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ONSOZ

Helicobacter pylori; midede gastrit, ilser ve intestinal metaplaziye,
duodenumda iilser gibi gastrointestinal patolojilerine sebep olabilen mide kanseri
acisindan prekanser6z oldugu bilinen bir bakteridir. Bu nedenle H. pylori’nin
eradikasyonu Onerilmekte ve mide kanser gelisiminin Onlenmesinde ©nem
kazanmaktadir. Ancak mevcut kosullarda uygulanan tedavi rejimleriyle, gerek
antibiotik direnci gerekse H. pylori’ye ait antijenik yapilar nedeniyle yeterli
eradikasyon oranlarina ulagmak mimkiin olamamustir. Tekrarlayan H. pylori
enfeksiyonlar1 hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemekte, mide iilseri,
bulbus iilseri, mide kanseri gibi sebep oldugu patolojiler nedeniyle morbidite ve
mortaliteye sebep olabilmektedir. Giincel bilgiler 1s18inda bakterilerin  maya
vakuollerini rezervuar gibi kullanarak ve maya hiicrelerinin i¢inde gizlenerek
endofungal birliktelikler kurarak antibiyotiklere ve stresli kosullara karsi direng
gosterip hayatta kalmay1 basarabildikleri gosterilmistir. Maya icerisinde yasayan
endofungal bakterilere dair siirl sayida galisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
hastalardan alman mide biyopsi Orneklerinden izole edilen Candida tiirleri
icerisinde H. pylori’nin varlig1 arastirilmistir. Boylece ¢alisma sayesinde maya
icerisindeki endofungal birlikteliklerle ilgili verilere katki saglanabilecek ve H.
pylori kaynakli hastaliklarin tekrarlamasint  Onlemek amaciyla bakteriyle
savagmanin yaninda igerisinde bakteri barindiran maya ile savasmanin dahastaligin
tekrarlamas1 agisindan onemli olduguna dikkat g¢ekilecektir. Bu konu ile ilgili
lilkemizde suana kadar yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin
oniimiizdeki siiregte bu alanda gergeklesecek olan calismalarin Oniinii agacagini
diisiinmekteyiz. Calisma Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (FDK-2021-23381).

[ZMIR, 2024 Derya BIROL






OZET

MIDEDE CANDIDA SPP. ICINDE HELICOBACTER PYLORI
VARLIGININ ARASTIRILMASI

BIROL, Derya
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR
2. Danisman: Dog. Dr. Nalan Giilsen UNAL
Agustos 2024 , 265 Sayfa

Son yillarda yapilan ¢aligmalar Helicobacter pylori’nin Candida mayasmin
vakuolii icinde gizlenerek kendini korudugunu gostermektedir. Bu stratejinin
bakterinin kendisini, ¢cevresel pH'daki degisikliklere kars1 veya onu yok etmek i¢in
kullanilan antibiyotik tedavilerine kars1 gelistirdigi “hayatta kalma stratejisi”
oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre i¢i endofungal bakteriler mayalarin vakuollerinin
icinde yasayarak hiicre yapilarim1 koruyup hayatta kalmaya devam ederek
kendilerini gelecek nesillere aktarabilmektedirler. Candida spp. stresli kosullara
son derece direngli olan ve igerisinde barindirdig1 bakterileri bu kosullara karsi

koruyacak alternatif bir konukgu olarak hizmet etmektedir.

Bu tez calismasinda, ¢esitli sikayetleri nedeniyle Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine basvuran ve takip eden hekimi tarafindan tibbi
acidan  dzofagogastroduodenoskopi (OGD-Ust GIS Endoskopisi) islem
endikasyonu konulan 233 hastanin mide biyopsi 6rnekleri kullanilmistir. Midenin
antrum ve korpus bolgelerinden alman biyopsi 6rneklerinden Candida tiirlerinin
izolasyonu gergeklestirilmistir. Candida tiirlerinin vakuolii i¢inde endofungal H.
pylori saptanmasi i¢in bakteriyel tiirlerin kiiltirden bagimsiz molekiiler
analizlerinde, en sik kullanilan yontemlerden biri olan Floresan in situ
hibridizasyonu yéntemi(FISH) kullanilmistir.  Igerisinde endofungal H. pylori
tespit edilen Candida tiirlerinin total DNA’s1 kullanilarak H. pylori 16S rDNA gen
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bolgesinin, H. pylori’nin virulans genleri olan ureAB, vacA geni s1/s2 alleli
ve vacA geni ml/m2 allelinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Icerisinde
endofungal H. pylori barindiran Candida tiirlerinin amfoterisin B ve flukonazole

karst in vitro antifungal duyarlilik testleri gerceklestirilmistir.

Calisma sonucunda analize alman 233 hastanin 94’iniin (%40,3) mide
biyopsi orneklerinden toplamda 159 adet Candida tiirii izole edilmistir. Midenin
antrum bolgesinden izole edilen Candida spp. izolat1 sayist 92 ve korpus
bolgesinden izole edilen Candida spp. izolat1 sayis1 67°dir. 159 Candida izolatmnmn
EUB338 prob ile gergeklestirilen FISH analizi sonucunda 99 tanesinde hiicre-igi
endofungal bakteri tespit edilmistir. H. pylori spesifik probe ile gerceklestirilen
FISH analizi sonucunda 48 Candida spp. izolatinda endofungal H. pylori tespit
edilmistir. Hiicre-ici endofungal bakteri tespit edilen 51 Candida izolatinda H.
pylori tespit edilmemistir. FISH analizi sonucunda igerisinde endofungal H. pylori
varlig1 tespit edilen 48 Candida spp. izolatmm hepsinde H. pylori’ye 6zgii 16S
rRNA geni tespit edilmistir. Icerisinde endofungal H. pylori barindiran 8 Candida
spp. izolatinda H.pylori’nin virulans genlerinden vacA geninin s1/s2 alleli tespit
edilmistir. Higbir izolatta vacA geninin m1/m2 alleli tespit edilmemistir. icerisinde
endofungal H. pylori tespit edilen 7 Candida spp. izolatinda H. pylori’nin virulans
genlerinden urcAB geni tespit edilmistir. Calismada igerisinde H. pylori varligi
tespit edilen 2A, 4K, 23A, 24K, 33A, 37A, 41A, 74K, 114K2, 115A, 116K, 126K,
127A, 136K, 165A, 199A, 204K, 239A, 250K, 257A, 263A, 368K2, 369A3,
370K2, 406K kodlu izolatlarm Candida albicans oldugu C. albicans species-
spesific PCR ile dogrulanmustir. Geri kalan izolatlarm sekans analizi sonucunda
calismada igerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida’lardan 2A, 4K, 23A,
24K, 33A, 34K, 37A, 38K, 41A, 74K, 114K1, 114K2, 115A, 116K, 126K, 127A,
129A, 136K, 165A, 166K, 199A, 204K, 214K, 239A, 246K, 250K, 257A, 263A,
305A, 368K2, 369A3, 370K2, 400K, 406K kodlu izolat Candida albicans; 119A
kodlu izolat Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata); 260K, 285A, 299A1,
299A2, 300K2, 323A, 332A2, 351A3, 361A, 365A, 369A1, 392K, 405A2 kodlu
izolat Candida tropicalis tiirleri olarak saptanmustir. Calismada 48 Candida spp.

izolatin amfoterisin B ve flukonazole karst antifungal duyarhilik testi
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gerceklestirilmistir. Amfoterisin B nin tiim izolatlar icin 24. Saatteki MiK 5o degeri
64 pg/ml olarak bulunmustur. Flukonazol’tin C. albicans izolatlar1 igin 24. Saatteki
MiKso degeri 24 pg/ml, C. tropicalis izolatlar1 icin 24. Saatteki MiKso degeri 16
ng/ml olarak bulunmustur. C. glabrata izolatinm amfoterisin B ve flukonazol MiK

degeri 64 pg/ml olarak bulunmustur.

Hastalarin mide biyopsi 6rneklerinden izole edilen Candida tiirleri igerisinde
H. pylori varligina dair veriler ile ayni hastalarin mide biyopsi orneklerinin H.
pylori varligi agisindan histopatolojik incelemesi sonucundaki veriler istatistiksel
olarak anlamh degildir (p>0.05). Bireylerin midelerinin antrum bolgesinden alinan
biyopsi 6rneklerinin H. pylori varligi agisindan histopatolojik incelemeleri sonucu
ve daha once H. pylori eradikasyon tedavisi alip almadigi durumu istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0.05). Bireylerin sigara kullanimi ve korpustan alman mide
biyopsi 6rneklerinin H. pylori varligi agisindan histopatolojik incelemesi sonucu

istatistiksel olarak anlamhdir. (p<0.05).

Yaptigmiz c¢alismanin  sonuglart  H. pylori  kaynakli hastaliklarin
tekrarlamasini 6nlemek amaciyla bakteriyle savasmanin yaninda icerisinde bakteri
barindiran maya ile savasmanin da hastaligin tekrarlamasi acgisindan Onemli
olduguna dikkat ¢ekmektedir. Bakterinin mide ortaminda bilinmeyen kosullar
altinda mayadan disariya salinmasi bireylerin tekrar H. pylori ile enfekte olmasma
neden olabilecegi g6z Oniinde bulundurulmahdir. Tekrarlayan H. pylori
enfeksiyonlar1 hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemekte, mide iilseri,
bulbus iilseri, mide kanseri gibi sebep oldugu patolojiler nedeniyle morbidite ve
mortaliteye sebep olabilmektedir. Tiim bu bilgiler 1518inda ¢alismamizin sonuglart
klinik acidan O6nem tasimaktadir. Ayrica ¢alismamiz maya igerisinde yasayan
endofungal bakterilerin ¢esitliligi hakkinda yapilacak olan ¢aligmalar konusunda
151k tutacagi kanisindayiz. H. pylori’nin maya hiicresi i¢ine girigsi ve ¢ikist
hakkindaki mekanizmalar hala netlige kavugmamistir ve bu konuda daha fazla
arastirma yapilmasmna ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamiz Tirkiye'de Candida

icerisinde endofungal H. pylori'nin varliginin arastirilmasina dair ilk ¢aligmadir.
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mide; Candida spp.; maya vakuolii; H. pylori



Xiiii

ABSTRACT

INVESTIGATION FOR THE PRESENCE OF HELICOBACTER
PYLORI WITHIN CANDIDA SPP. IN THE STOMACH

BiROL, Derya
PhD in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nalan Giilsen UNAL
Aug 2024, 265 pages

Studiesconducted in recent years show that Helicobacter pylori protects itself
by hiding in the vacuole of the Candida yeast. This strategy is thought to be a
“survival strategy” in which the bacterium develops itself against changes in
environmental pH or antibiotic treatments used to destroy it. Intracellular
endofungal bacteria live inside the vacuoles of yeasts, protect their cell structure,
continue to survive and transmit themselves to future generations. Candida spp.
serves as an alternative host that is extremely resistant to stressful conditions and

will protect the bacteria it contains against these conditions.

In this thesis study, stomach biopsy samples of 233 patients who applied to
the Gastroenterology clinic of Ege University Faculty of Medicine due to various
complaints and who were medically indicated for esophagogastroduodenoscopy
(EGD-Upper GIS Endoscopy) procedure were used. Candida species were isolated
from biopsy samples taken from the antrum and corpus regions of the stomach.
Fluorescence in situ hybridization method (FISH), one of the most commonly used
methods in culture-independent molecular analysis of bacterial species, was used
to detect endofungal H. pylori in the vacuole of Candida species. Using the total
DNA of Candida species in which endofungal H. pylori was detected, amplification
of the H. pylori 16S rDNA gene region and the virulence genes of H. pylori, namely

ureAB, vacA gene s1/s2 allele and vacA gene m1/m2 allele, was performed. Invitro
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antifungal susceptibility tests of Candida species harboring endofungal H. pylori

against amphotericin B and fluconazole were performed.

Asa result of the study, a total of 159 Candida species were isolated from the
stomach biopsy samples of 94 (40,3 %) of the 233 patients analyzed. The number
of Candida spp isolates isolated from the antrum region of the stomach is 92 and
the number of Candida spp isolates isolated from the corpus region is 67. As a result
of FISH analysis performed with the EUB338 probe of 159 Candida isolates,
intracellular endofungal bacteria were detected in 99 of them. As a result of FISH
analysis performed with an H. pylori specific probe, endofungal H. pylori was
detected in 48 Candida spp isolates. H. pylori was not detected in 51 Candida
isolates in which intracellular endofungal bacteria were detected. As a result of
FISH analysis, the 16S rDNA gene specific to H. pylori was detected in all 48
Candida spp. isolates in which the presence of endofungal H. pylori was detected.
The s1/s2 allele of the vacA gene, one of the virulence genes of H. pylori, was
detected in 8 Candida spp. isolates harboring endofungal H. pylori. The m1/m2
allele of the vacA gene was not detected in any isolate. The ureAB gene, one of the
virulence genes of H. pylori, was detected in 7 Candida spp isolates in which
endofungal H. pylori was detected. Inthe study, the isolates coded 2A, 4K, 23A,
24K, 33A, 37A,41A, 74K, 114K2, 115A, 116K, 126K, 127A, 136K, 165A, 199A,
204K, 239A, 250K, 257A, 263A, 368K2, 369A3, 370K2, 406K , in which the
presence of H. pylori was detected, were confirmed to be Candida albicans by C.
albicans species-specific PCR. As a result of the sequence analysis of the remaining
isolates, the isolate coded 2A, 2A, 4K, 23A, 24K, 33A, 34K, 37A, 38K, 41A, 74K,
114K1, 114K2, 115A, 116K, 126K, 127A, 129A, 136K, 165A, 166K, 199A, 204K,
214K, 239A, 246K, 250K, 257A, 263A, 305A, 368K 2, 369A3, 370K 2, 400K, 406K
among the Candida species containing endofungal H. pylori were detected as
Candida albicans species; isolate coded 119A was detected Nakaseomyces
glabratus (Candida glabrata); isolate coded 260K was detected as Candida
tropicalis species. In the study, antifungal susceptibility testing of 48 Candida spp.
isolates against amphotericin B and fluconazole was performed. The MICso value

of amphotericin B at 24 hours for all isolates was found to be 64 ug/ml. The MICso
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value of fluconazole at the 24th hour for C. albicans isolates was 24 pg/ml, and the
MICso value at the 24th hour for C. tropicalis isolates was 16 pg/ml. The
amphotericin B and fluconazole MIC values of the C. glabrata isolate were found
to be 64 pg/ml.

Data on the presence of H. pylori among Candida species isolated from
stomach biopsy samples of patients and the data on the histopathological
examination of stomach biopsy samples of the same patients for the presence of H.
pylori are not statistically significant (p>0.05). The results of histopathological
examination of biopsy samples taken from the antrum region of the stomach of
individuals for the presence of H. pylori and whether or not they had previously
received H. pylori eradication treatment are statistically significant (p<0.05). The
results of histopathological examination of the individuals' smoking habit and the
gastric biopsy samples taken from the corpus for the presence of H. pylori are

statistically significant (p<0.05).

The results of our study point out that in addition to fighting bacteria in order
to prevent the recurrence of H. pylori-related diseases, fighting the yeast that
contains bacteria is also important in terms of recurrence of the disease. It should
be taken into consideration that the release of the bacterium from the yeast under
unknown conditions in the stomach environment may cause individuals to become
re-infected with H. pylori. Recurrent H. pylori infections negatively affect the
patient's quality of life and may cause morbidity and mortality due to pathologies
such as stomach ulcer, bulbus ulcer, and stomach cancer. In light of all this
information, the results of our study are clinically important. We also believe that
our study will shed light on future studies on the diversity of endofungal bacteria
living in yeast. The mechanisms of H. pylori entry and exit into the yeast cell
are still unclear and further research is needed on this subject. Our study is the first

study to investigate the presence of endofungal H. pylori in Candida in Turkey.

Key words: Bacteria-yeast associations; endofungal association; stomach;

Candida spp.; yeast vacuole; H. pylori
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1.GIRIS

Helicobacter pylori (H. pylori) gram negatif, spiral, kamgili, mikroaerofilik bir
bakteridir. H. pylori insan midesini kolonize ederek gastrit, peptik ilser gibi
patolojilere ve gastrik adenokarsinom ve mide mukozasiyla iligkili lenfoid dokunun
B hiicre lenfomas: gibi malignitelere neden olan bir bakteridir (Abadi ve lerardi
2019; Sanchez-Alonso vd., 2021). Bu nedenle, H. pylori Diinya Saghk Orgiitii
tarafindan smif I kanserojen olarak smiflandirilan tek bakteridir IARC Working
Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans; International Agency
for Research on Cancer, 1994; Hooi vd., 2017).

H. pylori prevalansi son yirmi yilda diinyanm farkli bolgelerinde degisiklik
gostermekte olup, Afrika ve Asya'dadaha yiiksektir. Gliney Amerika'da enfeksiyon
prevalansma Sili (%74,6), Ekvador (%72,2) ve Brezilya (%71,2) Onciiliik
etmektedir (Fischbach ve Malfertheiner, 2018). H. pylori enfeksiyonu, diinya
capinda ozellikle gelismekte olan iilkelerde, en yaygm insan enfeksiyonlarindan
biri olmaya devam etmektedir. H. pylori'nin erken asamada, ozellikle atrofi
gelismeden once eradike edilmesi yaygin olarak tavsiye edilmektedir (Burucoa vd.,
2017; Calvet 2018; Fallone ve Moss, 2019). Bununla birlikte, son zamanlarda,
ardisik tedavi, eszamanh tedavi ve bismuth rejimler dahil olmak iizere ¢esitli tedavi
stratejileri  denendikten sonra bile, eradikasyonda istenilen basar1 elde
edilememistir (Goderska vd.,2018; Savoldivd., 2018; O’Connor vd.,2019; Huvd.,
2020).

H. pylori ile miicadelede eradikasyon basarisiziginin nedenlerini belirlemek
onemlidir. Daha Once basarisizlik nedenleri olarak antibiyotik direnci, yiiksek
bakteri ylikii, tedaviye diisiik uyum, yiiksek mide asiditesi ve sitokrom P450 2C19
polimorfizmi (CYP2C19) gibi bircok faktor onerilmistir. Ancak bazi basarisizlik
durumlart bu faktorlerle agiklanamamaktadir (IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans; International Agency for Research
on Cancer, 1994; Tacconelli vd., 2018; Parra-Sepulveda vd., 2019).



H.pylori ile enfekte olan bazi hastalar tedavi sirasinda iyi uyum gosterseler
bile diren¢ nedeniyle antibiyotik ile eradike edilemedikleri gozlemlenmistir ve
basarisizligl agiklamak i¢in daha farkli sebepler aranmaktadir. H. pylori'nin kanser
gelisimine sebep olabilme potansiyeli g6z Oniline alindiginda bakterinin
eradikasyonu konusunda yapilan ¢aligmalar 6nem tagimaktadir. Ayrica bu konuda
yapilan c¢alismalar H. pylori enfeksiyonunun bulagsma mekanizmalarini
aydmlatmak ve bu patojen tarafindan meydana gelen enfeksiyonun ortadan
kaldmlmasmi saglayacak antibiyotikler kullanarak gerceklestirilen tedavilerin
gelistirilmesi konusunda 6nem tasimaktadir (Abadi ve lerardi 2019; Sanchez-
Alonso vd., 2021; IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks
to Humans; International Agency for Research on Cancer, 1994; Saniee vd., 2013;
Reshetnyak vd., 2017; Matamala-Valdés vd., 2018; Kadkhodaei vd., 2019;
Krzyz" ek vd., 2020).

Son yirmi yilda, bu bakteriyi yok etmek i¢in dnerilen tedavi, klaritromisin
(CLT), amoksisilin (AMX) ve metronidazol (MTZ) ile iligkili bir proton pompasi
veya ranitidin-bismuth-sitrat inhibitorii de dahil olmak iizere standart tiglii tedavi
olmustur. Bununla birlikte, H. pylori'nin basta CLT olmak iizere kullanilan
antibiyotiklere karsi artan direnci bu tedavi semasmin basarisin1 azaltmistir. Bu
nedenle, sirali veya dortlii olanlar gibi ikinci basamak tedaviler kullanilmistir.
Ayrica ilk ikisi basarisiz oldugunda ligiincii veya dordiincii basamak tedaviler
kullanilmastir (Saniee vd., 2013; Siavoshi vd., 2013; Lai vd.,2006; Sanchez-Alonzo
vd., 2020). H. pylori tedavisindeki ana zorluk; CLT, MTZ ve levofloksasin gibi
antibiyotiklerin baz1 cografi bolgelerdeki bireyler tarafindan bilingsiz
kullanilmasma baglh olarak bakterinin antibiyotik tedavisine karsi direng
gelistirmesinden kaynaklanmaktadir (Moris vd., 2008 ; Angebault vd., 2013). Bu
nedenle, CLT'ye direngli H. pylori suslari, DSO tarafindan tedavilerine yardime1
olacak yeni ilaglar aramak ve gelistirmek icin yiliksek Oncelikli suslar olarak
tanimlanmistir (Baltrus vd., 2006). Tedaviler, esas olarak CLT'ye direngli suslarm
ortaya ¢cikmasi nedeniyle etkinliklerini kaybetmis olsa da, basarisizliklarina katkida
bulunan bagka faktorler de vardir. Bu baglamda, bu bakteriyi yok etmek i¢in
kullanilan AMX, CLT veya MTZ gibi baz1 ilaglarm, bakterinin kokoid morfolojisi



gibi morfolojik ve fizyolojik adaptasyonlarini tetikleyerek H. pylori igin stres
faktorleri olarak hareket edebilecegi gosterilmistir (Bury-Moné vd., 2006; Parreira
vd., 2011). Bakterideki morfolojik degisikligin (kokoid morfoloji) direng,
enfeksiyonun yayilmasi ve antibiyotik tedavisinden sonra enfeksiyonun

tekrarlamasi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Estibariz vd., 2019).

