3’inde (%20) zayif pozitif biyofilm olusumu
saptanmiglardir. Kan kiiltiirlerinden izole ettikleri suslarin diger orneklerden izole
edilenlere gore anlamli olarak daha yiiksek oranda biyofilm olusturduklarini tespit

etmislerdir (p<0.05) (60).

Alpay ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢aligmada incelenen 6rneklerin; 32’si idrar, 8’1
yara, 5’1 bogaz, 4’1 balgam, 2’si kan, 1’1 kateter ve 1’1 de trakeal aspirattan izole edilen
suslar olmak tizere 53 Candida susunun 34’1 (%64,1) C. albicans, 11°i (%20,7) C.
parapsilosis, 4’ (%7,5) C. kefyr, 3’1 (%5,6) C. tropicalis ve 1’1 (%1,8) C. glabrata
olarak saptamislar ve tim suslar degerlendirildiginde; biyofilm olusum oraninin
%47,2 oldugunu tespit etmislerdir. C. albicans tiiriinde %38,2 oraninda, non-albicans
Candida’larda ise %63,1 oraninda biyofilm olusumu gozlemlemislerdir (12). Bizim
calisgmamizda C. albicans tiirlerinde biyofilm olusum oranlarmi %216,7 olarak
bulunmus olup aradaki yiizdesel farkin 6rnek tiirlerindeki farkliliktan kaynaklanacagi

distintilmiistiir.

Tiiziner ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢aligmada yontemlere gore Candida’larin
biyofilm olusturma 0&zellikleri incelenmis ve modifiye mikroplak yontemiyle
%19,4’nitin (n=42), XTT rediiksiyon yontemiyle %?22,7’sinin (n=49) biyofilm
olusturdugu saptanmistir. Mikroplak yontemiyle; C. albicans’larin %12,5’inin (n=16),
non-albicans Candida’larin  %29,5’inin (n=26) biyofilm olusturdugu, XTT
rediiksiyon yontemiyle ise; C. albicans’larin %15,6’simin (n=20), non-albicans
Candida’larin %32,9’unun (n=30) biyofilm olusturdugu goriilmistiir. Biyofilm

olusturma oranlar1 agisindan, XTT rediiksiyon ve mikroplak yontemleri arasindaki
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fark, ayrica C. albicans ve non-albicans Candida’lar arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli bulundugunu belirtmislerdir (y2=11,246; p=0,024) (11). Calismamizda
mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm olusumu arastirilmis ve C. albicans

tiirlerinde biyofilm olusum oranlarini bu ¢alisma ile benzer bulunmustur (%16,7).

Cal1 ve ark.’nin hastanede yatan hastalardan gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen mikroorganizmalarin biyofilm formasyon aktivitelerini arastirdiklar: bagka bir

caligmada C. albicans tiirlerinde biyofilm olusum oranini %76 olarak bulmuslardir

(61).

Agwan ve ark. ¢esitli klinik drneklerden izole edilen 40 C. albicans, 78 non-albicans
Candida olmak iizere 118 Candida izolatinin biyofilm olusumunu arastirmislardir. Bu
calismada C. albicans izolatlarinin %13,5’inin, non-albicans Candida izolatlarinin ise
%33’linlin biyofilm olusturdugunu bildirmiglerdir. Calisma sonucunda biyofilm
olusumunun en fazla idrar Ornegi izolatlarinda, ikinci olarak da kan Ornegi

izolatlarinda gozlemlendigini bildirmislerdir (62).

Nouraei ve ark. kan kiiltiirlii 6rneklerinden izole ettikleri 50 C. albicans, 50 non-
albicans olmak tizere 100 Candida izolatinin biyofilm olusum yeteneklerini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada C. albicans izolatlarinin %90’inda, non-albicans
Candida izolatlarinin ise %98’inde biyofilm iiretiminin goriildiigiini bildirmislerdir.
Ayrica C. albicans ve non-albicans Candida izolatlar1 arasinda biyofilm olusumu

acisindan istatistiksel anlamli fark bulundugunu bildirmislerdir (p<0,001) (63).