Tedavinin verimsizliginin nedenlerinden birinin H. pylori'nin hiicre igi
fakiiltatif dogas1 oldugu diistiniilmektedir. Bu arastirmalar, 1984 yilinda, gastrit ve
tilserli hastalarda “Campylobacter tipi organizmalarin” hiicreler arasi bosluklari
istila ettigi rapor edildiginde baslamistir (Campos vd., 2018). Son yillarda yapilan
bazi in vivo ve in vitro c¢alismalarda, H. pylori'nin gastrik epitel hiicreleri,
makrofajlar ve dentrik hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinde, amipler ve Candida
mayalan gibi gesitli 6karyotik hiicrelerde barinabilecegi gosterilmistir (Siavoshi
vd., 2003; Salmanian vd.,2007; Saniee vd., 2013a; Saniee vd.,2013b; Siavoshi vd.,
2013; Matamala-Valdés vd., 2018; Sanchez-Alonzo vd., 2020).

H. pylori internalizasyonu , bakterilerin hiicreleri istila ettigi bir aktivitedir.
Bu aktivite nedeniyle, bakteri viicutta yok edilmekten kacabilir ve hayatta kalip
cogalabilmektedir. Bunedenle konukgu, bakteriyi icerisinde barindirarak uzun siire
tagtyabilmektedir (Maidan vd., 2008; Thewes vd., 2008). Bu bulgular;
internalizasyonun bakterinin kendisini, ¢evresel pH'daki degisikliklere karsi veya
onu yok etmek i¢in kullanilan antibiyotik tedavilerine kars1 gelistirdigi “hayatta
kalma stratejisi” oldugunu diisiindiirmektedir (Momynaliev vd., 2013; Donofrio
vd., 2015; Weerasekera vd., 2016).

Funguslar ve bakteriler, tarnm ve insan sagligi acismdan onemli olan
karmasik  topluluklar  olusturarak bir arada yasayabilmektedirler. Bu
birlikteliklerden birisi olan endofungal yasam son zamanlarda ilgi ¢ekmektedir.
Funguslarin igerisinde yasayan bakteriler, bakteri ve funguslar arasindaki en
karmagik iligkilerin kurulmasina neden olan endofungal veya endohifal bakteriler
(EFB'ler veya EHB'ler) olarak adlandirilmaktadir (Deveau vd., 2018; Pawlowska
vd., 2018). Endofungal bakterilerin varligi ilk olarak Mosse (1970) tarafindan



Endogone sporlarinin sitoplazmasinda elektron mikroskobu araciligiyla gozlenmis
ve rapor edilmistir. Sonraki yillarda arastirmacilar, arbuskiiler mikorizal
funguslarin  (AMF) c¢esitli tiirlerinde endofungal bakterileri kesfetmislerdir
(MacDonald ve Chandler, 1981; Sward, 1981; Scannerini ve Bonfante-Fasolo,
1991; SchiiBler vd., 1994). Bu alanda elektron mikroskobu ile yapilan
arastirmalarda arbuskiiler mikorizal funguslarmn sitoplazmalarinda "bakteri benzeri
cisimcikler (BLO)" saptanmustir. Saptanan bakteri benzeri cisimcikler
kiiltiirlenemedigi i¢in, kimlikleri belirsiz kalmistir. Kiiltiirden bagimsiz molekiiler
tekniklerin (6., FISH) ortaya c¢ikmasiyla,"kiiltiire edilemeyen" endofungal
bakterileri tespit etmek ve karakterize etmek miimkiin hale gelmistir. Endofungal
bakteriler fungus miselyumu igerisinde yasamaktadir (Partida-Martinez vd., 2005;
Partida-Martinez vd., 2007;Partida-Martinez vd., 2008; Lackner vd., 2009; Lackner
vd.,2011; Birol ve Glinyar, 2021; Giinyar vd., 2022). Endofungal bakteriler daha
sonra bakteriye o0zgli boyalar, bakteriye 0zgii problarla floresan in situ
hibridizasyon (FISH) ve pirosekanslama kullanilarak tanimlanmistir (Sun vd.,
2019). Fungus hiicrelerinin iginde endofungal olarak yasayan bakteriler uzun
siiredir bilinmektedir ve o6zellikle cevresel Orneklerden izole edilen funguslar
icerisinde yasayan endofungal bakterilerin ¢esitliligine ve endofungal bakterilerin
iirettigi sekonder metabolitler lizerine yapilmis ¢ok sayida ¢alisma vardir (Partida-
Martinez vd., 2005; Partida-Martinez vd., 2007;Partida-Martinez vd., 2008;
Lackner vd., 2009; Lackner vd., 2011; Birol ve Giinyar, 2021; Giinyar vd., 2022;
Liu vd., 2024). Ancak klinik 6rneklerden izole edilen funguslar ve barindirdiklar
endofungal bakteriler ile ilgili ¢ok smirh sayida calisma mevcuttur. Bu tarz
birliktelikleri  olusturan mikroorganizmalarin ~ belirlenmesi, Ulusal Saghk
Enstitiileri tarafindan baslatilan Insan Mikrobiyom Projesi gibi ¢ok sayida
calismanin odak noktasi olmustur (Bianciotto vd., 1996; Partida-Martinez vd.,
2005; Turnbaugh vd., 2007; Estrada-de Los Santos vd., 2018; Steffanvd., 2020;
Birol ve Gunyar, 2021; Gunyar vd., 2022; Siavoshi vd., 2003; Partida-Martinez vd.,
2005; Partida-Martinez vd., 2007, Salmanian vd., 2008; Partida-Martinez vd.,
2008; Lackner vd., 2009; Lackner vd., 2011; Saniee vd., 2013a; Saniee vd., 2013b;
Siavoshi vd., 2013; Matamala-Valdés vd., 2018; Siavoshi vd., 2019; Sanchez-
Alonzo vd., 2020; Heydari vd., 2020).



Mayalar, antimikrobiyaller, konukg¢u bagisiklik sistemi dahil gevresel streslere karst
iyi adapte olabilme kabiliyetine sahip oldukca sofistike mikroorganizmalardir.
Candida tiirleri, insanlarin normal mikrobiyotasi olarak deri, agiz, vajina ve
gastrointestinal sistemde bulunurlar ve firsat¢1 organizmalar olarak kabul edilirler.
Candida albicans, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda kandidiyazise neden
olabilen bir insan kommensalidir. En yaygin morfolojileri maya ve hif olan
pleomorfik bir fungustur. Bakteriyel-fungal etkilesimler genellikle Candida spp. ve
cesitli bakteri tiirleri arasmda olusmaktadir. Staphylococcus, Streptococcus ve
Pseudomonas, maya hiicresine degil; tercihen hiflere yapisan, C. albicans ile iliskili
li¢ cinstir. Bakterinin hiflere yapigmasi, fungal ve bakteriyel ylizey molekiillerine
ve salgilanan faktorlere baghdir (Silverman vd., 2010; Ovchinnikova vd., 2012;

Ovchinnikova vd., 2013; Beaussart vd., 2013).

1978 yilinda yapilan bir ¢alismada mide iilseri olan hastalarin midesinde
Candida varlig1 bildirilmistir. Daha sonra mide kanseri, peptik iilser, kronik gastrit
ve mide patolojisi olmayan kisilerde de wvarhg bildirilmisti.  Maya
kolonizasyonunun mide hastaliklarmin gelisimindeki etkisi heniliz netlik
kazanmamustir, ancak Candida'nin varligi, mide tlserinin kalicihginda aktif bir rol
ile iligkilendirilmistir. Candida mayalari normal iyilesme siirecini engellemektedir

ve hastalarda kalic1 klinik semptomlar olusturmaktadir (Duan vd., 2022).

Candida spp. c¢ogunlukla bireylerin gastrointestinal sistemi (GIS),
genitoiiriner sistemi ve cildin mukozal ylizeylerinde gelismektedir. H. pylori
bakterisi de gastrointestinal sisteminde bulunmaktadir. Bu durum her iki
organizmanin da bu bolgeye iyi adapteolabildigini gostermektedir. Karczewsca ve
arkadaslariin yaptigi calismada, iilser olmayan dispepsi, mide iilseri ve duodenum
tilseri gibi list gastrointestinal sistem hastaliklarin1 analiz ederek Candida ve H.
pylori varhigi ile mide {lseri gelisimi arasinda bir iliski kurarak, hastaligin

patogenezinde bu mikroorganizmalar arasinda sinerjik iliskiye dikkat ¢ekmistir
(Karczewska vd., 2009; Massarrat vd., 2016).



Bakteriler ve mayalar milyarlarca yildir birlikte yasamis olsa da, mikrobiyal
etkilesimin  biyolojik ©6nemi biiyiilk Ol¢iide Dbilinmemektedir. Mikrobiyal
etkilesimlerin ~ detaylarina 151k tutmak, bulasici hastaliklarin, 6zellikle
antimikrobiyal tedaviye direng gosteren tiirlerin kontroliinde 6nem tasimaktadir.
Hiicre ici bakteriler (endofungal bakteriler), okaryotik hiicreler olan mayalarin
membrana bagl vakuollerinin i¢inde yasayarak hiicre yapilarimi1 koruyup hayatta
kalmaya devam ederler ve bu sekilde kendilerini gelecek nesillere
aktarabilmektedirler. Bakteriler kendilerini maya hiicrelerinin ic¢inde gizleyerek
stresli kosullara karsi direng gosterip hayattakalmaktadirlar. Ornegin; Candida spp.
stresli kosullara son derece direngli oldugundan, H. pylori’yi bu kosullara karsi
koruyacak alternatif bir konukcu olarak hizmet edebilir, bakterinin ¢ogalmasi igin
besin saglayabilir ve bakterilerin ¢evreye ve insandan insana yayimasi i¢in araci
olabilmektedir. (Siavoshi vd., 2003; Salmanian vd.,2007; Saniee vd., 2013a; Saniee
vd., 2013b; Siavoshi vd., 2013; Matamala-Valdés vd., 2018; Sanchez-Alonzo vd.,
2020). H. pylori enfeksiyonu mide hastaliklarnda maya ile pozitif korelasyon
gostermektedir (Karczewska vd., 2009). H. pylori agisindan pozitif olan mide
iilserli hastalarm %36'sinda, iilseratif olmayan dispepsi hastalarmin %?2'sinde ve
biliylik 0lgekli mide {lseri (2 cm'den biiylik) hastalarmin  %56'smin st
gastrointestinal sisteminde, iilseratif lezyonlarda H. pylori’nin C. albicans ve
Candida krusei gibi mayalarla birlikte kolonize olmasi, bu organizmalar arasindaki
giiclii bir iliskinin oldugunu goéstermektedir (Ramaswamy vd.,2007). Mide kanseri,
peptik tilser ve kronik gastrit hastalarimda C. albicans’in H. pylori ile birlikte
bulundugu tespit edilmistir. Midesinde C. albicans ve H. pylori bulunan mide
tilserli hastalarin ilserlerinin daha biiyikk oldugu goézlenmistir. C. albicans'in
varhgi, iyilesme siliresinin uzamasi ve klinik semptomlarin devam etmesine yol
acmast nedeniyle mide hastaliklarinin iyilesme siiresinin uzamasma neden
Olmaktadir (Ince vd., 2014; Khetsuriani vd., 2012). Mide hastaliklarinin
gelisiminde C. albicans ve H. pylori arasindaki gii¢lii pozitif korelasyon, her iki
organizmanin  sinerjistik  iliskisi sonucunda meydana gelen patogenezi
gostermektedir (Karczewska vd., 2009; Chen vd., 2021). C. albicans, adhezyon

gibi yetenekleri sayesinde -tipki diger bakterilerin patojenitesini arttirdig1 gibi- H.



pylori'min de kolonizasyonunu, toksisitesini ve patojenitesini, Ozellikle

gastrointestinal hastaliklarda arttirabilmektedir (Abrantes ve Africa, 2019).

H. pylori istilac1 bir hiicre i¢i patojendir ve mide epitel hiicreleri, dendritik
hiicreler ve makrofajlar gibi hiicrelere girisi, antibiyotik tedavisinin basarisizliginin
nedenlerinden biridir (Wang vd., 2017). C. albicans klinik izolatlarinda, Candida
hiicrelerinin vakuollerinde hareket eden “bakteri benzeri cisimcikler” gdzlenmistir
ve bunlar PCR ve immiinfloresan yontemler ile H. pylori olarak tanimlanmustir
(Saniee vd., 2013a; Saniee vd., 2013b; Siavosh vd., 2019). Bu "istila edilmis" C.
albicans hiicreleri, yiiksek sicakliga, kuruluga ve antibiyotiklere direng gostererek
hayatta kalmay1 basarmigtir. Maya vakuollerinin bu olumsuz kosullara karsi H.
pylori’yi koruyabildigi goriilmiistiir (Saniee vd., 2013a) Istilact H. pylori'nin C.
albicans'm yavru hiicrelerine vertikal transmisyonu ve maya hiicreleri iginde
cogalarak kendi proteinlerini ifade etmeye devam ettigi goriilmektedir (Siavoshi
vd., 2014). Bu birlikteliklerle ilgili calismalarn ¢ogu agiz boslugu ve vajina gibi
viicudun bazi bolgelerinden izole edilen Candida tiirlerinde tespit edilmistir
(Siavoshi vd., 2013). Normal dogum le diinyaya gelen bebeklerin agiz boslugunda
H. pylori barindan C. albicans'in sikhigi, sezeryan dogum ile diinyaya gelen
bebeklere gore daha yiiksektir; bu durum, vajinadaki C. albicans'm H. pylori'nin
yeni doganlarn agiz bosluguna transmisyonunda ana rezervuar olabilecegini
gostermektedir (Siavoshi vd., 2005; Salmanian vd., 2008; Siavoshi vd., 2013;
Sa’nchez-Alonzo vd., 2020). C. albicans'm yani sira Candida dubliniensis,
Candida krusei ve Candida tropicalis klinik izolatlarinin total DNA’s1 H. pylori'ye
0zgli 16S rDNA primerleri ile amplifiye edilmistir. Bu durum H. pylori ile maya
arasmdaki bu tiir etkilesimin farkh tiirlerde meydana gelebilecegini gostermektedir
(Huong vd.,2013; Sa'nchez-Alonzo vd., 2020). H. pylori'nin istila ettigi C. albicans
yalnizca insan viicudunda yaygin olarak dagilmakla kalmaz, ayn1 zamanda yogurt,
liziim suyu, ekmek, regeller, meyveler ve bal gibi yiyeceklerde de bol miktarda
bulunmaktadir (Siavosh vd., 2018). C. albicans, H. pylori'yi bu habitatlardaki
cevresel streslere karsi koruyabilmektedir. C. albicans hiicrelerinin vakuollerinde;
biliyiime asamasina, metabolik seviyeye ve stres tepkilerine bagh olan, “dans eden

cisimler” olarak bilinen bazi hareketli volutin (polifosfat) graniilleri bulunmaktadir



(Puchkov, 2010; Kharchuk vd., 2019). H. pylori'nin varhgi, C. albicans'n
vakuollerinde volutin graniillerinin olusumunu aktive eden bir stres tepkisine neden
olabilmektedir. Bu nedenle, vakuoldeki "dans eden cisimleri" ayurt etmek ve C.
albicans ile H. pylori arasindaki etkilesim mekanizmalarini degerlendirmek i¢in
daha fazla kanita ihtiya¢ vardir. C. albicans hiicre duvarmm gozenekleri, H.
pylori'nin gecebilecegi kanal gorevi gorebilmektedir. Yapilan bir ¢alisgmada FITC-
IgY-isaretli H. pylori’nin, hiicre duvar gozenekleri araciigiyla C. albicans
hiicrelerine girdigi ve sonunda vakuollerde biriktigi godzlenmistir (Saniee vd.,
2015). H. pylori ve C. albicans birlikte kiiltiirlendiginde, maya hiicre duvari/zarinin
yeniden sekillenmesi gibi spesifik mekanizmalarin nasil gergeklestigi konusunda

daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Chen vd., 2021).

Iki mikroorganizma arasindaki etkilesimin ne zamandan beri var oldugu
heniiz bilinmemektedir ve bu etkilesim bireylerin epitel hiicreleri ve bagisiklik
hiicrelerinin isgali i¢in bir 6n adaptasyon sekli olarak maya vakuolii i¢inde hiicre
i¢i H. pylori bulunusuna yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu etkilesim tipk1
Truva at1 gibi davranarak bakteriyi stres kosullarindan koruyarak hayatta kalmasini1
saglamaktadir. H.pylori'deki ergosterol bagimliligi, maya vakuolii igindeki hayata
adaptasyonun sonucu olarak gelismistir ve vakuol H. pylori'nin evrimi ve
kalicihiginda 6nemli rol oynamaktadir (Siavoshi vd., 2005; Salmanian vd., 2008;
Siavoshi vd., 2013; Sa’'nchez-Alonzo vd., 2020).

Mayalarm igerisinde yasayan endofungal bakterilere dair yaptigimz literatiir
calismalart sonucunda bu konuda cok fazla ¢alisma yapilmadigi ve yapilan
calismalarmn ¢ogunun oral bosluktan izole edilen Candida spp. ve H.pylori
arasindaki iligki lizerine yogunlastigini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda ilk
olarak mide biyopsi Orneklerinden Candida spp izolasyonu gergeklestirilmistir.
Candida spp. vakuolii i¢inde hiicre i¢i H. pylori’lerin saptanmasinda, bakteriyel
tiirlerin kiiltiirden bagimsiz molekiiler analizlerinde, en sik kullanilan yontemlerden
biri olan Floresan in situ hibridizasyonu yontemi(FISH) kullanilmistir. Ayrica
icerisinde H. pylori tespit edilen Candida spp.’lerin total DNA’s1 kullanilarak H.
pylori 16S rDNA gen bolgesinin, H. pylori’ye 6zgili virulans genleri olan ureAB,



vacA geni sl/s2 alleli ve vacA geni ml/m2 allelinin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Icerisinde H. pylori barindiran Candida suslarmin amfoterisin
B ve flukonazole karsi in vitro duyarlilik testleri gerceklestirilmistir. Yaptigimiz
calismanin sonuglart H. pylori kaynakl hastaliklarin tekrarlamasini 6nlemek
amactyla bakteriyle savasmanin yaninda igerisinde bakteri barindiran maya ile
savagmanin da hastaligin tekrarlamasi agismmdan Onemli olduguna dikkat

¢ekmektedir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1. Insan Mikrobiyotasina Giris

Funguslar ve bakteriler insan viicudunun tiim mukozal epitel yiizeylerinde
bulunmaktadir. 19. yiizyildaki kesiflerden sonra, uzun siire mikroorganizma
varhgmin ¢ogunlukla hastaliklarla iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak 20.
ylizyilin ikinci yarisinda mikrobiyal diinya hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi ve
antibakteriyel ve antifungal ilaglarin  kullanimmm  artmasiyla  insanlar
mikroorganizmalarin yararl roliinii anlamaya baslamislardir. Bu alanda yapilan ilk
kesifler arasinda bagirsak bakterileri tarafindan B12 vitamini {iretimi veya vajinal

laktobasillerin tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarina koruyucu etki gostermesi yer
almaktadir (Albert vd., 1980; Bruce, 1973).

Insan viicudunun farkli nislerinde yasayan bakteri topluluklarmin sistematik
analizi, dizileme tekniklerindeki gelismelere baglh olarak hizlanmgtir.
Biyoinformatik, yeni nesil dizileme, daha 6nce laboratuvarda kiiltiire edilemeyen
mikroorganizmalarm tanimlanmasina olanak saglamistir. Bu gelismeler "insan
mikrobiyomu projesine” yol agmistir. Daha sonra karmasik fungus topluluklarini
("mikobiyom" olarak adlandirilir) analiz eden ilk c¢alismalar yaymlanmistir
(Turnbaug vd., 2007; Ghannoum vd., 2010; Enaud vd.,2018). Giiniimiizde, insan
viicudunun, kendisini olusturan hiicreler kadar mikroorganizma igerdigi ve
mikrobiyal topluluklarin, konuk¢u faktorlerinden etkilendigi yaygmn olarak
bilinmektedir. Mikrobiyotanin bakteriyel ve fungal iiyeleri arasindaki etkilesimler

siklikla rapor edilmektedir (Sender vd., 2016).

“Mikrobiyota”nin kdkeni 1900°Li yillarin baslarma kadar uzanabilmektedir.
Bakteriler, mayalar ve viriisler de dahil olmak iizere ¢ok sayida mikroorganizmanin
insan viicudunun ¢esitli bolgelerinde (bagirsak, deri, akciger, agiz boslugu) bir
arada bulundugu bulunmustur. Ayrica “gizli organ” olarak da bilinen insan
mikrobiyotasi, tiim insan genomundan 150 kat daha fazla genetik bilgiye katkida

bulunmaktadir. Her ne kadar "mikrobiyota" ve "mikrobiyom" siklikla birbirinin
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yerine kullanilsa da, iki terim arasinda bazi farkliliklar vardir. Mikrobiyota, agiz ve
bagirsak  mikrobiyotast gibi tanimlanmig bir ortamda bulunan canl
mikroorganizmalar1 tanimlar. Mikrobiyom, yalnizca mikroorganizma toplulugunu
degil aym1 zamanda mikrobiyal yapisal elemanlari, metabolitleri ve c¢evre
kosullarin1 da igeren, ortamdaki tiim mikroorganizmalarin total genomunu ifade
eder. Bu bakimdan mikrobiyom, mikrobiyotadan daha genis bir spektrumu
kapsamaktadir (Hou vd., 2022).

Insan viicudundaki funguslar uzun siire boyunca teshis edilemedigi icin
onemsenmemistir.  Ozellikle bakterilerle birlikte izole edilen funguslar,
enfeksiyonun sonucunu degistirmedikleri veya c¢evresel kontaminasyondan
kaynaklandiklart  diisiiniildiigli icin  genellikle  Onemsenmemistir.  Hasta
materyalinden fungus ve bakterilerin birlikte izole edildigini bildiren ¢aligmalarin
artmasi bu alana ilgiyi arttirmustir. Cahsma bulgular, bakteri-fungus

etkilesimlerinin enfeksiyonlar sirasmda da meydana geldigini gostermektedir
(Kriiger vd., 2019).

Insanlarda bakteri-fungus etkilesimlerini ve bunlarm insan konukgusu
tizerindeki etkilerini anlamak i¢in kullanilan iki 6nemli deneysel strateji vardir.
Birincisi, tiim mikrobiyal topluluklar saghk ve hastalik baglaminda belirli tiirlerin
varhgr ve goreceli bollugu acisindan analiz edilebilmektedir. Insanlardaki
calismalar ¢ogunlukla korelatif olsa da, hayvan modelleri mikrobiyal topluluklarin
daha spesifik bir sekilde manipiile edilmesine olanak tanimaktadir. Ikinci stratejide,
bakteri-fungus etkilesimlerine insan konukgusu dahil edilerek veya dahil edilmeden
birebir incelenebilmektedir. Simdiye kadar hem insanlar hem de hayvanlar i¢in
yaymlanan ¢ahismalarn ¢ogunlugunda mikrobiyom veya mikobiyom analiz
edilmistir. Ayn1 6rnekten veya hastadan hem bakteri hem de funguslar analiz eden
arastirmalarin  sayist nispeten sinirhdir.  Gergeklestirilen c¢aligmalar  kanser,
otoimmiin hastaliklar, kistik fibroz (KF) veya organ nakilleri gibi ¢ok ¢esitli
hastaliklar1 veya tedavi rejimlerini kapsamaktadir. Bu temel durumlar ayni
zamanda fungal ve diger firsat¢1 enfeksiyonlar icin risk faktorlerini temsil

etmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1 bu hastalardaki mikrobiyom ve mikobiyom
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analizleri, bakteriyel-fungal etkilesimlerin enfeksiyonlarin gelisimini etkileyip

etkilemedigini ve/veya nasil etkiledigini daha iyi anlamak i¢in 6nemlidir (Drell vd.,

2013; Botterel vd., 2018; Kriiger vd., 2019).

Bir 6rnekten bakteri ve fungus topluluklarinin es zamanlh analizi zor olabilir
clinkii analiz i¢cin daha fazla niikleik asit elde etmeye ihtiya¢ vardir ve bdylece
hiicrelerin tam anlamiyla parcalanmasi gerekmektedir. Funguslarm ve bazi
bakterilerin sert hiicre duvarlart nedeniyle, niikleik asitleri izole etmek icin
mekanik, kimyasal veya enzimatik lizis adimlarmin dahil edilmesi gerekmektedir
(Vesty vd., 2017). DNA izolasyon stratejisine ek olarak, amplifikasyon igin primer
secimi, dizileme yaklasimi ve ardindan kullanilan taksonomik tanimlama ve veri
tabanlar1 analiz i¢in 6nemlidir (Underhill ve Iliev, 2014). Bugiine kadar farkl
caligmalarda farkli yaklagimlar kullanilmis ve ne bakteriler i¢in ne de funguslar igin
ve bunlarin birlikteligi i¢in  belirlenmis bir standart analiz protokolii
bulunmamaktadir. Karmagik mikrobiyal topluluklarin analizinde teknik zorluklar
olsa da mikrobiyotanin farkli {iyeleri arasindaki etkilesimlerin konukgularin
saghgmi ve hastaliklarin1 etkiledigi bilinmektedir (Leclair ve Hogan, 2010; Peleg
vd., 2010; Allison vd., 2016; Forster vd., 2016).

2.2. Insan Mikrobiyota Uyeleri

Ag1z boslugu dis diinyayr sindirim sistemiyle birlestirmektedir ve insan
viicudundaki en ¢esitli mikrobiyal topluluklara ev sahipligi yapmaktadir. Agiz
boslugu, anatomisi dolayistyla ¢esitli mikroorganizmalar i¢in uygun nigler
saglamaktadir. Tikiirik, agizda kalmayan ancak mideye daha fazla tagman
mikroorganizmalarm biiylimesini kolaylastirmaktadir. Dil, agiz boslugundaki
fungus biyokiitlesinin bulundugu mukozal bir ylizeydir. Digler, protezler ve oral
implantlar, mikroorganizmalarin dental plak ad1 verilen biyofilmler olusturmasi
icin kararli yiizeyler saglamaktadir. Bu plaklar, dis eti ¢izgisinin iizerinde bulunan
supragingival plak ve dis eti ¢izgisinin altinda bulunan subgingival plak olarak
ayrilabilmektedir. Supragingival ve subgingival dis yiizeyleri mikroorganizmalarin
yerlesebilmesi icin agiz boslugundaki en uygun ortamlardir (Kriiger vd., 2019).

Ag1z boslugu; mikrobiyal gelisim i¢in 6nemli olan nisasta ve lipitleri metabolize
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edebilen ilk sindirim organidir. Oral mikrobiyota, insan mikrobiyotasmin benzersiz
ve Oonemli bir parcasidir ve insan agiz boslugunda bulunan mikroorganizmalari
icermektedir. Agiz boslugunun insan viicudundaki ikinci en karmagik
mikrobiyotaya sahip oldugu ve cesitli organizmalart icerdigi bilinmektedir. Agiz
mikrobiyotasi; agiz homeostazinin korunmasmda onemli bir rol oynamaktadir.
Agiz boslugundaki mikrobiyal biiylime, kisisel hijyen, beslenme ve bazi
durumlarda sigara igmenin yani sira, agiz mikroorganizmalar1 iizerinde ek etkilere
sahip olabilecek konukc¢u tarafindan yonlendirilen genetik faktorler de dahil olmak
iizere cesitl degiskenlerden etkilenmektedir. Agiz boslugunun nemli cevresi
nispeten tutarh bir sicaklikta (34-36° C), dalgalanan pH seviyelerindedir ve bircok
faktor mikrobiyom degiskenligini etkilemektedir (Zaura vd., 2015; Deo ve
Deshmukh, 2019).

Oral mikrobiyotada; bakteriler ana oral mikroorganizmalardir. Oral bakteri
toplulugu temel olarak Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Spirochaetes ve Fusobacteria olmak iizere alt1 ana filumdan olusur ve taksonlarin
yaklagik %941 tanimlanabilmistir. Diger filumlar ise Saccharibacteria,
Synergistetes, Gracilibacteria, Chlamydia, Chloroflexi, Tenericutes ve Chlorobi
%6'sm1  olusturmaktadir (Falsetta vd., 2014; Klimesova vd., 2018). Insan
mikrobiyota ¢esitliligi sadece bakterilerle sinirhh  olmayip funguslart da
kapsamaktadir. Funguslar oral mikrobiyotada hem firsat¢r patojenler hem de
saglikli oral mikrobiyotanin {iiyeleri olarak bulunmaktadir. Saghkli insanlarda
birgok fungus tiirliniin bulundugu bildirilmis olup, en sik Candida tiirleri
goriiliirken bunu Cladosporium, Aureobasidium, Saccharomyces, Aspergillus,
Fusarium ve Cryptococcus takip etmektedir. En sik goriilen Candida tiirii C.
albicans olup, bunu Candida parapsilosis, Candida tropicalis ve Candida
metapsilosis takip etmektedir. Agiz mikrobiyotasinin kiigiik bir kismin1 Archaea
olusturmaktadir ve ag1z mikrobiyotasinda Thermoplasmatales,
Methanobrevibacter, Methanobacterium, Methanosarcina ve Methanosphaera gibi
yalnizca birkag¢ tiir bulunmaktadir. Herpes virlisii gibi agizda bulunan bazi
viriislerin agizda ve mukokutanoz ylizeylerde 6nemli hastaliklara neden oldugu ve

yiiz ve dudaklarda tekrarlayan, kronik lezyonlara neden olabilecegi dikkate
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alinmalhidir (Ghannoum vd., 2010; Dridi bd.,2011; Dupuy vd., 2014; Falsetta vd.,
2014; Klimesova vd., 2018; Moissl-Eichinger vd., 2018).

Vajina mikroorganizma g¢esitliligi bakimmdan oldukca zengin bir bdlgedir.
Saglikli kadimnlarin vajinal mikro ve mikobiyotasmm bilesimi zamansal olarak
degismektedir. Adet, gebelik ve saghk durumuyla iliskili olarak degiskenlik
gostermektedir. Vajina {lireme donemlerindeki, yliksek glikojen ve besin
seviyeleriyle, diisik pH’s1t ile (<4,5) laktik asit {reten laktobasillerin
kolonizasyonuna ve baskinligina izin vermektedir. Dogurganlik ¢agmdaki saghkli
kadmlarm vajinal yolu esas olarak patojenlere karst ilk savunma hatti1 olan
Lactobacillus'tan olugmaktadir. Ek olarak, disi iireme sisteminin i¢ kisminda fungal
topluluklar da bulunmaktadir. Vajinal kesitlerde belirlenen ii¢ fungus filumu
Ascomycota (burada Candida ana cinstir), Basidiomycota ve Oomycota'dir. Birgok
calisma, vajinadaki fungus mikobiyotasmin bilesiminin biiyiikk 6nem tasidigmni,
¢linkii bu mikobiyotanin bozulmasinin bir¢ok vajinal enfeksiyonun ana nedeni
oldugunu rapor etmistir. Bu enfeksiyonlar bakteriyel vajinoz, vulvovajinal
kandidiyazis, aerobik vajinit, klamidya enfeksiyonu, bel soguklugu ve insan
bagisiklik yetersizligi virlisii (HIV) dahil cinsel yolla bulasan diger hastaliklar1
icermektedir. Bakteriyel vajinoz ve vulvovajinal kandidiyazis, kadm iireme
sistemini etkileyen en belirgin enfeksiyonlardir (Anderson, 2004; Marrazzo vd.,
2011; Guo vd.,2012). Dogal vajinal mikrobiyota esas olarak Lactobacillus,
Gardnerella, Atopobium, Prevotella, Streptococcus, Ureaplasma, Escherichia,
Mycoplasma, Staphylococcus, Candida, Megasphaera ve diger bir¢ok cinsten
olugmaktadir. Bunlar arasinda Lactobacillus spp, vajinal mikrobiyotanin saglikli bir
ortam saglayan hayati bir iiyesidir. Candida tiirleri vajinal mikrobiyotalarinin

normal iiyeleridir (Fuochi vd., 2017; Hameed vd., 2021).

Bagirsak ve gastrointestinal sisteminde bagirsak liimeninde yiiksek
yogunlukta mikroorganizma bulunmaktadir. Bagirsak, besin ve suyun emilimini
kolaylastiran organdir. Bagirsaktaki yar1 gecirgen bariyer, esas olarak mukus iireten
goblet hiicreleri, paneth hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri ile tamamlanan bagirsak

epitel hiicreleri (enterositler) tarafindan olusturulmaktadir. Enterositler ve paneth
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hiicreleri, bagirsak limenine siirekli olarak salgilanan antimikrobiyal peptitler
iiretmektedir. Ilging bir sekilde, mikroorganizmalarin ¢ogu enterositlerin
tizerindeki mukus tabakasinda bulunmaktadir ve konukg¢u ile dogrudan temast
yoktur. Makrofajlar, plazma hiicreleri ve lenfositler de dahil olmak {izere ¢ogu
bagisiklik hiicresi enterositlerin altindaki lamina propriada yer alirken, dendritik
hiicreler bagirsak liimeni ile lamina propria arasindaki boslugu kopriileyerek
bunlart algilar, farkli mikroorganizmalar1 birbirinden aywrir ve bagisiklik tepkisini
azaltir veya tesvik eder. Insan bagirsag1 ve gastrointestinal system mikrobiyotasi,
cesitli bakteri, fungus ve arke tiirlerinden olugmaktadir. Bagirsak, konukcuyla
simbiyotik iliskilerinde metabolizmaya ve sindirime yardimci olan milyarlarca
mikroorganizma i¢in ¢ok iyi bir nistir. Bircok rapor, bagirsak mikrobiyomunun
bakteri topluluklarinin aksine daha az fungus yiikiine sahip oldugunu gostermistir.
Funguslar gastrointestinal sistemdeki mikroorganizmalarin yaklagik %0,1'ini
olusturur ve funguslar, bakteriler ve viriisler arasinda antagonistik ve sinerjistik
iligkiler gerceklesmektedir. Yetiskin bireyin bagirsak mikrobiyomunda yaklasik
104 bakteri bulunur. Bagrsakta yasayan mikroorganizmalar, konagm diger
boliimlerinin mikrobiyotasiyla baglantili mikroorganizmalardan farkhidir. Bagirsak
mikrobiyotasmni inceleyen Insan Bagirsak Sisteminin Metagenomu Projesi
(MetaHIT) ve Ulusal Saglk Enstitiileri (NIH) insan Mikrobiyomu Projesi gibi
birgok biiylik 6lcekli proje, bagirsakta mevcut bakteriyel mikrobiyotanin bollugu
ve ¢esitliligi nedeniyle biiylik ilgi gérmiistiir (Peterson vd., 2010; Wang vd., 2014).

Saglikl kisilerin bagirsaginda bulunan bakterilerin ¢ogunlugu Bacteroidetes
ve Firmicutes (%70-90"1 toplanir) filumu iiyeleridir ve daha az oranda da
Actinobacteria ve Proteobacteria filumuna ait tiirler bulunmaktadir. Bu filumlar
insan baguwsaginin ¢ekirdek mikrobiyotasini temsil etmektedir. Bagirsak
ekosisteminde oksijen seviyeleri, pH degisiklikleri veya makro ve mikro
besinlerdeki degisiklikler gibi c¢esitli faktorler bakteri ve fungus tiirlerinin
cesitliligini ve bollugunu etkilemektedir. Bagirsak mikrobiyotas: besinlerin ve
suyun emilmesine yardime1 olur ve yar1 gecirgen bir bariyer esas olarak enterositler
(bagirsak epitel hiicreleri) tarafindan olusturulur. Ascomycota ve Basidiomycota,

saglikli bireylerin bagirsak mikobiyotasinda tanimlanan yaygm taksonlardir ve
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onde gelen cinsler Saccharomyces, Candida, Malassezia ve Cladosporium’™u
icermektedir. Insanlarm gastrointestinal (GIS) sisteminde en sik bulunan bakteri
tiirleri arasinda Clostridium, Streptococcus ve Bacteroides yer almaktadir. Kolon,
lif gibi sindirilmeyen gidalarin bakteriyel fermantasyonu i¢in 6nde gelen bolgedir.
Yapilan ¢alismalarda Ascomycota, Basidiomycota ve Chytridiomycota filumlarma
ait funguslarin yaygin oldugu rapor edilmistir. Candida ve Saccharomyces cinsleri
sinirl sayida bulunmaktadir. Candida tiirlerinin GIS kanalindaki kolonizasyonunu
ve biiylimesini indiikleyen beslenme faktorii, besinlerdeki amino asitler, proteinler
ve yag asitleri degil, cogunlukla besinlerdeki karbonhidratlardir (Wheeler vd.,
2016; Hameed vd., 2021).

Burun ve nazofarenks, birlikte nazofaringeal mikrobiyotay1 olusturan ortak
ve potansiyel patojenik tiirlerin kolonize ettigi nislerdir. insanlarda ve memelilerd e
burun boslugunun, ¢esitli bakteri ve fungus tiirlerinin kolonizasyonu i¢in énemli bir
bolge oldugu iyi bilinmektedir. Nazofaringeal (NP) mikrobiyota profilleri erken
gelisim sirasinda stabil degildir ve mikrobiyota, gelisim meydana geldikge
degismektedir. Ornegin, bebeklerde NP mikrobiyotast biiyiik &lgiide
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria ve Fusobacteria
filumlart ile karakterize edilir; en belirgin cinsler Moraxella, Haemophilus,
Streptococcus, Dolosigranulum, Corynebacterium ve Neisseria'dir. Yetiskinlerde
tespit edilen cinsler  Staphylococcus, Haemophilus ve Streptococcus,
Sphingobacterium, Prevotella, Bifidobacterium, Rothia ve Propionibacterium’dur.
NP mikrobiyotasinda bulunan firsat¢1 fungal patojenler olarak kabul edilen 25 maya
tlriiniin 20'si Candida tiirlerinden olusmaktadir (Palacio vd., 2009; Bogaert vd.,
2011).

Mikrobiyotadaki mikroorganizmalarm dengesinin bozulmasi disbiyozis
olarak adlandirilmaktadir. Bu durum konuk¢uyu 6nemli Olciide etkilemektedir.
Yiiksek cesitlilik homeostazisinden diisiik cesitlilik disbiyozuna gegis, bircok
bakteri ve fungusun metabolik durumunu ve viriilans potansiyelini degistirmektedir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Disbiyozisden hasara gegis (Kriiger vd., 2019)

Spesifik olarak, mikroorganizma topluluklar1 insan viicudundaki normal
fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde ¢ok Onemli roller oynamaktadirlar.
Mikrobiyotanin disbiyozu, inflamatuar bagirsak hastaligi, irritabl bagirsak
sendromu, diyabet, obezite ve alerjiler dahil olmak {izere birgok hastalikla iligkilidir
(Turnbaugh vd., 2009; Schwabe ve Jobin, 2013; Belkaid ve Hand, 2014; Tig ve
Moschen, 2014; Helmink vd., 2019; Liu vd., 2020; Caruso vd., 2020; Jeffery vd.,
2020).

Kommensal mikroorganizmalar dogum, beslenme ve farkli ortamlara maruz
kalma araciligiyla edinilebilir ve dolayisiyla bireyin yasami boyunca gelisimi ve
saglhig1 lizerinde derin bir etkiye sahip olabilirler (Ferretti vd., 2018; Vangay vd.,
2018). Mikrobiyotanin insan saghgmm korunmasinda o6nemli rol oynayan
kommensal iiyelerinin yaninda c¢esitli patolojilere neden olabilen birgok
mikroorganizma da vardir (Peleg vd., 2010). Patojenler, birincil patojenler ve
firsat¢1 patojenler olarak siniflandirilmaktadir. Patojen mikroorganizmalar,
konukcuda hastalik yapma yetenegine sahip mikroorganizmalardir. Shiga toksini
olarak bilinen bir viriilans faktorii tireten enterohemorajik E. coli (EHEC) patojen
mikroorganizmalara Ornek verilebilmektedir. Bu toksin, protein sentezini
engelleyerek ciddi ve kanli ishal, iltihaplanma ve bobrek yetmezligine yol
acmaktadir; bu, saglkli bagisiklik sistemine sahip hastalarda bile
gerceklesebilmektedir. Firsat¢i patojen, normalde insan konukc¢usunda bulunan
ancak bagisiklik sisteminin zayifladigi, mikrobiyal dengenin bozuldugu veya
viicudun normal savunma mekanizmalarmin zarar gordiigii durumlarda hastaliga
yol agabilen patojenlerdir. Firsat¢i enfeksiyonlara duyarli bireyler arasinda yaghlar,

hamile kadlar, kemoterapi goren hastalar, bagisiklik yetmezligi olan kisiler
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(6rnegin, edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromu [AIDS]), ameliyat sonrasi
donemdeki hastalar vb. bulunmaktadir. Staphylococcus epidermidis, hastane
enfeksiyonlarinin en sik nedenlerinden biri olan firsat¢i bir patojendir. S.
epidermidis, genellikle virlilans gostermeyen ciltteki normal mikrobiyota
tiyelerindendir. Ancak hastanelerde, kateterler, implantlar veya cerrahi
operasyonlar sirasinda viicuda yerlestirilen diger cihazlar iizerinde olusan
biyofilmlerde de biiyliyebilmektedir. Viicuda girdikten sonra, S. epidermidis
endokardit gibi ciddienfeksiyonlara neden olabilmektedir ve bu tiir enfeksiyonlarin

devamini saglayan viriilans faktorleri tiretmektedir (Otto, 2009).