Cetin ve ark.’nin yapmis olduklar1 bir bagka c¢alismada ise ¢alismaya dahil edilen
izolatlarin (n=90) 30 (%33,3)’unun biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm
olusturdugunu tespit ettikleri izolatlarin 11 (%36,7)’inin 1. derece, 3 (%10)’liniin 2.
derece, 16 (%53,3)’smin 3. derece biyofilm aktivitesinin oldugu saptamislardir.
Calisilan 35 C. albicans izolatinin 5 (%14,3)’inin, 55 non-albicans Candida izolatinin
ise 25 (%45,4)’inin biyofilm olusturdugu tespit etmislerdir. Biyofilm olusturan 5 C.
albicans tiirtiniin 4 (%80)’tniin zayif, 1 (%20)’inin orta derecede biyofilm
olusturdugunu tespit etmislerdir. C. albicans ve non-albicans Candida izolatlar
arasinda biyofilm olusumu ydniinden ki-kare testi istatiksel analizlerinde anlamli

derecede farklilik oldugunu bulmuslardir (p<0,001) (64).
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Yapilan ¢aligmalarda, Candida tiirlerinde saptanan biyofilm oranlarinin %8 ila %85
arasinda degistigi goriilmektedir. Bu oranlar suslarin izole edildigi bolgelere,
enfeksiyon etkeni olup olmamalarina ve izole edilen Candida tiirtine gére farklilik
gostermektedir. Goriildiigii gibi farkli galismalarda benzer sonuglar elde edildigi kadar
farkli bazi sonuglar da bildirilmektedir. Bu durumun calisma yapilan merkezlerin ve
calismalarda kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilecegi ayrica
kullanilan  izolatlarin  farkli  Gzelliklerinden  kaynaklaniyor  olabilecegi

diistiniilmektedir.

W. Bachtiar ve ark.’nin yapmis oldugu bir calismada C. albicans’in 48 saat
inkiibasyon sonunda biyofilm olusturma derecelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
olusan biyofilm derecelerine kiyasla daha yiiksek oldugunu gézlemlemisler ancak bu

artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirtmislerdir (P > 0,05) (65).

Deng ve ark.’nin yapmis olduklari ¢alismada toplam 55 sustan 29 C. albicans susu in
vitro biyofilm olusturmustur. Bir C. albicans susunun gelisimi mikroskopla
gozlemlenmis Ve in vitro 6 saatlik hiicre kiiltiiriinden sonra tomurcuklanma gosterdigi
tespit edilip; migelyum olusturmaya basladigi goriilmiistiir. C. albicans kolonilerinin
birbirleriyle yapisma gosterdigi ve 12 saatlik kiiltiirden sonra bir ag halinde
diizenlendigi belirtilmistir. C. albicans suslarinin 24 saatlik kiiltiirden sonra migelyum
olusumu boyunca kiimelendigi tespit edilmistir. Son olarak, C. albicans’in
olusturdugu migelyum, in vitro 48 saatlik kiiltiirden sonra tim kateterin i¢inde
birbirine gecerek bir membran ag yapisi olusturdugu goriilmiistiir (66). Calismamizda
da 48 saatlik inkiibasyon sonucunda 24 saate kiyasla biyofilm olusum diizeylerinin bu

caligmaya benzer sekilde bazi suslarda arttig1 gézlemlenmistir.

Ramage ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada uzaysal olarak organize edilmis bir
biyofilm olusturmak i¢in hiflerin gerekli oldugunu gostermek amaciyla genetik olarak
tamimlanmamis iki mutant C. albicans susu kullanmiglardir; bunlardan biri maya
olusumunda kusurlu bir sus iken diger sus ise hifal olusturmada kusurlu bir sustur. Hif
olusumunda kusurlu olan sus tarafindan olusturulan biyofilmlerin, atipik bir biyofilm
mimarisi icerisinde yogun sekilde paketlenmis maya hiicrelerinden olustugunu ve
yikama yoluyla substrattan kolayca ayrildigin1 belirtmektedirler. Bu sonuglar

neticesinde farkli ¢evresel kosullar altinda filament6z forma gegme Ozellikleri ile
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karakterize edilen, mutant C. albicans suslarini arastirmislar ve filament6z yapiya
gecis ve biyofilm olusumundaki kusurlar1 gozlemlemislerdir. Bu izojenik sus
grubundaki degisikliklere, anahtar rollere sahip bazi1 genlerdeki bozukluklarin yol
acabilecegini diistinmiislerdir. Hem XTT okumasi hem de mikroskobik gozlemler,
efg-1 diizenleyici proteinin, C. albicans biyofilmlerinin olusumu ve daha sonraki
gelisimi i¢in anahtar bir faktor oldugunu tespit etmiglerdir. Bu sebeple daha sonra,
EFG-1’i; efg-1 mutant susuna transformasyon yoluyla yeniden aktarip suslarin
biyofilm olusturma yeteneklerini test etmisler ve bu suslarin filament6z fenotipe
yeniden dondiiklerini gézlemlemislerdir. Her ne kadar bu suslar tarafindan olusturulan
biyofilmler vahsi tip suslar tarafindan olusturulanlar kadar yogun olmasa ve ayni
zamanda biraz daha diisiik XTT okumalari sergilese de, li¢ boyutlu mimari sergileyen
biyofilmler bu sekilde olusturulabilmistir. EFG-1 geninin yeniden eklenmesiyle
biyofilm olusturma yeteneginin restorasyonu, biyofilm olusumundaki kusurun EFG-1

mutasyonunun bir sonucu oldugunu dogrulamistir (67).

Harriott ve ark. yapmis olduklari calisma ile vajinal dokuda biyofilm olusumu
gerekliliklerini ve vajinal kolonizasyon i¢in biyofilm olusumunun gerekli olup
olmadigini ayrica morfogenezin transkripsiyonel diizenleyicilerinde (EFG-1/EFG-1)
ve biyofilm olusumunda rol alan genlerde (BCR-1/BCR-1) delesyon bulunan C.
albicans mutant suslarin1 degerlendirmeyi amaglamiglardir. EFG-1/EFG-1 mutanti
susun yalnizca maya ve psddohifal formlar: {irettigini, bu suglarin epitelyuma bagh
kalamamasi nedeniyle SEM(Taramali elektron mikroskobu) tarafindan tespit

edilemedigini belirtmislerdir (68).

Nobile ve ark. yapmis olduklar1 calismada C. albicans suslarinin biyofilm

olusturmasinda birden fazla genin fonksiyon aldigini belirlemis olup bu genlerden

bazilarmin BCR-1, ALS-1, ALS-3, HWP-1, ECE-1 oldugunu belirtmislerdir (14).

Nobile ve ark. yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada in vitro wild tip biyofilm olusumu
icin BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 ve BRGI1 gibi genlerin gerekli oldugunu
ifade etmektedirler. Bizim ¢alismamizda biyofilm iiretimi ve EFG-1 geni ile ilgili
anlamli bir baglant1 bulunamis olup bu durumun biyofilm olusumunda bagska genlerin

de 6nemli fonksiyonlarmin bulunmasiyla agiklanabilecegi diistintilmustiir (44).
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Lassak ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada hem morfogenezi indiikleyerek (CZF-1,
EFG-1, FGR-17, TEC-1, WOR-1, WOR2) hem de morfogenezi baskilayarak (EFG-1,
NRG-1, RFG-1, TCC-1) hif olusumunu veya fenotipik degisimi diizenledigi bilinen
bircok gen tanimlamislardir. EFG-1’den burada negatif bir diizenleyici olarak da
bahsedilmektedir ¢iinkii son yapilan g¢aligmalara gore normoksi durumunda hifal
morfogenez i¢in pozitif fonksiyonunun yani sira; hipoksi durumunda negatif bir
diizenleyici oldugu goriilmektedir (13). Sonuglarimizin EFG-1 ile biyofilm arasindaki
iligkiyi gostermeme sebeplerinden biri de yukarida agiklanan EFG-1 geninin negatif

diizenleyici bir roliiniin olmasiyla da agiklanabilecegi diistiniilmektedir.