Normal mikrobiyotanin bazi {yeleride belirli kosullar altinda firsatci
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu genellikle, bir viicutta zararsiz bir sekilde
yasayan mikroorganizmalarin, hastaliga neden olduklar1 farkl bir viicut sistemine
gecmesiyle gerceklesmektedir. Ornegin, normalde kalin bagirsakta bulunan E. coli,
mesaneye girerse idrar yolu enfeksiyonuna neden olabilmektedir. Bu durum,
kadmlar arasindaki idrar yolu enfeksiyonlarinin baglica nedenidir. Normal
mikrobiyota Tlyeleri ayrica, viicudun cevresindeki bir degisikligin belirli bir
mikroorganizmalarin  asir1  biiylimesine yol actiginda da hastaliga neden
olabilmektedir. Omegin Candida popiilasyonu diger mikrobiyota organizmalar1
tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Ancak, bir birey antibakteriyel ilaglar
aliyorsa, normalde Candida'nin  biiylimesini  inhibe eden bakteriler
oldiriilebilmektedir. Boylece Candida popiilasyonunda ani  bir  artig

gozlenmektedir, ¢iinkii fungus antibakteriyel ilaglardan etkilenmemektedir.

2.3. Bakteriyel Fungal Etkilesimler

Insan mikrobiyom c¢alismalari bakteri tiirlerine odaklanirken, dizileme
teknolojisindeki gelismeler anatomik bolgelerdeki mikrobiyal topluluklarin diger
iiyelerinin tanimlanmasimi ve karakterizasyonunu kolaylastirmistir (Xu ve Dongari-
Bagtzoglou, 2015; Paterson vd., 2017; Bradford ve Ravel, 2017; Li vd., 2018;
Kapitan vd., 2019; Kalia vd., 2020). Insan viicudu mikroorganizmalarin

birbirleriyle ve konukguyla etkilesime girdigi bir nisi olusturmaktadir. Yapilan
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caligmalarda agiz boslugu, nazofaringeal bolge, cilt, vajinal bdlge vb. anatomik
bolgelerde bakteriler ve funguslarin aralarmda etkilesimler kurduklar1 rapor
edilmistir (Wang ve digerleri, 2020) (Sekil 2.2). Anatomik bolgelerdeki bakteriyel-
fungal etkilesimlerin ~ derinlemesine analizi ve etkilesim mekanizmalarinin

aydmlatilmasi insan saghg1 acisindan ¢ok dnemlidir.

P
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\ ) /
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Nature Reviews | Microbiology

Sekil 2.2. Bakteriyel-fungal etkilesimler i¢in klinik agidan 6nemli anatomik bolgeler
(Peleg vd., 2010)

Birkag¢ yeni yayinda, insan konukc¢usu agisindan énem tasiyan bakteri-
fungus etkilesimleri gdzden gegirilmistir (Briard ve digerleri, 2019; Kapitan ve
digerleri, 2019; Kumari ve Singh, 2019; Mayer ve Kronstad, 2019; Montelongo-
Jauregui ve Lopez-Ribot, 2018; Negrini ve digerleri, 2019; Nogueira ve digerleri,
2019 ; Santus ve digerleri, 2021; Steffan ve digerleri, 2020; Wang ve digerleri,
2020). Insan viicudundaki bakteriyel-fungal etkilesimlerin kommensal mi,
simbiyotik mi, patojenik mi oldugunu bilmek insan saghgi agisindan Gnem

tasimaktadr.
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Bakteriyel-fungal etkilesimler pozitif etkilesimler ve negatif etkilesimler
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Pozitif etkilesimler mutualizm, sintrofizm, proto-
is birlikleri ve kommensalizmi icermektedir. Negatif birliktelikler antagonizm,
parazitizm, predasyon, rekabeti igermektedir. Mutualistik iliski etkilesim halindeki
her mikroorganizmanin  birliktelikten = fayda sagladigi iliski  olarak
tanimlanmaktadir. Mutualist ve konuk¢unun metabolik olarak birbirine bagimli
oldugu bir iligkidir. Mutualizm etkilesim halindeki mikroorganizmalar arasinda
yakim fiziksel temasi gerektirmektedir. Bu etkilesim mikroorganizmalarin her iki
tiirlin tek basina isgal edemeyecegi bir habitatta var olmasma izin vermektedir.
Mikrorganizmalar arasindaki karsilikli iliski, onlarin tek bir organizma gibi hareket
etmelerine olanak tanimaktadir. Sintrofizm bir organizmanin biiylimesinin bagka
bir organizma tarafindan saglanan substrata bagli oldugu veya bu substrat
tarafindan gelistirildigi bir etkilesim halidir. Sintrofik iliskide her iki organizma
birbirinden  faydalanmaktadir. = Kommensalist  etkilesim  birliktelikteki
organizmalardan birinin yarar sagladigi, digerinin ne yarar ne de zarar gordiigi bir
iligkidir. Butek yonlii bir birlikteliktir ve kommensal konuk¢udan ayrilirsa hayatta
kalabilmektedir. Ammensalizm veya antagonizm olarak isimlendirilen iliskide bir
mikrobiyal popiilasyon, diger mikrobiyal popiilasyonu inhibe eden maddeler
iiretmektedir. Inhibe edici maddeler iireten ilk popiilasyon etkilenmez veya diger
popiilasyonlar engellenirken rekabet kazanabilmektedir ve habitatta hayatta
kalabilmektedir. Vajinal kanaldaki normal mikrobiyota iiyeleri tarafindan iiretilen
laktik asit, C. albicans gibi bir¢ok patojen organizmayi inhibe etmesi antagonistik
iliskilere Ornek olarak verilebilmektedir. Rekabet, iki mikrobiyal popiilasyon
arasinda, her iki popiilasyonun da hayatta kalma ve biiylime acgisindan olumsuz
etkilendigi negatif bir iliskiyi temsil etmektedir.Rekabet, her iki popiilasyonun ayni
alan1 veya ayni besinleri kullanmasi durumunda ortaya cikmaktadir, boylece
mikrobiyal popiilasyon daha diisiik yogunluga veya biiylime hizmma sahip
olmaktadir. Mikrobiyal popiilasyon karbon kaynagi, azot kaynagi, fosfor,
vitaminler, biiyiime faktorleri vb. gibi biiylimeyi smirlayan her tiirlii kaynak i¢in
rekabet edebilmektedir. Rekabet, her iki popiilasyonun da tam olarak ayn1 ekolojik
nisi isgal etmesini engellemektedir; c¢linkii biri rekabeti kazanirken digeri

kaybetmektedir. Parazitizm Bir popiilasyonun (parazitin) faydalandigi ve besinini
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zarar goren birliktelikteki diger popiilasyondan (konuke¢u) karsiladig bir iligkidir.
Konukgu-parazit iligkisi, fiziksel temas veya metabolit dretimi ile
gerceklesebilmektedir. Bazi parazitler, ektoparazit olarak bilinen konukg¢u hiicrenin
disinda yasarken; diger parazitler, endoparazit olarak bilinen konukg¢u hiicrenin
icinde yagamaktadir. Predasyonda bir organizmanin (avci) diger organizmalari (av)
yutmast veya saldirmasi gergeklesmektedir. Av, avcidan daha biiyiik veya daha

kiiciik olabilir ve bu iligki avin 6limiiyle sonuglanmaktadir (Weiland-Bréuer,
2021).

Bakteriyel-fungal etkilesimler (BFI); her iki mikroorganizmanin fiziksel
olarak etkilesime girdigi, birbirlerinin metabolitlerini degistirdigi veya bunlara
tepki verdigi biyofilmlerde yaygm olarak cahsilmistir.  Dogrudan fiziksel
etkilesimlerini incelemek, organizmanm hayatta kalmasi, sekonder metabolitlerin
iretimi (klinik 1ilaglar, fungisitler, prebiyotikler vb.), organizmalarin farkl
ortamlara yayilmasi ve bu tiir etkilesimleri kolaylastiran mekanizmalarin
belirlenmesi hakkinda bilgi vermektedir. Bu fiziksel etkilesimler, mikrobiyal
partnere, BFI'nin konukg¢usuna (varsa) ve bliylime i¢in gerekli olan substrata bagh

olabilmektedir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Bakteriler ve funguslar arasindaki fiziksel iligkiler ve molekiiler etkilesimler
(Frey-Klett vd.2011)



22

Bakteriler ve funguslar farkl sekillerde etkilesime girmektedirler. Dogrudan
baglanma fiziksel etkilesime yol agmaktadir. Metabolik yan iiriinler veya quorum
sensing molekiilleri gibi kimyasal bilesiklerin salinmasi smirlt bir ortamda iletisimi
saglamaktadir. Oksijen tiiketimi veya protonlarin salinmasi yerel ortam
etkilemektedir. Bakteriler ve funguslar belirli bir nisteki besinler veya adhezyon
bolgeleri icin rekabet etmektedir. Cogalmak amaciyla karisik biyofilmler

olusturmaktadirlar.

Insanlarin fungal patojenleri, konagmn enfeksiyonu sirasinda biiyiimeyi ve
hayatta kalmay1 kolaylastirmak i¢in bir dizi adaptif mekanizma ve viriilans faktorii
kullanmaktadir. Bunlar arasinda proteaz ve toksinlerin salgilanmasinin yani sira
yapismaya, konuk¢u dokuya niifuz etmeye ve konuk¢u bagisiklik sisteminden
kagmaya yardimct olan ¢esitli morfolojik durumlar arasinda gegis yapilmast yer
almaktadir. Kommensal ve patojenik bakteriler, fungal patojenlerin viriilansmi
etkileyerek, funguslarin gelismesi ve konukguda hastaliga neden olma yetenegini
modiile ederek aym1 zamanda konuk¢unun funguslara verdigi tepkiyi
etkileyebilmektedir (Hameed vd., 2021). Son yillarda mikrobiyal etkilesimlerin
saglik ve hastalik tizerindeki etkisi giderek daha fazla kabul gérmeye baslamistir ve
bunun sonucunda birgok arastirmaci prokaryotlar ve dkaryotlar arasindaki tarihsel
ayrimi  geride birakarak, gruplar arasindaki ortak kolonizasyon ve ortak

enfeksiyonlar arastirmaya baglamustir.

Asagidaki bolimde insan viicudundaki farkli bolgelerdeki bakteriyel-fungal

etkilesimler ayrmtili olarak agiklanacaktir.
2.4.Insan Saghg Acisindan Onemli Candida-Bakteri Etkilesimleri

Insan viicudunda siklikla konuk¢u saghkh durumdan hastalikli duruma
gecisini  etkileyen bakteriyel ve fungal etkilesimler meydana gelmektedir.
Gergeklestirdigimiz tez ¢aligmasi Candida albicans-Helicobacter pylori birlikteligi
tizerine oldugu i¢in asagida Ozetlenen ornekler Candida-bakteri iligkileri {izerine

odaklanmustir. Ilk olarak Candida genusu ile ilgili genel bilgiler agiklanip, insan
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viicudundaki oral, vajinal, gastrointestinal ve nazofaringeal bolgelerdeki Candida-

bakteri etkilesimlerinden bahsedilmistir.

Candida spp.

Candida tiirlerinin neden oldugu invazif fungal enfeksiyonlar, diyabet, AIDS,
kanser, organ nakilleri, kortikosteroidler, ameliyat sonrasi bakim, genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi gibi nedenlerle bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde
hayat1 tehdit etmektedir. Fungal enfeksiyonlar sistemik hale gelerek ve hastaligmn
devam etmesiyle derin yerlesimli enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (Shoham

ve Levitz, 2005; Hazen, 2005; Hameed vd., 2021).

Candida albicans insanlarda kandidiyazis vakalarinin yarisindan fazlasindan
sorumludur. Son yirmi yilda, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae gibi Candida
albicans dis1 birgok Candida (NCAC) tiirii deklinik 6neme sahip 6nemli patojenler
olarak ortaya ¢ikmustir (Hazen, 2005; Hameed vd., 2021). Insan enfeksiyonlariyla
iligkilendirilen Candida tiirleri yelpazesindeki bu gesitlilik, kandidiyazisin tani ve
tedavisinde, viriilans ve biyolojisi ¢alismalarnda hastahigin arastirilmasinda
zorluga neden olmaktadir. Candida tiirlerinin patogenezi; mayadan hif formuna
gecis olarak bilinen dimorfizm, fenotipik degisim, biyofilm olusumu, adezyon ve
invazyon, fagositozdan kag1s, konuk¢u immiin kagisi, antifungal ajanlara direng ve
yerlesik mikrobiyota ile etkilesimi iceren ¢esitli faktorler tarafindan
yonetilmektedir. (Abaci, 2011).

C. albicans, konuke¢u nisinde, gesitli fungal fenotipik 6zellikleri etkileyen
bakteriyel kommensallerle etkilesime girmektedir (Peleg vd., 2010; MacAlpine
vd.,2022). Pek ¢ok bakteri tiirii C. albicans'in biiyiimesini engellerken, diger
bakteriler, hifal gelisim ve biyofilm olusumu da dahil olmak iizere fungusun
viriilans ozelliklerini engelleyen faktorler salgilamaktadir (Forster vd., 2016;
Nogueira ve digerleri, 2019). Buna karsilik, bazi1 bakteriler fungus biiylimesini
tesvik etmektedir ve C. albicans'm viriilans 6zelliklerini gelistirmektedir. C.

albicans'm kommensalizmini ve patogenezini etkileyen faktorlerin ve kosullarin
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tam olarak anlagilmasi, bu organizmanmn hastalifa nasil neden olabilecegini

anlamak acisindan kritik 6neme sahiptir.

C. albicans'm konuk¢uda ¢ogalma yetenegi, fungusun yiiksek sicakliklara,
alternatif karbon kaynaklarina, reaktif oksijen tiirlerine, hiicre duvar stresorlerine
ve ¢esitli pH araliklarina maruz kalmak dahil olmak tizere elverissiz kosullara karsi

uyum saglama yetenegine dayanmaktadir (Brown vd., 2012).

2.4.1 Agiz boslugundaki Candida-bakteri etkilesimleri:

C. albicans, disbiyozis sirasinda agiz boslugunda en sik bulunan fungustur.
C. albicans, insan agzinda mukozal ve protez yiizeylerinde kolonize olurken, oral
Streptococcus tiirleri ile etkilesime girmektedir ve bu da karmagsik mikrobiyal
topluluklarm olusumuna yol agabilmektedir. Streptococcus mutans dis giiriiklerinde
ve dis plaklarinda bulunan en baskin bakteri tiirtidiir (Gross vd., 2012). Bu Gram-
pozitif, karyojenik bakteriler dis yiizeyindeki polimikrobiyal biyofilmlerde
mevcuttur. Glukoziltransferaz B (GtfB) enzimi, S. mutans’in patojenitesinde kritik
rol oynamaktadir. Streptokokal glukoziltransferazlar (Gtfs) tarafindan sentezlenen
glukanlar olan ekzopolisakkaritler, dis ylizeyinde mikroorganizmalarin birikmesini
ve patojenik biyofilmlerin olugmasimni tesvik eden baglanma bolgeleri saglar.
Cocukluk donemindeki ¢iiriik dis plaklarmda hem S. mutans hem de C. albicans'm
bulunmast  bu  mikroorganizmalar  arasindaki  etkilesimlerin  hastalig1

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Tikiiriik kaplanmig disklerle yapilan in vitro deneyler, C. albicans’m S.
mutans virulans genlerinden glikosiltransferaz B (GtfB) ifadesini artirdigini
gostermistir.  GtfB, o-glukanlarin iretimini katalize eder ve C. albicans'm
ylzeyindeki mannanlara baglanarak dis hiicre matrisinin olusumunu tesvik
etmektedir (Hwang vd., 2017). GtfB ayni1 sekilde C. albicans'in disina yapisabilir,
dis yiizeylerine yapismay1 tesvik edebilir ve karigik biyofilmlerin gelisimini tesvik
edebilir. Ortak kiiltiirler iizerinde gergeklestirilen RNA-Seq analizi, C. albicans'm

S. mutans'taki karbonhidrat sindirim yollarin1 etkiledigini ortaya ¢ikarmustir.
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Lactobacillus salivarius birgok tiirle birlikte biyofilm olusturmaktadir ve boylece
S. mutans ve C. albicans biyofilmlerinin in vitro gelisimini engelleyebilmektedir
(Krzysciak vd., 2017). Falsetta ve digerleri tarafindan yapilan deneyler,
eksopolisakkaritlerin (EPS) karmasik biyofilm olusumundaki ana arabulucu
oldugunu belirlemistir. EPS'nin ayrica fluconazol adli antifungal ilacin1 in vitro
olarak seketre ettigi ve bu durumun C. albicans'n biyofilmde ila¢ toleransini

arttirdigini gostermistir (Falsetta vd., 2014).

Fare modeli calismasinda oral boslukta C. albicans’in ortaya ¢ikmasinda S.
oralis’in etkisi oldugu rapor edilmistir. Birlikte enfeksiyon C. albicans’m derin
organ yaytlimmi desteklemistir. Streptococcus sanguinis, C. albicans ile sinerjistik
etkiler gOstermistir. Streptococcus sanguinis; Porphyromonas gingivalis ve
Prevotella intermedia 'ya karsi antibakteriyel aktivite gosteren ve Candida
tlirlerinin hifal gelisimini etkileyen bir bakteriyosin iiretmektedir (Bamford vd.,

2009; Zheng vd., 2016; Xu vd., 2016).

C. albicans ve Fusobacterium nucleatum, gesitli oral polimikrobiyal
enfeksiyoz  hastaliklarda rol oynayan patojenik  potansiyele  sahip
mikroorganizmalardir. Son zamanlarda, F. nucleatum ATCC 23726 susunun C.
albicans SN152 susu ile koagrege oldugu rapor edilmistir. Bu siirece fusobakteriyel
membran proteini RadD ve Candida hiicre duvari proteini Flo9 aracilik etmektedir.
F. nucleatum C. albicans’in biiytimesini ve hifal morfogenezini engellemektedir.
Fare hiicre hatt1 kullanilarak gergeklestirilen bir c¢alismada, Candida hifal
morfogenezinin F. nucleatum tarafindan inhibisyonunun, C. albicans'n hayatta
kalmasmni engelledigi ve C. albicans'n makrofaj 6ldiirme kapasitesini olumsuz
yonde etkiledigi rapor edilmistir. Calismada, C. albicans ve F. nucleatum
arasindaki etkilesimin, agiz boslugunda uzun vadeli komensal bir yasam tarzini
tesvik etme islevi gorebilecek karsilikli bir viriilansa yol agtigmi 6ne siirmektedir

(Bor vd., 2016).

C. albicans ve anaerobik Porphyromonas gingivalis'in standart oksijen

kosullarinda birlikte kiiltiire edilmesi, C. albicans biyofilminin varliginda P.
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gingivalis'in biiyiimesini arttirmaktadir; bu, P. gingivalis'in aerobik kosullar altinda
korundugunu gostermektedir (Karkowska-Kuleta vd., 2018). C. albicans hem
aerobik hem de anaerobik kosullarda biiyiliyebilmesinin yani sira yakin ¢evredeki
oksijen konsantrasyonunu azaltma yetenegine de sahiptir ve bdylece anaerobik
bakterilerin ve mikroaerofilik bakterilerin biiytimesini destekleyen mikrogevrenin
gelisimini kolaylastirmaktadir. P. gingivalis, metabolizmasmi yaklasik %6 oksijen
konsantrasyonundaki mikroaerofilik kosullara adapte etme yetenegine sahiptir ; bu
nedenle, bakteriyel hiicrelerin fungal biyofilmin karmasik ve heterojen yapisi iginde

lokalizasyonu, bakterilerin basarili bir sekilde biiylimesi ve c¢ogalmasini
desteklemektedir (Karkowska-Kuleta vd., 2018).

Agiz boslugunun yerlesik mikrobiyotasinin bir kismui  olusturan
Actinomyces tiirleri, normal insan mikrobiyotasmim o6nemli bir boliimiini
olusturmaktadir ve agiz mikroekolojik dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bazi arastirmalar dis ylizeylerinin ve mukozanin Actinomyces
tarafindan kolonizasyonunun plak bakterilerinin sayisini ve ¢esitliligini arttirdigmi
ve aralarindaki etkilesimi tesvik ettigini gOstermistir. Actinomyces tiirleri,
nikkomycin ve geldanamisin dahil olmak {izere bazi antifungal materyaller
tiretebilmektedir. Bu nedenle oral Actinomyces'in oral Candida ile antagonistik bir
iliski kurabilecegini diistintilmiistiir. Oral Actinomyces’ in, C. albicans'in
cogalmasi, yapismasi, metabolik enzim aktivitesi, hif olusumu ve biyofilm gelisimi
iizerinde Onleyici etkileri oldugu rapor edilmistir (Guo vd., 2015; Hameed vd.,
2021). A. viscosus, A. naeslundii ve A. odontolyticus gibi Actinomyces tiirlerinin C.
albicans'n biiylimesini kisitlayabildikleri ve C. albicans’in oral epitel hiicrelere

yapismasini azaltabildikleri rapor edilmistir (Guo vd., 2015).

Oral ortamlarda C. albicans, kendisinin gogalmasimi engelleyen laktik asit ve
diger zayif organik asitleri salgilayan Lactobacillus spp. ile etkilesime girmektedir
(Ballou vd, 2017; Lourenco vd., 2019). Ayrica Lactobacillus spp. fungusun
bliyiimesini engelleyen siklik dipeptitler salgilamaktadir (Kwak vd., 2014).
Mikroorganizmalar arasindaki bu etkilesim saglkli bir fizyolojik durumun

sirdiiriilmesinde Onem tasimaktadir. Cinki Onemli Lactobacillus tiirlerinin
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kolonizasyonun az oldugu bireyler, vulvovajinal kandidiyazis agisindan yiiksek risk
altindadir. Lactobacillus spp.'nin yaninda, oral mukozada bulunan diger
kommensal bakteriler, Actinomyces israelii ve P. aeruginosa'nin yani sira yiiksek
konsantrasyonlarda Prevotella nigrescens ve Porphyromonas gingivalis dahil
olmak tiizere ortak kiiltlir analizlerinde C. albicans biiyiimesini inhibe ettigi

goriilmiistiir (Thein vd., 20006).

Oral kandidiyazis ile iligkili diger Streptococcus tiirleri S. oralis, S. sanguinis
ve S. gordonii'dir. S. mutans ile karsilastirildiginda, bu bakterilerin enfeksiyonlar
sirasinda C. albicans ile sinerjik olarak etkilesimde bulunarak oral kandidiyazis
siddetini arttirdig1 gosterilmistir. Bu streptokoklarm varligi, C. albicans'n agiz
mukozasi organoid modellerinde invazyonunu artirmustir. Ote yandan, C. albicans,
cansiz ylizeylerde ve agiz ortamini taklit eden hiicre sistemi i¢indeki agiz mukozasi
analogunun yiizeyinde streptokok biyofilm olusumunu tesvik etmistir. Ayrica, bir
fare agiz ko-enfeksiyon modeli, C. albicans varliginda S. oralis'in
kolonizasyonunun arttigmi dogrulamistir. Bakteriler tek basma patojenik olmasa
da, ko-enfeksiyonlarda biyofilm olusumu artmis ve oral kandidiyazis lezyonlarinin
sikhig1 ve boyutu ¢ogalmustir. Ek olarak, ko-enfeksiyon, C. albicans'in derin

organlara yayilmasini tesvik etmistir (Diaz vd., 2012; Xu vd., 2013).

Oral mukozanin Streptococcus oralis kolonizasyonu ayrica biyofilm
olusumunun artmasina, farelerde C. albicans'n yayilmasinin artmasma ve
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun artmasina yol acarak doku
enflamasyonunun ve immiinopatogenezin artmasma neden olmaktadir (Xu vd.,
2014). Streptococcus sanguinis, Actinomyces odontolyticus ve Actinomyces
viscosus dahil olmak {izere oral mikrobiyotanin diger bakteriyel tiyeleri debiyofilm
olusumunun erken asamalarinda C. albicans viriilansimi arttirmaktadir (Morse vd.,

2019).
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2.3.2. Vajinal bolgedeki Candida-bakteri etkilesimleri:

C. albicans, vajinal kandidiyazisin 6nde gelen nedenidir (Foxman vd., 2000)
ve Lactobacillus spp. dahil olmak {izere vajinal mukozadaki kommensal
bakterilerle etkilesime girmektedir (Pendharkar vd., 2015; Vrbanac vd., 2018).

Lactobacillus spp.'nin C. albicans morfogenezini etkileme yetenegi, beyaz-
opak hiicre tipi degisimine baghdir. C. albicans’in beyaz hiicrelerinin Lactobacillus
spp. ile etkilesimi incelenmistir. Lactobacillus rhamnosus GG tarafindan tiretilen
ve fungus hiicre duvarmi pargalamak i¢in bir kitinaz gorevi gorerek beyaz
hiicrelerde hifal biiylimeyi bloke eden Mspl proteini salgilanmaktadir (Allonsius
vd., 2019).

Y akin zamanda yapilan bir arastirmada, Lactobacillus’un salgiladig: 1-asetil-
beta-karbolinin C. albicans hifal morfogenezini ve biyofilm olusumunu inhibe
ettigi tanimlanmistir (MacAlpine vd., 2021). Bununla birlikte, beyaz hiicrelerde
hifal gelisimi bloke eden aymi kosullar, opak hiicrelerde morfogenezi engellemez;
bu, C. albicans'in hem ¢evre hem de domainler aras1 etkilesimlere yanit olarak

gosterdigi genis fenotipik esnekligi vurgulamaktadir (Liang vd., 2016).

Streptococcus agalactiae, vajinal mikrogevrede bulunan ve tekrarlayan
vulvovajinal kandidiyazisi olan kisilerden yaygin olarak izole edilen baska bir
bakteridir. Lactobacillus'a benzer sekilde, S. agalactiae bulunan bir ortamda
yapilan ¢alismada, C. albicans hifal morfogenezini inhibe ettigi goriilmistiir.
Bununla birlikte, farelerin C. albicans ve S. agalactiae ile birlikte asilanmasi,
tekrarlayan vulvovajinal kandidiyazisli bir fare modelinde, Th17 bagisiklik
tepkisinin azalmast nedeniyle fungus yiikiinii arttirmistir; bu da patogenezi
yonetmede fungus, bakteri ve konukgu arasindaki karmasik baglantilarin oldugunu

gostermektedir (Yu vd., 2018).

C. albicans'in bir diger 6nemli viriilans 6zelligi, saglik bakim ortamlarindaki
kateterler gibi tibbi cihazlar1 kolonize eden, ilaca direngli biyofilmler veya ylizeyle
iligkili topluluklar olusturma yetenegidir (Andes vd., 2004). C. albicans siklikla
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Streptococcus spp., P. aeruginosa ve S. aureus'tan olusan polimikrobiyal
biyofilmlerden izole edilmektedir (Dhamgaye vd., 2016; Lohse vd., 2017).
Kateterler ve kalp pilleri gibi saghk bakim cihazlarinin yani sira bakterilerle
kolonizasyonun dis bosluklari, periodontitis ve protez stomatiti ile iligkili oldugu

agiz boslugunda da meydana gelmektedir (O'Donnell vd., 2015).

2.3.3. Bagirsak ve gastrointestinal sistemdeki Candida-bakteri etkilesimleri:

Bagirsak mikrobiyotasi, insan viicudundaki en iyi arastirilan mikrobiyal
topluluklart icermektedir. Bir bireyin bagirsak mikrobiyotasi, dis ortamla siirekli
temas ve i¢sel faktorlerin dalgalanmasi nedeniyle olduk¢a dinamik bir yapiya
sahiptir. Beslenme, cinsiyet, yas ve ilaglar, yerlesik mikroorganizma toplulugunu
sekillendirebilir. Bagirsakta oksijen seviyeleri, pH veya makro ve mikro besin
maddelerinin bulunabilirligi gibi ¢evresel parametreler degisiklik gostermektedirr
ve bu da bakteri ve funguslarm ¢esitliligini ve etkilesimlerini etkilemektedir

(Donaldson ve Lee, 2016).

Insan bagwsagindaki C. albicans; E. coli, Salmonella enterica ve
Enterococcus faecalis dahil patojenik bakterilerle etkilesime girmektedir
(Kumamoto vd., 2020). Onceki ¢alismalarda E. coli biyofilmlerinin kiiltiirii
sirasinda tretilen salgi tiriinlerinin, C. albicans hifal morfogenezini ve hifle iliskili

anahtar genlerin ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Bandara vd., 2013).

S. enterica serovar typhimurium, bir Caenorhabditis elegans enfeksiyon
modelinde C. albicans hif olusumunu inhibe etmis ve inositol fosfatazsopB efektor
molekiiliine dayanan bir mekanizma aracihigiyla C. albicans hifini dogrudan

oldiirdiigl kanitlanmistir (Kim & Mylonakis, 2011).

Gram-pozitif bakteri Enterococcus faecalis ve Candida albicans'in her ikisi
de, ag1z boslugu ve gastrointestinal (GI)sistem gibi insan viicudunun ayni niglerinin
cogunda ortak olarak bulunur. Ancak her ikisi de firsat¢1 patojenlerdir ve siklikla

polimikrobiyal enfeksiyonlarn ortak bilesenleri olduklari bulunmustur. E. faecalis
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ve C. albicans arasindaki etkilesim iyi bir sekilde incelenmistir. Bu konuda yapilan
ilk ¢aligmalar her iki organizmayla birlikte enfeksiyonun, bir C. elegans modelinde
zayiflamig virillansa yol actigni bulmustur (Cruz vd., 2013). E. faecalis; C.
elegans'1 C. albicans enfeksiyonundan koruyan, antifungal ve anti-filamantasyon
aktivitesine sahip bir bakteriyosin olan EntV'yisalgilamaktadir (Graham vd.,2017).
Sirasiyla para-Cresol ve cis-2-dodeknoik asit salgilayan firsatg1 patojenler C.
difficile ve Burkholderia cenocepacia dahil olmak iizere bir¢ok baska bakterinin de
C. albicans morfogenezini yoneten ¢oziiniir faktorler iirettigi rapor edilmistir (van

Leeuwen vd., 2016).

Kolonda liflerin kullanilmasiyla gerceklesen bakteriyel fermentasyonla kisa
zincirli yag asitleri (SCFA'lar) iiretilmektedir ve bu lipitler, saglikli bir
mikrobiyotanin korunmasinda rol oynamaktadir. SCFA'lar, C. albicans'm in vitro
bliyiimesini, hifal gelisimi ve biyofilm olusumunu engellemektedir (Guinan vd,
2019). Sonug olarak, C. albicans bagirsak enfeksiyonuna duyarli antibakteriyel
tedavi gormiis fareler, ¢ekumda Onemli Olglide azalmig SCFA seviyeleri ve
diskilarda daha yiiksek fungal yiik sergileyerek, SCFA'larin C. albicans asir
biliylimesinin kontrol edilmesinde o6nemli olduguna dair in vivo kanitlar

saglamaktadir (Guinan ve digerleri, 2019).

Kommensal bakteriler memeli bagirsaginda C. albicans morfogenezinin
etkinlestirilmesinde de rol oynamaktadir. C. albicans'in antibiyotik uygulanan
farelerin gastrointestinal kanalindan gegisi, filamentasyonu pozitif olarak
diizenleyen FLOS transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir gendeki mutasyonlar
nedeniyle hif olusturamayan diisiik viriilansl suslarn hizh bir sekilde cogalmasina
yol agmustir. Bu evrimlesmis soylar, proinflamatuar sitokinleri uyarmistir ve diger
bircok bagirsak sakinine karsi gecici koruma saglamistir. Bununla birlikte, saglam
bir mikrobiyota mevcutsa, yalnizca viriilan hif formunun devam etmesi, bakteriyel
kommensallerin filamentli veya viriilan formun desteklenmesinde kritik bir rol

oynadigim diisiindlirmektedir (Tso ve digerleri, 2018).
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C. albicans bagirsakta bakterilerle ve mikrobiyotanin diger iiyeleriyle
etkilesime girmektedir ve bu da onun ¢ogalma yetenegini etkilemektedir. Son
calismalarda, C. albicans ile bagirsak kommensali Escherichia coli (MG1655 susu)
arasindaki in vitro etkilesimleri aragtirilmustir. E. coli'nin, magnezyuma bagimli bir
sekilde fungusu dogrudan oldiiren ¢oziiniir bir faktor salgiladigi bulunmustur. C
albicans-E coli ortak kiiltiirinde magnezyumun tiikenmesi, fungusun biiylimeye

devam etmesini saglamistir (Cabral vd., 2018).

C. albicans besin sinirlamasi, notr pH ve yiiksek sicaklik dahil olmak tizere
konukguyla ilgili c¢esitli faktorlere yanit olarak mayadan filamentli forma gecis
yapmaktadir (Shapiro vd., 2011). Filamentli hif morfolojisi, doku istilast ve
yapisma i¢in dnemlidir, maya morfolojisi yayilma i¢in zorunludur. Filamentli form
ayni zamanda sitolitik peptid kandidalizinin ve proteazlarin salgilanmas1 dahil ek
viriilans faktdrleriyle de iligkilidir (Moyes vd, 2016; Witchley vd, 2019). Filamentli
form ve standart "beyaz" yuvarlak oval maya morfolojisine ek olarak, C. albicans
ayrica farkli in vitro ozellikler ve konukguyla etkilesimler sergileyen birka¢ uzun
maya benzeri hiicre tipine (opak, gri) doniisebilmektedir. (Noble vd., 2017). C.
albicans'm benimsedigi ¢esitli morfolojik formlarm modiile edilmesi, onun
hastalifga neden olma yetenegi iizerinde derin bir etkiye sahip olabilecegi

diistiniilmektedir.

Kommensal ve patojenik bakteriler, C. albicans'imn maya formundan hif
formuna gegisinin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir ve filamentasyonun

hem inhibitorleri hem de arttiricilart olarak tanimlanmiglardir.

2.3.4. Nazofaringeal bolgedeki Candida-bakteri etkilesimleri:

NP mikrobiyotasinda yer alan mikroorganizmalar sinerjistik ve antagonistik
mikrobiyal etkilesimler kurmaktadir. Yapilan bir arastirma, patojenik potansiyeli
diisiikk olan kommensal mikroorganizmalarin da bu ortamda iletisim kurdugunu
ortaya ¢ikarmistir. Ormegin Corynebacterium ve Dolosigranulum' un daha énce S.
aureus bollugunu azaltan faktorler salgiladigi diistintilmektedir. (Tan vd., 2007,
Shakvd., 2013; Chien vd.,2013; Yan vd., 2013; Bittinger vd., 2014; Liu vd., 2015).
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Pseudomonas aeruginosa; su ortamlari, karasal ortamlar ve oOkaryotik
organizmalar da dahil olmak {iizere ¢ok ¢esitli nislerde kolonize olan gram negatif,
aerobik bir cubuk sekilldi bakteridir. insan mikrobiyotasinin bir parcasi olarak
siklikla saglikli insanlardan izole edilen firsat¢1 bir patojendir ve yaygin olarak C.
albicans mayast ile polimikrobiyal enfeksiyonlarda bulunmaktadir. Insan
akcigerinde P. aeruginosa ve C. albicans arasinda 6nemli bir bakteri-fungus
etkilesimi meydana gelmektedir. Onceki calismalar, P. aeruginosa'nm, C. albicans
filamentlerine fiziksel olarak baglanabildigini ve bunun da fungus hiicresinin
olimiine yol a¢tigmi gostermistir (Hogan ve Kolter, 2002; Hogan vd., 2004). P.
aeruginosa, in vitro olarak C. albicans’m hiflerine dogrudan yapisir, biyofilmler
olusturur ve fenazin salgilamaktadir. Bdylece hifin liimiine yol agmaktadir. Bu
durum sadece C. albicans hiflerini etkilemektedir, maya hiicrelerini
etkilememektedir. Yapilan ¢aligmalar hiflerin yok edilmesiyle bakterinin, biyofilm
icinde C. albicans’tan besin elde etmesine olanak tanidigini 6ne siirmektedir.
Ayrica, C. albicans tarafindan iiretilen farnesoliin P. aeruginosa'nin quorum
sensing (QS) molekiiliinii degistirdigi iyi bir sekilde tanimlanmustir. Farnesoliin
eklenmesi, Pseudomonas quorum sensing sinyalinin (PQS) tiretimini azaltmustir bu
durum piyosiyanin salgisiyla iligkilidir. P. aeruginosa'min swarming hareketi
farnesol tarafindan degistirilmekte ve bu dadahayiiksek bir biyofilm biyokiitlesinin
olugmasma yol acabilmektedir. P. aeruginosa tarafindan antifungal aktiviteye sahip
ilave bilesiklerin salgilanmasi karakterize edilmistir (Hogan vd., 2002; Cugini vd.,
2007; Brand vd.,2008). Fenazin bilesikleri yiiksek konsantrasyonlarda C. albicans
bliylimesini ve sub-inhibitér konsantrasyonlarda hifal morfogenezi inhibe
etmektedir (Morales vd., 2013; Gibson vd., 2009). Fenazin iiretimi, C. albicans ve
P. aeruginosa arasindaki kimyasal etkilesimin merkezinde yer alir ve konukgu
tizerinde sayisiz etkiye neden olmaktadir. Biiytime sirasinda C. albicans,
fermantasyonun bir yan {irlinii olarak etanol salgilar ve bu, P. aeruginosa tarafindan
piyosiyanin gibi fenazin bilesiklerinin tiretimini arttirmaktadir (Morales vd, 2013).
Artan fenazin {retimi, mitokondriyal fonksiyondan 6diin vererek fungal etanol
salgisin1 arttirmaktadir (Lindsay vd., 2014). Fenazinler ve etanol iiretimi, her iki
patojene karst konukcu tepkisini etkiler; ¢iinkii etanol, makrofajlarm P.

aeruginosa'yr yok etme yetenegini azaltirken fenazinler epitelyal dokulara
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dogrudan zarar vermektedir (Rada ve Leto, 2013). P. aeruginosa ve C. albicans
arasindaki etkilesimler, konukc¢u bagisiklik hiicrelerinin fagositozunda da
onemlidir. Makrofajlarin P. aeruginosa ve C. albicans ile birlikte enfeksiyonu
fungusun hayatta kalmasini, makrofajlardan kagmasini azaltmaktadir ve tek basina
C. albicans ile makrofaj enfeksiyonuna gore konukgu hiicrelere yanit olarak C.

albicans filamentasyonunu azaltmaktadir (Salvatori vd., 2020).

C. albicans ve P. aeruginosa, her patojenin birbirlerine uyguladigi olumsuz
baskilara uyum saglayacak sekilde gelismistir. Ornegin, kistik fibroz hastalarinin
akcigerlerinden izole edilen klinik C. albicans izolatlarinin, P. aeruginosa'nin
filament baskilayici etkilerine karsi direngli oldugu tespit edilmistir. C. albicans
klinik izolatlarmin genom dizilimi, yapisal olarak filament6z suslarin ¢ogunun,
transkripsiyonel diizenleyici gen NRG1'de mutasyonlar barmdirdigmi ortaya
cikarmistir; bu tiir mutasyonlar filamentli fenotip i¢in gerekli ve yeterlidir. Farkl
kistik fibroz hastalarindan alinan Candida izolatlarinda 6 bagimsiz nrgl mutasyonu

ortaya ¢ikmustir (Kim vd., 2015).