Connolly ve ark. 2013’te yaptiklar1 ¢alismada transkripsiyon faktorii efg-1’in C.
parapsilosis izolati iizerinde morfogenez ve biyofilm formasyonu diizenleyicisi olarak
gorev aldigimi gostermislerdir. Calismada, EFG-1 delesyonu olan C. parapsilosis
izolatinda, koloni morfolojisinden bagimsiz olarak biyofilm gelisiminin azaldig
bulunmustur. Ayrica EFG-1’in delesyonunun, sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
kaspofungine duyarlilik kazandirdigi gozlemlenmistir. Calismada ayrica Galleria
mellonella bocegi kullanilarak EFG-1’in delesyonunun C. parapsilosis viriilansi

lizerine etkisi arastirilmis ve bu olayin viriilans1 6nemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir

(69).

57



6. SONUCLAR

e Klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans izolatlarinin (n=60) biyofilm
olusturma oranlar1 %16,7 (n=10) olarak bulunmustur. Calismamizda elde ettigimiz
bu oran literatiirdeki diger ¢alismalarla benzerlik gostermekte olup; yiizdesel
oranlarda farkliliklarin goriildiigli diger calismalarla aradaki farkin Ornek
tiirlerindeki farkliliktan kaynaklanacagi diistiniilm{istir.

e Kan kiiltiirii ve kateter kan kiiltiirii izolatlarinin biyofilm olusturma yiizdelerine
bakildiginda ise kateter kan kiiltiirlinden izole edilen C. albicans suslarinin
biyofilm olusturma oranlariin (%20) kan kiiltiiriinden izole edilen C. albicans
suslarinin biyofilm olusturma oranlarindan (%13,4) daha yiiksek oldugu bulunmus
ancak aralarinda istatistiksel anlamda bir farklihk bulunamamustir (p=0,488).
Literetiirde bu iki 6rnek tiiriiniin biyofilm olusturma oranlarinin karsilastirilmasi
ile ilgili pek fazla ¢alismaya rastlanilmamis olup; yabanci cisim enfeksiyonu gibi
biyofilm olusumunun 6nemli oldugu bazi durumlar i¢in hastalik patogenezini
anlayabilmek agisindan yeni ¢alismalarla bu karsilastirmanin desteklenmesi
gerekmektedir.

e 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi Ornek tiirli ayrimi yapmaksizin biyofilm
olusturma oranlarina bakildiginda ise; 24 saatin sonunda 6rneklerin %10 unun, 48
saatlik inkiibasyon sonunda ise %16,7’sinin biyofilm olusturdugu goriilmiis olup;
inkiibasyon siiresi artirildiginda biyofilm olusturma oraniin, her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli bulunamasa da (p=0,125), arttig1 tespit edilmistir. Bu
durum literatiirde bulunan ender bazi ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

e Tim C. albicans izolatlarina bakildiginda (n=60) EFG-1 genine sahip olma
oranlar1 % 46,7 bulunmustur. EFG-1 geninin C. albicans tiirlerinde merkezi bir
transkripsiyonel diizenleyici olan efg-1 proteini sentezinde aktif rol aldig:
diisiiniiliince saptadigimiz bu oranin hi¢ de abartili olmadigi diistiniilmektedir.

e EFG-1 geni ile biyofilm olusumu arasindaki iligkiye bakacak olursak ¢alisamizda
saptadigimiz sonuglarin istatistiksel olarak aradaki bu iligkiyi agiklamadigi
goriilmektedir (p=1,00). Ancak literatiirdeki baz1 ¢aligmalara bakildiginda EFG-
I'den negatif bir diizenleyici olarak da bahsedilmektedir ¢iinkii son yapilan
caligmalara gore normoksi durumunda hifal morfogenez i¢in pozitif

fonksiyonunun yani sira; hipoksi durumunda negatif bir diizenleyici oldugu
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goriilmektedir. Sonuglarimizin EFG-1 ile biyofilm arasindaki iliskiyi géstermeme
sebeplerinden biri de yukarida agiklanan EFG-1 geninin negatif diizenleyici bir
roliiniin olmasiyla da agiklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda EFG-1 ile biyofilm tiretimi arasindaki iliskiyi degerlendirmis olduk.
Yontemin gelistirilerek ve daha farkli calismalar yapilarak C. albicans
enfeksiyonlarinin fizyopatogenezine hakim olunup farkli bolgelerin hedeflendigi

farkl1 antifungaller gelistirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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