NP disbiyozu, homeostazi bozarak kommensal mikrobiyotay1 degistirir ve bu
disbiyoz, konukc¢udainflamatuar yanitlar yaratarak mukozal ve sistemik bagisiklig1
etkiler. Yash popiilasyonlart pndmoni ve daha invazif hastaliklara neden olabilen
Streptococcus pneumonia gibi patojenlere karsi giligstizdiir. Yaslilarin tist solunum
yollarmin dogrudan kolaylikla kolonize olabilmektedir. Yapilan ¢alismada, yash
farelerin S. pneumoniae'yi geng fareler kadar basarili bir sekilde yok edemedigi, S.
pneumoniae kolonizasyonu sirasmda NP mikrobiyota degisikliklerin oldugunu
rapor edilmistir. Kolonizasyon gerceklestiginde disbiyoz meydana gelmektedir.
Dishbiyoz sonucunda bakteriyemi, sepsis, mastoidit, septik artrit ve endokardit
meydana gelebilmektedir (Kobayashi, 2000; Murphy ve Paraweswaran, 2009;
Flamaing vd.,2010; Cremers vd., 2014; Zapata ve Quagliarello, 2015; Thevaranjan
vd., 2016).
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2.4. Endofungal Birliktelikler

Yukart ki bolimde orneklerle agiklanan bakteriyel-fungal etkilesimler
genellikle bakteriler ve funguslarm birbirleriyle fiziksel olarak ve metabolitler
salgilayarak etkilesimler kurdugunu gostermektedir. Bakteriyel-fungal etkilesimler
bakteri ve fungus iizerindeki etkileri agisindan son derece degiskenlik
gostermektedir. Bakteriyel-fungal etkilesimler igerisinde en ilgi ¢ekici olan ve
bakterinin fungal hif igerisinde endofungal olarak yasadigi simbiyotik yasam
tarzidir. Fungal hiicrelerin i¢inde yasayan bakteriler endofungal bakteriler olarak
isimlendirilmistir. Endofungal bakteriler fungal sitozolde, misellerde, sporlarda ve
fungal vakuolde yasayabilmektedir. (Partida-Martinez vd., 2005; Partida-Martinez
vd., 2007;Partida-Martinez vd., 2008; Lackner vd., 2009a; Lackner vd., 2009b;
Lackner ve Hertweck, 2011; Lackner vd.,2011; Birol ve Giinyar, 2021; Giinyar vd.,
2022; Liu vd., 2024).

Misellerde ve sporlarda simbiyotik olarak yasayan endofungal bakteriler,
1970" lerde ilk olarak Bakteri Benzeri Organizmalar (BLO'lar) olarak
tanimlanmistir (Mosse, 1970). Endofungal bakterilerin dagilimi fungus alemindeki
tiim 6nemli siniflarin {iyelerini igermesine ragmen, mikorizal funguslar endofungal
bakterileri barmndirdig1 bilinen en yaygin gruptur. Ilk kez Gigaspora margarita
arbiiskiiler mikorizal fungusunda bulunan endofungal bakteri Candidatus
glomeribacter gigasporum olarak tanmmlanmustir (Bianciotto vd., 2003).
Endofungal bakteriler; oOkaryotik hiicreler olan funguslarin sporlarinda,
sitoplazmasinda, membrana bagh vakuollerinin i¢inde yasayarak hiicre yapilarini
koruyup hayatta kalmaya devam ederler ve bu sekilde kendilerini gelecek nesillere
aktarabilmektedirler (Siavoshi vd., 2019; Birol ve Giinyar, 2021; Giinyar vd.,
2022).

Fungus hiicrelerinin i¢inde endofungal olarak yasayan bakteriler uzun stiredir
bilinmektedir ve 6zellikle cevresel orneklerden izole edilen funguslar igerisinde
yasayan endofungal bakterilerin gesitliligine dair ve endofungal bakterilerin iirettigi
sekonder metabolitler {izerine yapilmis ¢ok sayida ¢alisma vardir (Partida-Martinez
vd., 2005; Partida- Martinez vd., 2007a; Partida-Martinez vd., 2007b; Partida-
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Martinez vd., 2007c; Partida-Martinez ve Hertweck, 2007; Partida-Martinez vd.,
2008; Lackner vd.,2009a; Lackner vd., 2009b; Lackner vd., 2011; Birol ve Giinyar,
2021; Giinyar vd., 2022; Liu vd., 2024). Ancak klinik 6rneklerden izole edilen
funguslar ve barindirdiklart endofungal bakteriler ile ilgili cok siirh sayida ¢caligma

mevcuttur.

Filamentli Rhizopus tiirlerinin bazi suslar, fermente gida firetiminde
kullanilirken, bazilarida bitki patojenleri ve firsat¢i insan patojenleri olarak
bilinmektedir. Bazi Rhizopus tiirlerinin toksin treticisi endofungal bakterileri
barindirdigina dair raporlar bulunmaktadir ve endofungal bakteri-Rhizopus
birlikteliginin  gida giivenligi ve insan saghgi acisindan 6nemli oldugu rapor
edilmistir (Lackner vd., 2011). Baz1 endofungal bakteriler Okaryotik konukg¢u
hiicrelerdeki B-tubulin'e baglanarak mitozu bloke eden rhizoxin toksinini
salgilamaktadir. Rhizoxin toksininin insan kanser hiicre dizileri dahil bir ¢ok
Okaryotik hiicrede giiclii antimitotik aktivitesi nedeniyle, potansiyel bir antitimor
ajan olarak 6nemli derecedeilgi gormektedir (Partida-Martinez vd., 2005; Partida-
Martinez vd., 2007a; Partida-Martinez vd., 2007b; Partida-Martinez vd., 2007c;
Partida-Martinez ve Hertweck, 2007; Partida-Martinez vd., 2008; Lackner
vd.,2009a; Lackner vd., 2009b; Lackner ve Hertweck, 2011; Lackner vd., 2011;
Richter vd., 2024).

R. microsporus fungusundan izole edilen endofungal bakteri rhizoxin iiretme
yetenegine sahip oldugu igin Burkholderia rhizoxinica olarak isimlendirilmistir. B.
rhizoxinica’nin rhizoxin liretme kapasitesine dair yapilan ¢alismalarda rhizoxinin
mindr bir bilesen oldugu ve 20’den fazla anti-mitotik tiirevi oldugu gosterilmistir.
Anti-mitotik 6zellige dahip diger bilesenler rhizoxinle karsilastirildiginda daha
yiiksek sitotoksik aktivite sergilediikleri rapor edilmistir ve giiniimiize kadar
bilinen en gii¢lii anti-mitotik ajanlar arasinda oldugu belirtilmistir (Partida-
Martinez vd., 2005; Partida-Martinez vd., 2007; Schmitt vd., 2008; Lackner vd.,
2009a;Lackner vd., 2011).
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Partida-Martinez ve arkadaslarinin endofungal bakteriler tarafindan iiretilen
toksinlere dair yaptig1 baska bir ¢alisma yapmustir. Rhizonin A ve rhizonin B
toksinlerinin Mozambik yer fistigindan izole edilen R. microsporus iginde
endofungal olarak yasayan Burkholderia endofungorum tarafindan salgilandigmi
rapor etmistir (Partida-Martinex vd., 2007).

Ekmekten izole edilen R. microsporus Rh-2 ve Rhizopus sp. F-1360 suslarmin
rhizoxin fireticisi oldugu ve yer fistigindan izole edilen R. microsporus MRC
303’iin giiclii bir hepatotoksik rhizonin tireticisi oldugu rapor edilmistir (Jennessen

vd., 2005).

Lackner ve arkadaglarmin yaptig1 bir ¢aligmada 20 farkli Rhizopus tiiriinden
toplam 8 fungal susun endofungal bakteri igerdigi ve rhizoxin iiretebilme

kapasitesine sahip oldugu saptanmustir (Lackner vd., 2009b).

Oshima ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, toprak kaynakli Mortierella
elongata FMR23-61B1 ‘da endofungal olarak yasayan bakteri izole edilmistir. Dizi
analizi sonucunda ¢alismada izole edilen endofungal bakterinin Burkholderiaceae
ailesinde belirgin bir grup olusturdugu goriilmiistiir. Bu tiriin -~ Mycoavidus

cysteinexigens gen. nov., sp. nov. oldugu rapor edilmistir (Ohshima vd., 2016).

Schulz-Bohm ve arkadaglarinin ~ yaptigi bir ¢alismada Carex arenaria
bitkisinin rizosferinden izole edilen, saprotrofik fungus Mucor hiemalis ile iligkili
endofungal bakteri toplulugu ilk kez tanimlanmustir. Calismada endofungal
bakterilerin  Bradyrhizobium oligotrophicum, Bradyrhizobium liaoningense,
Brevundimonas sp., Pseudomonas sp., Serratia subsp. sakuensis, Rhadonobacter
sp., oldugu belirlenmistir (Schulz-Bohm vd., 2017).

Birol ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada piyasada satisa sunulan gida
orneklerinden izole ettikleri 51 Rhizopus susundan 14’iinde endofungal bakterileri
izole etmislerdir. 14 Rhizopus tiiriiniin ve iginde barindirdig1 endofungal bakterinin

tanist sonucunda tiim funguslarin Rhizopus oryzae, bakterilerin 11 Serratia
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marcescens, 1 Pseudomonas fluorescens, 2 Klebsiella pneumoniae oldugu

belirlenmistir (Birol ve Gunyar, 2021).

Giinyar ve arkadaglarinin yaptigi calismada 237 farkli tarim alanindan alinan
toprak Orneklerinden izole edilen Zygomycetes grubu funguslarda endofungal
bakterilerin varligi arastirilmustir. 237 Zygomycetes izolat1 elde edilmistir. Tim
fungal izolatlarda endofungal bakterilerin varhigi, ribozomal RNA’ya yonelik
oligoniikleotid prob kullanilarak gerceklestirilen floresan in situ hibridizasyon
(FISH) analizi ile arastirdlmistir. FISH analizi sonucunda fungal hiflerde
endofungal bakteri hiicreleri goézlenmistir ve ardindan endofungal bakteri
izolasyonu gerceklestirilmistir. Endofungal bakteri izolasyonu gergeklestirilen 20
Zygomycete izolat1 fenotipik ve genotipik olarak tanimlanmustir. Fungusun total
DNA st kullanilarak gergeklestirilen 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonunun
ardindan  elde edilen dizilerin sekans analizi ile endofungal bakteriler
tanmimlanmuigtir. Calismada  Alcaligenes faecalis (11), Bacillus circulans (1),
Bacillus thuringiensis (3), Bacillus cereus (1), Klebsiella pneumoniae (2),
Leucobacter aridicolis (1) ve Serratia marcescens (1) endofungal bakteri tiirleri

olarak tanimlanmistir (Gunyar vd., 2022).

Cheng ve arkadaslarmin gergeklestirdigi bir calismada Fusarium oxysporum
KB-3'lin, hiflerinde endohifal bakterilerin varligi 16S rDNA gen bélgesinin PCR
amplifikasyonu ve SYTO-9 floresan niikleik asit boyama yontemi ile gdsterilmistir.
Fusarium oxysporum KB-3’iin igerisinde yasayan endofungalbakterinin Klebsiella
aerogenes KE-1 susu oldugu belirlenmistir. Endohifal bakteri, wild type Fusarium
oxysporum KB-3 (KB-3-) susundan basariyla izole edilmis ve GFP ile isaretlenmis
Klebsiella aerogenes KE-1 susu, KB-3 susuna (KB-3*) daaktarilmistir. KE-1, KB-
3, KB-3" ve KB-3* suslarinin kiiltiir sivilarinda indol-3-asetik asit (IAA) tiretimi
HPLC ile incelenmistir. En yiiksek A A konsantrasyonlar sirasiyla 76.9, 31.4, 9.6
ve 19.4 pg/ml olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, {ic fungal kiiltiir sivist
domatesin kok ve gévde biiylimesini tesvik etme yetene§i gostermistir. Sonuglar,

mikorizal Fusarium susu KB-3'lin bitki biiyiimesini destekleme yeteneginin, i¢inde
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barindirdig1 endofungal bakterisi Klebsiella aerogenes KE-1'in belirli miktar IAA

iiretmesinden dolay1 arttigmi gostermistir (Cheng vd., 2022).

Mucorales (Mucoromycotina) i¢indeki termotolerant funguslar arasinda
Burkholderiaceae ile iligkili endobakteriler (BRE) nadiren bulunmaktadir ve bilinen
konukcu araligi Rhizopus spp. ile sinirlidir. BRE’nin dagilmi, son zamanda
Mortierellaceae spp. (Mortierellomycotina) gibi diger fungus gruplarinda
genislemistir. Takashima ve arkadaglarlarinin yaptig1 bir ¢alismada Japonya’nin
Ogasawara (Bonin) Adalar’'ndan Haha-jima Adasi’'ndan toplanan Ornekten
termotolerant bir mucoralean fungus izole edilmistir. Fungus morfolojik,
filogenetik ve fizyolojik olarak karakterize edilmis ve yeni bir tiir Saksenaea
boninensis sp. nov. olarak Onerilmistir. Fungus taksonomisine ek olarak, bu
izolattan elde edilen total DNA’da 16S rRNA geninin PCR ile amplifikasyonu,
floresan mikroskop gozlemleri ve endofungal bakterinin saf kiiltiirde izole
edilmesiyle BRE’nin varligi tespit edilmistir. BRE’nin 16S rRNA geninin
filogenetik analizi, bilinen tiim BRE’lerden farkli oldugunu gdstermistir. 16S rRNA
geninin  filogenetik analizi, endofungal bakterinin  filogenetik olarak
Burkholderiaceae familyas ile iliskili oldugunu gdstermistir. Ancak endofungal
bakterinin  filogenetik konumu ne "Glomeribacter-Mycoavidus” ne de
Mycetohabitans spp. ile kiimelenmemistir. Bu sonug, S. boninensis izolatlarinda
bulunan endofungal bakterinin yeni BRE soyu (bundan sonra "SakBRE" olarak
adlandirilacaktir) oldugunu gostermektedir. Saksenaea cinsinde kiiltiire edilebilir
bir BRE soyunun kesfi, mucorales grubu fungus-BRE iliskilerinin evrimsel
kokenine yeni bir anlayis katacak ve mukormikozis olusturan termotolerant
mucoralean funguslariyla iligkili endofungal bakterilere daha fazla dikkat edilmesi

gerektiginin altin1 ¢izecektir (Takashima vd., 2023).

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Rhizoctonia solani'den izole
edilen Enterobacter sp. Crenshaw (En-Cren) karakterize edilmistir ve bakterinin
fungus ile iligkili fenotipik Ozellikler agisindan genetik potansiyeli arastirilmustir.
Genel olarak, En-Cren genomunun boyutu cinsin iyeleri i¢in tipiktir ve serbest

yasamaya uygun bir biiylime kapasitesine sahiptir. Genom boyutu 4.6 MB’dir ve
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plazmid tespit edilmemistir. Filogenetik olarak yakin akrabalari olan diger
Enterobacter spp. ile karsilastirildiginda, onlardan farkli genler bulundurdugu
tespit edilmistir. Bakteride Tip VI sekresyon sistemi ve siyanat asimilasyon genleri
tespit edilmistir, ancak baz1 yaygin agir metale kars1 direng genleri yoktur. En-Cren,
indol-3-asetik asit (IAA) ve fenilasetatik asit (PAA) biyosentezi igin gerekli olan
anahtar genleri icermektedir ve in vitro ortamda IAA ve PAA iiretmektedir. Bu
durum da fungal patojenin ekolojisini veya patojenitesini in  Vvivo
etkileyebilmektedir. En-Cren'in R. solani'nin hifleri boyunca ve kiiltiire edildiginde
diger basidiyomisetler ve askomisetler iizerinde hareket ettigi gézlemlenmistir.
Bakteriyel flagellum hif hareketi i¢in esastir, diger yollar ve genler de buna dahil
olabilmektedir. Calismada gergeklestirilen Enterobacter sp. Crenshaw'in
karsilastirmali genom analizi, bu endohifal bakterinin rizosferdeki ekolojisi ve
evrimi hakkinda daha fazla bilgi saglamak igin kaynaklar sunmaktadir. indol-3-
asetik asit ve fenilasetatik asit iiretme yetenegi, bitki-patojen etkilesimleri sirasinda
fitohormonlarm etkisini incelemek i¢in yeni arastrma konularini sunmaktadir.
Bakterinin ¢esitli fungus gruplarindan bazilarinin biiyiimelerini inhibe etme
davranisi, hentiz kesfedilmemis bakteriyel-fungal sinyallesme ve etkilesimlerin var

olabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Zhang vd., 2024).

Liu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, R. arrhizus'un farkli suslariyla
iligkili iki ayr1 endofungal bakteri (EFB) canli/6lii boyama, in situ floresan
hibridizasyon, transmisyon elektron mikroskobu ve 16S rDNA dizilemesi
kullanilarak tanimlanmustir. R. arrhizus XY 03792 ve XY 03829 fungal suslarindan
saflastirilan endofungal bakteriler sirasiyla Pandoraea sputorum EFB03792 ve
Mycetohabitans endofungorum EFB03829'dur. Bu ¢alisma, Pandoraea'nin bir
endofungal bakteri olarak tanimlandig: ilk ¢alismadir. Serbest yasayan akrabalarina
kiyasla, P. sputorum EFB03792 viriilans faktori ile ilgili 28 spesifik gen, alt1
spesifik CE10 aile genleri ve tip III salimim sistemi (T3SS) ile iligkili 74 gen
barindirmaktadir ve bu sayede yayilma ve kolonizasyonundaki kritik rolii
vurgulanmistir. Calismanin sonuglart R. arrhizus’un , endofungal M. endofungorum

icin yeni bir konukcu olabilecegini gostermektedir (Liu vd., 2024).
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2.5. Insan Viicudundaki Endofungal Bakteriler

Endofungal bakterilere dair caligmalar bir 6nceki bolimde agiklandig1 gibi
genellikle cevresel Omneklerden rapor edilmistir. Klinik orneklerle yapilan

caligmalar sinirhidir.

Partida-Martinez ve arkadaglarmm yaptigi c¢alisgmada 8 klinik Rhizopus
microsporus susunun viriilansinin endofungal bakterilerle ile iliskili olup
olmadigmi belirlemek igin bu klinik izolatlarda endofungal bakterilerin varligni

arastirmiglardir (Partida-Martinez vd., 2008).

Ibrahim ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada, klinik Rhizopus oryzae
izolatlarmda endofungal bakterilerin varlig1 ve zigomikozise katkisi olup olmadigi
arastirllmistir. Bu amagla PCR ile 28 klinik Zygomycetes izolatinin 15'inde (%54)
endofungal bakteriler tespit edilmistir ve endofungal bakteri suslarmin 9%33'i
Burkholderia 16S rDNA’s1 ile %87'den fazla benzerlik gostermistir. Endofungal
bakteri barindiran funguslardan alman mycelial ekstraktlarda rhizoxin varligi
yiiksek performansl stvi kromatografi (HPLC) analizi ile dogrulanmustir. (ibrahim
vd., 2008).

Dolatabadi ve arkadaglart 8 klinik, 20 gida ve 4 cevresel ve 1 izolasyon
kaynag1 bilinmeyen 6rnekten izole ettikleri 33 Rhizopus microsporus ve 21 Klinik,
5 gida, 5 gevresel kaynaklardan izole ettikleri 31 Rhizopus arrhizus susu olmak
tizere toplamda 64 Rhizopus spp. ‘de endofungal bakterilerin varligini
arastirmislardir. 3 gida, 1 klinik , 1 izolasyon kaynagi bilinmeyen, 2 cevresel
kaynakli ornekten izole edilen 7 Rhizopus microsporus susunda endofungal
bakteriler tespit edilmistir. Higbir Rhizopus arrhizus susunda endofungal bakteri
tespit edilmemistir (Dolatabadi vd., 2016).

Yang ve arkadaglarmm 2022 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ciddi derecede
bagigiklik sistemi baskilanmig bir hastada, R. microsporus fungusunun neden
oldugu multifokal pnomoni ile iliskili M. rhizoxinica bakteriyemisini rapor

etmiglerdir (Yang vd., 2022). Calismada hastanin kanindan izole edilen endofungal
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bakteri M. rhizoxinica'yi, hastanin solunum drneginden izole edilen R. microsporus
kiifii icinde bulunan bakterilerle iliskili oldugunu gosteren net kanitlar
sunulmaktadir. Antibiyotige baslanmadan Once kan kiiltiiriinde izole edilen
bakteriler, test edilen antibiyotiklere kars1 duyarhidir ve tedaviden sonra hizla yok
olmustur. Bununla birlikte, antibiyotiklerin fungus sitoplazmasi i¢indeki bakterilere
kars1 etki gosterip gostermedigi veya etkinin sadece funguslarin digindaki bakteriler
icin mi oldugu agik degildir. Bakterilerin biiyiik olasilikla in vivo olarak fungusun
icinde bulundugunu ve yalnizca Ormnek izole edildikten sonra fungus
parcalandiginda veya degrade oldugunda inkiibasyon sirasinda kan kiiltiirii
sisesinde biiylidiigli hipotez edilmistir. Kan kiiltiiriniin Mucorales tiirleri i¢in
uygun olmamasi, bu kiiflerin genellikle kan kiiltiirii islemi sirasinda oldiigiinii
gostermektedir. Klinik belirtiler nedeniyle, bakterilerin sepsise katkida
bulunmadig1 bunun yerine hastanin CAR T-hiicresi tedavisine bagh bagisikligmin
baskilanmasi sirasinda ortaya ¢ikan invaziv fungal enfeksiyon i¢in bir sinyal gorevi
gordiigii disiliniilmektedir. Calismada analize alinan hasta hizla dekompanse
olmustur ve fungus tespit edilemeden ve antifungal tedavi baslatilamadan hayatini
kaybetmistir. Enfekte dokularda enfarktiis ve nekroz mukormikozun ayurt edici
ozellikleridir. Bu vakada pulmoner bulgulara ve hemorajik beyin enfarktiisiine
dayanan olast tan1 olan dissemine mukormikozis, %90'm iizerinde mortalite
orantyla birlikte hizla ilerleyen bir enfeksiyondur. Bu hastanm, derin immiin
baskilanma nedeniyle yaygin mukormikoz riski altinda oldugu belirtilmistir.
Mukormikozun erken teshisi ve hizli tedavisi, klinik sonuglarmn iyilestirilmesind e
en temel anahtardir. Bu vakada altta yatan bulasici siireg¢ yaygin mukormikoz gibi
goriinmektedir, ancak bu raporda olasi tantyr dogrulamak i¢in otopsi incelemesi
bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak, klinik O©rnekten endofungal bakteri M.
rhizoxinica'nin izolasyonunun invaziv Rhizopus enfeksiyonunu isaret edebilecegi
tespit edilmistir. Cogu klinik laboratuvarda kullanilan tanimlama ydntemleri sinirl
oldugundan, endofungal bakteriler tanimlanamayabilmektedir ve tanimlanmast igin

sekans analizi yapilmas: gerekmektedir (Yang vd., 2022).

Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerdeki fungal enfeksiyonlar 6nemli bir

klinik sorundur. Mucorales grubundaki fungus sporlart c¢evrede her yerde
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bulunabilmektedirler. Bu grubun iiyeleri bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde
akut invaziv enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bunu nasil basardiklar1 ve
virlilans mekanizmalarinin edinilmesinin altinda yatan evrimsel giicler yeterince
anlagilmamustir. Itabangi ve arkadaslarinin yaptigi calismada R. microsporus klinik
izolatinin hem zebra baliginda hem de farelerde viriilans icin gerekli olan
endofungal Ralstonia pickettii  barindirdigin1 ve bu endofungal birlikteligin
toprakta yasayan bir amip tiirii olan Dictyostelium discoideum'un biiytimesini gii¢lii
bir sekilde baskilayan faktdrlerin salgilanmasmi ve diger mikroorganizmalari
oldiirme yetenegi sergiledigini rapor etmislerdir. Amipler hem bakterilerin hem de
funguslarin dogal cevresel yirticilari oldugundan, bu tglii krallik etkilesiminin
endofungal birlikteligin kurulmasina ve anti-fagosit aktivitesinin kazanilmasina
katkida bulundugu distiniilmektedir. ~ Bu aktivitenin,  fungus sporlarini
fagositozdan ve insan makrofajlari tarafindan yok edilmekten korudugu
gosterilmistir. Endofungal bakterinin uzaklastirilmasiyla ~ fungus sporlarmnin
avirulent hale geldigi rapor edilmistir. Bu bulgular, hayvanlardaki R. microsporus
patogenezinde bakteriyel bir endofungal bakterinin yeni bir roliinii tanimlamaktadir

(Itabangi vd., 2022).

Tansarli ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada endofungal bakteri
Mycetohabitans rhizoxinica'nin (eski adiyla Burkholderia rhizoxinica) ve konukgu
fungusu molekiiler yoOntemler kullanilarak ayn1  doku Orneklerinden
tanimlamuslardir ve histopatolojiyle kanitlanmis rinoserebral mukormikozun ilk iki

vakas1 sunulmustur (Tansarli vd., 2023).

[k vaka; ani gérme kaybi, agri ve sol gézde proptoz sikayetiyle basvuran,
son donem bobrek hastaligi bulunan 56 yasinda bir erkek hastadir. Hastanin bag
viicut bilgisayarli tomografi anjiyografisinde (BTA) spesifik olmayan bulgular
nedeniyle inme degerlendirmesi negatiftir. Dort glin sonra hastada subaraknoid
kanamaya bagh olarak akut sag hemipleji gelismistir. Tekrarlanan BTA'sinda
supraklinoid sol internal karotid arterden (ICA) kaynaklanan ve riiptiire mikotik
anevrizma oldugu tahmin edilen 5 mm'lik yeni bir anevrizma ortaya ¢ikmistir.

Sfenoid dokudan alman kiiltiirde, 16S rRNA geninin V1-V2 hiperdegisken
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bolgesinin PCR amplifikasyonu ve Sanger dizilimi ile M. rhizoxinica olarak
tanimlanan Gram-negatif bir organizma ve Mucormcyete grubuna 6zgl nested
PCR’la R. microsporus tespit edilmistir. ~ Hastaya sol supraklinoid IKA
embolizasyonu uygulanarak 1V posakonazol tedavisi uygulanmstir ama hasta

maalesef hayatini kaybetmistir.

Caligmadaki ikinci vaka, sinlis enfeksiyonu Oykiisii olan ve beyin dura
tabanina uzanan yeni bir siniizit gelisen 52 yasinda erkek hastadir. Hasta
okiilomotor felg, bas agris1 ve gérme kaybi semptomlariyla klinige bagvurmustur.
Beyin MR'1 ameliyat1 gerektiren bir lezyonu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sfenoid
mukozanin biyopsi bulgular1 bilinmemektedir ve bakteri kiiltiiriinde koagiilaz
negatif  stafilokoklar ve Cutibacterium spp. tespit edilmistir. Hasta
amoksisilin/klavulanat ile tedavi edilmistir ve semptomlar1 diizelmistir. Fakat bir
ay sonra kotiilesen bas agrilar1 olugsmustur ve yeni bir ameliyat gerceklestirilmistir.
Biyopsi yapilan dokunun histopatolojik incelemesinde mukormikoz ile uyumlu,
genis ve serit benzeri aseptat hifler tespit edilmistir. Hastaya 6 hafta boyunca
doksisiklin ve yiiksek doz posakonazol tedavisi verilmistir. Fakat beyin lezyonlar1
ve semptomlar1 geri geldigini icin hastaya izavukonazole verilmistir. Ilave 4 ayhk
tedavi sonrasinda hastanin MR'1 stabil ve hafif bas agrisi semptomlar1 ortaya
cikmugtir. PCR ¢aligmalartyla, hem sinlis hem de beyin zarindan (dura) alinan
numunelerde M. rhizoxinica tespit edilmistir. Her iki 6rnekte de R. microsporus’un
tespit edilmesi icin spesifik PCR gerceklestirilmistir.  Klinik 6rneklerde M.
rhizoxinica'y1 tespit eden onceki ¢aligmalar ayrintili klinik bilgiler igermemektedir
ve bakterinin kontaminasyondan kaynakli olmadig1 ayirt edilememektedir. Yapilan
bu ¢alismada iki vakada da endofungal bakteri varliginda fungusun patojesinin
arttigina dair net bir kanit gosterilememistir. Ancak mukormikoz i¢in belirlenmis
bir risk faktoriiniin yoklugunda her iki hastada da ciddi enfeksiyon gelismesi bu
stipheyi arttirmaktadir. Endofungal bakterileri tasiyan fungal suslarn farkli bir
doku tropizmine sahip olup olmadigin1 veya bagisiklik sistemi zayifligi olmayan
veya smirli olan hastalarda daha sik ortaya ¢ikip ¢ikmadigini belirlemek ic¢in ek
calismalara ihtiya¢ vardir. Bulgular, genis aralikli bakteriyel PCR'in belirli
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mukormikoz siiphesi vakalarinda ikincil bir teshis aract olarak hizmet etme

potansiyelini vurgulamaktadir (Tansarli vd., 2023).

2.6. Candida spp. Ve Endofungal Bakteriler

Endofungal birliktelikte hem fungal hem bakteriyel partner biyolojik olarak
farkl taksonomik c¢esitlilige sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Candida
tiirleri icerisinde endofungal bakterilerin varligir saptanmistir (Saniee vd, 2013a;
Saniee vd, 2013b; Siavoshi vd, 2013; Matamala-Valdés vd, 2018; Siavoshi vd.,
2019; Sanchez-Alonzo vd, 2020; Heydari vd., 2020).

2.6.1. Helicobacter pylori:

Helicobacter pylori (H. pylori), insan midesinin mukozasinda kolonize olan
bir gram-negatif , mikroaerofilik, spiral, kivrimli sekle sahip bakteridir. Bu sekli
onun mukus tabakasinda hareket etmesine ve mide epitel hiicrelerine ulagmasma
yardimci olmaktadir. H. pylori’nin, diinya ¢apinda kronik gastrit, peptik iilser, mide
adenokarsinomu ve MALT lenfoma gibi c¢esitli gastroduodenal hastaliklarin
etiyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. H. pylori'nin basarth bir
patojen olmasinin en Onemli sebeplerinden biri, sahip oldugu ¢esitli viriilans
mekanizmalandir. Bu mekanizmalar, bakterinin konak savunma
mekanizmalarmdan kagmasma, mukozada kolonize olmasma ve hasara yol

acmasina yardimci olmaktadir (Kusters vd., 2006; Salama vd., 2013; Backerts ve
Blaser, 2016).

Mide lLimeni asidik bir pH’ya sahiptir. H. pylori mide limeninde ¢ok kisa
stirede yasayabilmektedir. En kisa slirede yasayabilecegi mide mukus tabakasina
ulagmasi gerekmektedir. H. pylori hizli hareketi ve {ireaz enzimi sayesinde mucus
tabakasina ulagmaktadir. Bakteri epitel hiicrelerden salgilanan {ireyi, iireaz enzimi
aracihgiyla pargalayarak amonyak olusturmaktadir ve bu amonyak sayesinde
icerisinde yasayabilecegi pH araligini olusturmaktadir (Kusters vd., 2006). VacA
proteini, H. pylori’yi bakterisidal etkilerden koruyan bir proteindir. H. pylori

suslarmin yaklagik % 50’sinde bulunmaktadir. Bu proteinin mide patojenezinde
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Oonemli bir virulans faktorii olabilecegi yapilan caligmalarda rapor edilmistir

(Figueiredo vd., 2005; Kusters vd., 2006).

2.6.2. H.pylori’nin virulans o6zellikleri:

H. pylori kamgisi sayesinde diisiik pH’li mide kosullarindan mide epitel
hiicrelerine hareket edebilmektedir. Bakteri kamgisi sayesinde mukus tabakasmdan
gecebilmektedir. Midedeki asidik ortamdan kacamayan hareketsiz bakteriler

midede kolonize olamaz (Har vd., 2003).

H. pylori, spiral sekli ve kamgisi sayesinde midenin viskoz mukus
tabakasmda hareket edebilir. Kamg¢1 bakterinin sivi ortamda yiizmesine ve kati
yiizeylerde kaymasina olanak tanimaktadir. H. pylori, kemotaksis ad1 verilen bir
mekanizma ile kimyasal sinyalleri algilar ve bu sinyallere dogru hareket etmektedir.
Bu 0zellik, bakterinin mide mukozasinda besin maddelerini bulmasmma ve uygun
kolonizasyon bdlgelerine ulasmasina yardimei olmaktadir. H. pylori, {ireaz enzimi
ireterek mide asidini notralize ederken, kamg¢i sayesinde mukus tabakasinda
hareket eder ve epitel hiicrelere ulagsmaktadir. Kamg1 bakterinin mukus tabakasinda
lleri dogru hareket etmesini saglamaktadir. Bu hareketlilik, bakterinin mide
mukozasinda dahaderin katmanlara niifuz etmesine ve dahaiyi bir sekilde kolonize
olmasina olanak tanimaktadiwr. H. pylori tip III ve tip IV salgi sistemlerini
kullanmaktadir. Bu salgi sistemleri, kamg¢ilarin montaji ve hareketliligi i¢in gerekli
proteinleri saglamaktadir. Tip III salgi sistemi, kamg¢min bazal govdesinin
montajinda rol oynar ve kamg¢mim hiicre zarindan ge¢mesini saglar. Tip IV salgi
sistemi ise, kamg¢min ucundakifilamentin montajini ve uzamasmi diizenlemektedir.
Kamg1 sayesinde bakteri konak savunma mekanizmalarindan ka¢masma ve
bagisiklik sisteminden korunmasina yardimci olmaktadir (Lertsethtakarn vd.,

2011).

Ureaz, H. pylorimin mide mukozasinda kolonize olmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. Bakteri, mukus tabakasmda iireyi liraz enzimi ile hidrolize ederek

lokal bir pH artis1 saglamaktadir ve bu da bakterinin mukus tabakasinda hareket
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etmesine ve epitel hiicrelere ulagsmasma olanak tanmmaktadir. Ureaz negatif
mutantlar, mide mukozasinda kolonize olma yeteneklerini biiylik Olgiide
kaybetmektedirler, bu da iireazin kolonizasyon i¢in ne kadar énemli oldugunu
gostermektedir.  Ureaz, H. pylorinin konak savunma mekanizmalarindan
kagmasma yardimci olmaktadir. Amonyak, bagisiklik hiicreleri {lizerinde toksik
etkiler yaparak lokal inflamasyonu arttirmaktadir ve bagisiklik yanitin1t modiile
etmektedir. Ureaz sayesinde H. pylori'nin fagositik hiicreler tarafindan taninmasini
ve yok edilmesini zorlasmaktadir. H. pylori'nin {ireaz iiretimi, mide mukozasinda
kronik iltihaplanma ve hiicresel hasara yol agmaktadir boylece bu durum kronik
gastrit, peptik iilser ve uzun vadede mide kanseri riskini arttirmaktadir. Ureaz
aktivitesi, mide epitel hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicresel dongi

bozukluklarma ve malign transformasyonlara katkida bulunabilmektedir (Olivera-
Severo vd., 2017).

VacA (vacuolating cytotoxin A) H. pylori’nin virulansinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. VacA, H. pylori'nin konukgu hiicrelerine zarar vermesini ve bagisiklik
sisteminden ka¢masmi saglayan Onemli bir toksindir. VacA, hiicrelerde
vakuolizasyon adi verilen biiyiik vezikiillerin olusumuna neden olmaktadir. Bu
vakuoller, hiicre i¢i transport sistemlerini ve hiicresel homeostazi engellemektedir.
VacA, mitokondriye baglanarak apoptotik yollan tetikleyebilmektedir ve hiicre
oliimiine yol agabilmektedir. VacA, endozomal-lysosomal yolaklar1 bozmaktadir
ve hiicredeki besinlerin ve organellerin normal isleyisini engellemektedir.
VacA’nin konukgunun bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarma karsida olumsuz
etkisi bulunmaktadir. Bu toksin, T hiicrelerinin proliferasyonunu ve aktivasyonunu
inhibe ederek, H. pylori'nin bagisiklik sisteminden kagmasini kolaylastirmaktadir.
VacA'nin neden oldugu hiicresel hasar ve inflamasyon, kronik gastrite ve peptik
iilserlere sebep olmaktadir. Kronik inflamasyon ve hiicre hasari, mide mukozasinda
metaplazi ve displaziye neden olabilmektedir bdylece gastrik kanser riskini
arttirmaktadir. Konak hiicrelerinin bagisikhik yanitin1 zayiflatarak H. pylori'nin
mide mukozasmda wuzun siireli hayatta kalmasmi desteklemektedir. Bu,
enfeksiyonun kroniklesmesine ve daha ciddi hastaliklara yol agmasina neden

olmaktadir. VacA'min immiinmodiilator etkileri, bakterinin konak savunma
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mekanizmalarindan kagisin1 ve enfeksiyonun kalict hale gelmesini saglamaktadir

(Garruti vd., 2021).

H. pylori'nin dis zari, lipopolisakkaritler (LPS) icermektedir. LPS, bagisiklik
sistemini etkileyen ve inflamatuar yanitlari tetikleyen bir viriilans faktoriidiir. H.
pylori'nin LPS'i, diger bakteriyel patojenlerin LPS'lerinden farkhidir. H. pylori'nin
LPS'1, bagisiklik hiicrelerinde Toll-like reseptorler (TLR) lizerinden farkli yanitlar
tetikleyebilmektedir. Oregin, baz1 ¢alismalar H. pylori LPS'inin TLR2 aracihigtyla
niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonu ve kemokin ekspresyonunu
arttirabilecegini rapor etmistir. H. pylori LPS'inin TLR4 ile etkilesimi daha zayif
olup, bu durum bakterinin bagisiklik sistemi tarafindan taninma ve inflamatuar
yanit tetikleme kapasitesini azaltmaktadir. Bu 06zellik, bakterinin kronik
enfeksiyonlar olusturmasmna ve uzun siireli mide mukozasinda kalmasina olanak
tanimaktadir. D1s zarda ¢esitli adhesinler (baglanma proteinleri) bulunmaktadir. Bu
adhesinler, bakterinin mide epitel hiicrelerine baglanmasmi saglamaktadir. BabA
(Blood-group antigen-binding adhesion) kan grubu antijenlerine baglanarak H.
pylori'nin mide epiteline tutunmasmi saglamaktadir. Ozellikle Lewis b antijenine
ve H1 antijenine baglanabilmektedir. BabA, H. pylori'nin mide epiteline sikica
baglanmasma yardimer olarak CagA gibi diger virulans faktorlerinin hiicreye
tasinmasin1 kolaylastirmaktadir. SabA (Sialic acid-binding adhesin) sialik asit
iceren glikolipidlere, ozellikle sialyl-Lewis x ve sialyl-Lewis a antijenlerine
baglanmaktadir. Bu adhesin, 6zellikle mide mukozasinin inflamasyonu sirasinda
onem kazanmaktadr, ¢linkii sialik asit modifiye glikolipidler inflamasyon sirasinda
artmaktadir ve bu da SabA'nin baglanma yetenegini arttirmaktadir (Posselt vd.,
2013; Oleastro ve Menard, 2013; Sedarat ve Taylor-Robinson, 2024).

CagA (Cytotoxin-associated gene A), H. pylorinin patogenezinde rol
oynamaktadir. CagA, Tip IV sekresyon sistemi aracilifiyla bakteriden konak
hiicrelere enjekte edilmektedir ve bakterinin mide epitel hiicrelerine tutunmasini,
enfeksiyon olusmasini saglamaktadir. CagA, konak konak hiicrelere girdikten sonra
hiicresel sinyal yollarmi degistirerek hiicre sekli, proliferasyonu ve motilitesinde

degisikliklere neden olmaktadir. CagA, niikleer faktér kappa B (NF-kB) gibi
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inflamatuar yolaklar1 aktive ederek, sitokin iiretimini ve inflamatuar yanitlari
arttirmaktadir. Kronik inflamasyon, hiicresel hasar ve siirekli hiicresel yenilenme,
mide epitelyumunda metaplazi ve displaziye neden olabilmektedir bdoylece gastrik

kanser riski artmaktadir (Garruti vd., 2021).

dupA (duodenal ulcer promoting gene A) geminin H. pylori'nin
patojenezinde onemli bir gen oldugu kabul edilmistir. Bu genin varligi veya
yoklugu, H. pylori enfeksiyonunun klinik seyri ve hastalik sonucunu
ettkileyebilmektedir. I1k olarak 2005 yilinda tamimlanmustir ve peptik iilser hastalig:
olan bireylerde daha az bulundugu rapor edilmistir. dupA'nin fonksiyonlar1 ve
etkileri tam olarak anlasilmamis olsa da, bazi ¢alismalarda onun H. pylori'nin
gastrik  mukozaya baglanmasin1  arttirabilecegini, bagisiklik  yanitlarini
degistirebilecegini ve gastrik mukozanm inflamatuar yanitini etkileyebilecegini one
stiriilmektedir. dupA'nin varlig1 veya yoklugunun, H. pylori enfeksiyonunun klinik
seyrini ve hastanin peptik ilser gelistirme riskini etkileyebilecegini

diisiindiirmektedir, bu alandaki ¢alismalar devam etmektedir (Abadi vd., 2016).

2.6.3. Candida-H. pylori endofungal birlikteligi:

Endofungal bakteriler fungusun sitozol veya vakuoliinde yagamaktadir ve bu
durumun hem fungus hem de endofungal bakteri arasidaki iliski tiiriine ve
adaptasyon siireglerine bagh olarak degistigi diigiiniilmektedir. Fungal sitozolde
yasayan endofungal bakteriler genellikle daha yakin ve mutualistik bir iliski
kurmaktadirlar. Bu endofungal bakteriler fungal hiicrelerin sitozoliine yerleserek
dogrudan besin maddelerine ve metabolik iiriinlere erisebilmektedirler. Boylece
endofungal bakteriler yasamlarini siirdiirebilmek ve g¢ogalabilmek icin elverisli
ortam saglamis olurlar. Sitozolde yasayan endofungal bakteriler fungal savunma
mekanizmalarma karsi direng gelistirmistir ve bu kompartmanda aktif olarak
metabolik fonksiyonlarni siirdiirebilmektedirler. Bu birliktelik endofungal
bakterilerin daha uygun bir yasam ortami bulmalarma ve fungusun biiyiimesine

veya patojenlere kars1 direncini artirmasina yardimci olabilmektedir.
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Fungal vakuolde yasayan endofungal bakteriler fungusun savunma
mekanizmalarindan korunmak i¢in bu kompartmanda yer almaktadir. Fungal
vakuoller, hiicresel atiklarin depolandig1 ve hiicresel homeostazin saglandig: yerler
oldugundan, burada yasayan endofungal bakteriler, fungusun savunma sisteminden
kacarak hayatta kalabilmektedirler. Bu iki farkl yerlesim stratejisi, endofungal
bakterilerin funguslarla endofungal iliskiler gelistirmesine ve bu iliskileri devam
ettirmesine olanak tanimaktadir. Sitozolde yasayan endofungal bakterilerin
funguslarla daha yakin bir iliski kurarak metabolik avantajlar elde ettigi
diistiniiliirken, vakuolde yasayan endofungal bakterilerin daha giivenli bir ortamda
yasayarak uzun siire hayatta kalabildikleri disiiniilmektedir. Endofungal
bakterilerin bu farkli hiicresel kompartmanlarda yasama nedenlerinin evrimsel
adaptasyon ve konukg¢u-mikroorganizma iligkilerine dayandigi diistiniilmektedir.
Her iki durumda da endofungal bakterilerin funguslarla simbiyotik iliski

gelistirmesine ve bu iliskiyi devam ettirmesine olanak tanimaktadir.

Son yillarda yapilan bazi in vivo ve in vitro ¢alismalarda, H. pylori'nin gastrik
epitel hiicreleri, makrofajlar ve dentrik hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinde,
amipler ve Candida mayalart gibi g¢esitli Okaryotik hiicreler igerisinde
barmabilecegi gosterilmistir. Insan viicudunda veya belirli kosullar altinda, basta
H.pylori olmak iizere birgok bakteri Candida tiirlerinin vakuollerini istila
edebilmektedir (Alipour ve Gaeini, 2017). Maya vakuolleri bakterileri gevresel
streslerden korumaktadir ve cesitli besinler saglamaktadir (Siavoshi vd., 2003;
Sanchez-Alonzo vd., 2020). Fungus vakuolii, bitki vakuolleri ve memeli
lizozomlariyla belirli benzerliklere sahip asidik bir depolama bodlmesidir.
Vakuollerin ¢esitli islevleri arasinda glikoprotein déniisiimii ve hidrolizi, Ca?*
fosfat ve amino asitlerin depolanmasi, pH ve ozmotik diizenleme, iyon
homeostazisi ve sitoplazmik detoksifikasyon yer almaktadir. Vakuoller ayrica
biyosentetik, endositotik ve otofajik hiicresel yollardan gelen membranlari da

icermektedir (Siavoshi ve Saniee, 2014).

Fungal sitoplazmik membrandaki ergosterol, omurgallardaki kolesterole

benzer sekilde, membran lipitlerinin 6nemli bir bilesenidir ve ciftlesme ve
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endositoz sirasinda plazma membran flizyonu da dahil olmak {izere ¢esitli fungal
hiicresel siireglerde rol oynamaktadirlar (Weisman, 2003). Ayrica fungal
vakuollerin ve diger hiicre i¢i organellerin zarlarinda 6nemli miktarda ergosterol
bulunmaktadir. Endofungal olarak bulunan Helicobacter cinsi iiyelerinin hiicre
zarlarinda da biiyiik miktarda ergosterol bulunmaktadir. Ergosterol, H. pylori'deki
hiicresel notr lipidlerin yaklagik %70'ini olusturur; bu oran, Escherichia coli (E.
coli) i¢in %17 olan orandan ¢ok daha yiiksektir. Bu oran, dkaryotik fungal konukgu
ile simbiyotik iliskinin bir sonucu olarak gelismistir (Haque vd., 1996). Raporlara
gore H. pylori'de ergosterol varligi konukgu kolonizasyonu, patojenite ve
antibiyotik direnci agisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Siavoshi ve Saniee,

2014).

H. pylori maya yaninda diger Okaryotik hiicreler igerisinde de
bulunabilmektedir. H. pylori konak kolesteroliinii alarak glikozilasyon yoluyla
degistirmektedir ve glikozillenmis kolesterolii cgt tarafindan kodlanan bir
kolesterol glukozil transferazi aracihigiyla kendi ylizeyine dahil etmektedir. H.
pylori'nin kolesterol varliginda ve yoklugunda kiiltiire edilmesi ve in vivo
kolonizasyon yetenegi karsilastirilmistir. Bakterilerin iki katma g¢ikma siireleri
kolesterolden biiyiik ol¢iide etkilenmezken, diger belirgin fenotipik degisiklikler
gozlemlenmistir. Kolesterol igeren ortamda biiyiitillen H. pylori susu, midede
basarili bir sekilde kolonize olurken, kolesterol olmayan ortamda biiyiitillen H.
pylori susu kolonize olamamistir (Hildebrandt ve McGee, 2009; Siavoshi ve
Saniee, 2014). Kolesteroliin alfa-glikozilasyonu, H. pylori'nin fagositozunu ve T
hiicresi aktivasyonunu ortadan kaldirmaktadir ve Helicobacter patogenezine
katkida bulunmaktadir (Wunder vd., 2006). Kolesteroliin H. pylori antimikrobiyal
direnci tizerindeki etkisi de arasgtinlmustir. H. pylori 26695 susu, kolesterol
varliginda veya yoklugunda kiiltiire edilmistir. Iki kiiltiir, 12 antibiyotik, alt1
antifungal ve yedi antimikrobiyal peptidin (LL-37 katelisidin ve insan alfa ve beta
defensinleri dahil) eklendigi ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur. Test edilen 25
ajandan kolesterolle biyiitiilen H. pylori hiicrelerinin, kolesterol olmadan
biiyiitiilen H. pylori hiicrelerine gére 9 ajana karsi onemli olgiide daha direngli

oldugu tespit edilmistir (McGee vd., 2011).
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Endofungal bakteriler, maya hiicresi i¢inde giivenli bir sekilde hayatta kalmak
icin kendi proteinlerini ifade etmeye devam etmektedir (Saniee vd., 2013). H.
pylori maya vakuolii igerisinde yasayabilmek ve hayatta kalmak i¢in proteinlerini
eksprese etmektedir. Okaryotik hiicrelerde solunum patlamasi sirasinda olusan
oksijen metabolitlerini detoksifiye etmek i¢in peroksiredoksin ve tiyol peroksidazi
ve makrofajlarda fagolizozom fiizyonunu bozmak i¢in iireaz ve vacA'y1 eksprese

etmektedir (Mauel, 1983; Schwartz ve Allen, 2006).

Fagositik hiicrelerin hiicre i¢i mikroorganizmalar yok etmesini saglayan
mekanizmalarm anlagilmasi son yillarda 6nemli dlciide ilerlemistir. Fagositlerin
mikroorganizmalarla etkilesimi, mikroorganizmalarin fagositlere baglanmasiyla
baglamaktadir. Bu baglanmaya mikroorganizmalar tizerindeki opsoninler aracilik
edebilmektedir ve bunlar daha sonra fagosit yiizeyindeki uygun reseptorlerle
etkilesime girmektedir. Lektinler gibi diger reseptor tiirleri de bu siirece dahil
olabilmektedir. internalizasyonun ardindan mikroorganizma, fagositik hiicrenin
plazma zarindan tiiretilen bir kesecik (fagozom) igine alinmaktadir. Fagozom daha
sonra normal olarak birincil veya ikincil lizozomlarla fiizyona ugrayacaktir. Cesitli
mekanizmalar hiicre i¢i O0liime yol acabilmektedir; bazilar1 oksidatif siireglere
baghdir, bazilari ise oksidatif metabolizmadan bagimsizdir. i1k mekanizma oksijen
almmin uyarilmasma ("solunum patlamasi") yol a¢an membran enzim
sistemlerinin aktivasyonunu ve bunun mikroorganizmalar i¢in oldukga toksik olan
molekiillere indirgenmesini i¢ermektedir. Solunum patlamasinin daha biiytlik
oldugu alveolar makrofajlar ve diger fagositler arasinda bu bakimdan farkliliklar
oldugu goriilmektedir. Oksijenden bagimsiz  mikroorganizmayr Oldiiren
mekanizmalar asit liretimine, lizozim salgilanmasina, demir baglayan proteinlere
ve toksik katyonik polipeptitlerin  sentezine dayanmaktadir. Bazi
mikroorganizmalar, fagositler tarafindan yok edilmelerini engelleyecek sekilde
gelistirmistir; bunlar makrofajlar ve protozoan parazitler arasindaki etkilesime
iliskin calismalarla iyi bir sekilde gosterilmistir. Toxoplasma gondii gibi parazitler
(ayn1 zamanda bazi mikobakteriler) fagozomlarin lizozomlarla fiizyonunu inhibe
edebilir, bdylece lizozomal hidrolazlarin potansiyel olarak zararli etkisinden

kagabilirler. Diger mikroorganizmalar, belki de engelleyici maddeler salgilayarak
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bu tir enzimlerin etkisine direnebilmektedirler. Digerleri ise gelisimlerinin
engellenmedigi sitozolik matrikse ulagmak i¢in fagositik vakuolden ayrilarak
lizozomlardan kagmirlar. Son olarak bazi mikroorganizmalarin, solunum patlamasi
sirasinda olusan oksijen metabolitlerini detoksifiye edecek enzimleri vardir. Bu
nedenle hiicre i¢i 6liim veya hayatta kalma, bazilan cesitli faktorlerin genetik olarak

kontrol edilmesine baghdr.

Hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize eden
enzimler olan peroksiredoksinler, organizmalari reaktif oksijen tiirlerinin verdigi
hasardan koruyan yaygin proteinlerdir. Helicobacter pylori, peroksiredoksin
ailesinin ii¢ Uyesini i¢erir: AhpC (alkil hidroperoksit rediiktaz), Tpx (tiyol-spesifik
peroksidaz) ve bakteriyoferritin komigrator proteini (BCP). H. pylori’de
peroksiredoksin ve tiyol peroksidaz tireterek fagositik bagisiklik hiicrelerinin

solunum patlamasmi 6nlemektedirler (Mauel, 1983; Siavoshi vd., 2019).

Fagositoz, istilact mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in 6nemli olan, dogustan
gelen bagisiklik tepkisinin bir unsurudur. Mide mukozasinda fagositlerin birikimi,
H. pylori kaynakli inflamasyonun karakteristik bir 6zelligidir. H.pylori'nin fagosit
acisindan zengin bir ortamda gelisebilme yetenegi rapor edilmis olmasina ragmen,
bakterilerin dogustan gelen bagisiklik tepkisi araciligiyla eliminasyondan nasil
kurtuldugu kismen anlagilmistir. In vivo ve in vitro calismalarin sonuglari,
H.pylori'nin makrofajlar ve nétrofiller tarafindan yutuldugunu, ancak yutulan
mikroorganizmalarin  yalnizca  %50'sinin  dldiiriildiiglinii  gostermektedir.
H.pylorinin makrofajlar tarafindan oldiriilmekten kagma yeteneginin, bu
organizmalarin atipik protein kinaz C-'yi (PKC) aktive etme ve fagositozu
geciktirme yetenegi ile dogrudan iliskili oldugunu daha 6nce rapor edilmistir. H.
pylori fagozomlarda kiimelenmeye ve homotipik filizyona ugramaktadir ve
bakteriler, ortaya g¢ikan megazomlarm i¢inde en az 24 saat boyunca hayatta
kalabilmektedir. H. pylori fagozom olgunlagsmasini inhibe etmektedir ve
megazomlar koronin ve erken endozom otoantijen 1'i (EEAL) biriktirmektedir.
VacA kismende olsa fagozom-lizozom filizyonunun bloke edilmesini

diizenlemektedir. Buna karsiilk megazom olusumunu diizenleyen viriilans
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faktorleri bilinmemektedir. Sonucta enfekte makrofajlar apoptoza ve canli
bakterilere maruz kalir ve serbest kalirlar. Bu veriler 1siginda, H.pylori'nin
bakteriyel kalicihigi destekleyen ve tedavi basarisizligina katkida bulunan korumali
bir hiicre i¢i nisi isgal ettigi ileri siiriilmiistiir. Ureaz kolonizasyondaki roliine ek
olarak H. pylori-makrofaj etkilesimlerini de diizenlemektedir. Bu enzim,
makrofajlart enfekte mideye toplayan kemotaktik bir ajandir. Ureaz ayn1 zamanda
fagositozu da diizenlemektedir. Ureaz megazom olusumunda ve H. pylori’nin

hayatta kalmasinda 6nemlidir (Schwartz ve Allen, 2006).

Candida igerisinde yasayan endofungal bakterilere dair ¢alismalar alt
bolimde 6zetlenmistir. Bu konudaki arastirmalarin ¢ogu Candida-H. pylori ve
Candida —Staphylococcus arasindaki iliski {izerine yogunlasmustir. Endofungal
gelisimin  klinik 6nemi g6z onilinde alindiginda funguslar igerisinde yasayan

endofungal bakteri ¢esitliligini arastirmak tedavi stratejileri agisindan énemlidir.

Siavoshi ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptigi bir calismada agiz
boslugundan izole edilen mayalarda Helicobacter pylori-spesifik genler
aragtirlmistir. Calisma sonucunda dogada bol miktarda bulunan ve bireylerin
mukozal yiizeylerinde gelisebilen mayalarin, H. pylori'nin rezervuar ve tastyicisi

olarak hizmet edebilecegi ongoriilmiistiir (Siavoshi vd., 2005).

Salmanian ve arkadaglari, 2008 yilinda agiz boslugundan izole edilen
mayalarm H. pylori igin rezervuar gorevi gorebilecegine dair bir calisma
yapmiglardir. H. pylori’ye karsi uygulanan antimikrobiyal tedavinin basarisizlikla
sonuglanmasina neden olan durumun, bakterinin kendisini maya hiicresi igerisinde
saklayarak uygulanan tedaviye direng gdsterdigi yoniinde yorumlamislardir. Bu
endofungal iligski, H. pylori’nin agiz boslugundaki kalicthigin1 agiklayabilmektedir.
Sonug olarak midenin; agiz boslugunun kalic1 sakinleri olan H. pylori bakterileri
tarafindan yeniden asilanabilece§i ve insan popiilasyonlar1 arasimda enfeksiyonun

yayllmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Salmanian vd., 2008).
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Saniee ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptigi bir ¢alisgmada immunofloresan
teknikler kullanarak oral ve gastrik 6rneklerden izole edilen Candida mayasmnin
vakuoliiniin i¢indeki H. pylori'nin lokalizasyonunu belirlemislerdir (Saniee vd.,

2013a).

Saniee ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar1 bagka bir ¢alismada oral ve
gastrik orneklerden izole edilen mayalarda H. pylori’ye &6zgii proteinleri westem

blotlama ile saptamislardir (Saniee vd., 2013b).

Siavoshi ve arkadaglarmm 2013 yilinda yaptig1 bagka bir ¢aligmada anne
adaylarmin oral ve vajinal 6rneklerinden ve yeni doganlarm oral 6rneklerinden
izole ettikleri mayalarda hiicre i¢i H.pylori varligi ve mayalarm bakteriyel
transmisyondaki olast rollerini incelemislerdir. H. pylori genlerinin vajinal
mayalarda ve yeni doganlarin oral mayalarinda goriilmesi, annelerin vajinal
mayalarinda H. pylori genlerinin tespit edilmesiyle annelerde UBT + sonuglari

arasinda anlamli bir iligki gortilmiistiir (Siavoshi vd., 2013c).

Matamala-Valdés ve arkadaslari yeni doganlarin digskisinda ve bu yas
grubunun agiz boslugunu kolonize eden mayalarda H. pylori varligina dair kanitlari
giiclendirmek amaciyla bu konuda bir calisma yapmustir. Bu calisma yeni
doganlardaki hiicre i¢ci H. pylori varhigmi kanitlamistir (Matamala-Valdés vd.,
2018).

Tavakolian ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptigi bir ¢calismada C. albicans
vakuolii igerisindeki Staphylococcus’un lokalizasyonu arastirilmistir.  Floresan
etiketli oligonukleotid problar veya antikorlar, hiicre-i¢i endofungal bakterilerin
tanimlanmasi1 ve lokalizasyonu i¢in spesifik, giiclii araglar olarak kullanilmistir

(Tavakolian vd., 2019).

Sanchez-Alonzo ve arkadaslari oral mayalarin i¢cinde H. pylori varligni
tespit etmek amaciyla ¢alisma yapmuslardir. Calismanin sonuglar1 oral mayalarda

H. pylorimin hiicre i¢i varligi, bu mikroorganizmalar arasinda H. pylori
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transmisyonunu ve gastrointestinal kanalda yeniden enfeksiyonu destekleyebilecek

endofungal bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir (Sanchez-Alonzo vd., 2020).

Sanchez-Alonzo ve arkadaglart 2021 yilinda yaptigi ¢calismada vajinal maya
hiicreleri i¢inde yasayan hiicre igi H. pylori'nin virulans genlerinin varligini
aragtirmiglardir.  Calisma sonucunda virulans genlerine sahip olan H. pylori’nin
vajinal mayalarda saptanmasi bu patojenin vertikal gecisiyle birlikte risk teskil

ettigi sonucuna varilmistir. (Sanchez-Alonzo vd., 2021).

Yang ve arkadaslarmin 2024 yilinda yaptig1 bir calismada gastrik biyopsi
orneklerinden ve vajinal akintidan izole edilen Candida tiirlerinde hiicre-igi H.
pylori antijenlerinin ve cagA, iireA, 16StDNA gen bolgesinin varlig arastirilmistir.
Calisma sonucunda arastirilan genler PCR ile tespit edilmistir ve H. pylori

antijenleri immunofloresan tekniklerle tespit edilmistir (Yang vd., 2024).

Klinik 6rneklerin yani1 sira gevresel orneklerden ve gidalardan izole edilen
mayalar igerisinde de endofungal bakteriler bulundugu yapilan birka¢ ¢aligmada
rapor edilmistir. Siavoshi ve arkadaslari insanlarda H. pylori enfeksiyonunu kontrol
etmek i¢in cevresel rezervuarmn belirlenmesine dair bir ¢alisma yapmuslardir
(Siavoshi vd., 2018). Bu ¢alismada oral 6rnekler, ¢icekler, meyveler, bal, bal arilar1
ve ¢esitli orneklerden izole edilen mayalar igerisinde endofungal H. pylori tespit
etmiglerdir. Diger ¢calismalardan farkli olarak Candida’nin yani sira Komagataella,
Pichia, Cytobasidia, Hansenia, Meyerozyma genusu iiyelerinde endofungal H.
pylori saptanmistir. Bal arilarinin mayalarin ana rezervuarlart olarak gorev
yaptiklart  ve mayalarin korunmasmda ve dagimasmda rol aldiklar
disiiniilmektedir. Mayalarin igindeki endofungal H. pylori, bal arilari tarafindan
seker ve besin agisindan zengin farkli ortamlara tagmabilmektedir. H. pylori pozitif
mayalarm dogadadagiliminda seker agisindan zengin ortamlar ve bal arilar1 6nemli

rol oynamaktadir (Siavoshi vd., 2018).

Siavoshi ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptig1 bir ¢alismada seker agisindan

zengin gidalardan izole edilen maya izolatlarmda hiicre i¢i H. pylori ve
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Staphylococcus spp. varhigmi incelemislerdir. PCR analizi sonucunda bazi
mayalarda sadece H. pylori, bazilarinda sadedce Staphylococcus bazilarinda her iki
bakteride saptanmustir. Boylece bu sonuglar mayalarin vakuollerinde birden fazla
endofungal bakterinin var olabilecegini gostermistir. Mayada H. pylori ve
Staphylococcus'un birlikteligi sofistike bir hayatta kalma stratejisi iken, maya giiglii

bir bakteri deposu gorevi gormektedir (Siavoshi vd., 2020).

Yapilan ¢aligmalara gore H. pylori’nin transmisyonunda rol oynayan
faktorlerle ilgili daha fazla arastrma yapilmaldwr. Belki de H. pylori
enfeksiyonnunu kontrol etmek i¢in ¢evrede H. pylori’nin rezervuari olabilecek daha

farkli ortamlar ve canlilar bulunabilmektedir.

Oral, gastrik, vajinal ve gida 6rneklerinden izole edilen mayalar icerisindeki
endofungal bakterilere dair c¢aligmalar bulunmaktadir ve Tablo 2.1.°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.1. Candida spp. i¢inde yasayan endofungal bakteriler

H. pylori C. albicans Gastrik ¢evre FISH ve 16S rDNA
L.monocytogenes C. albicans Kloramfenikol, Sicaklik Floresan mikroskobisi ve PCR
. i L 16S rDNA ve Floresan mikroskopisi
H. pylori C.albicans Amoksisilin N ) .
(Canl/Oli BacLight boyama yontemi)
H. pylori Candida spp. Agiz boslugu 16SrDNA ve 151k mikroskobu incelemesi
Arthrobacter parietis,
Cellulomonas hominis, C.albicans,C. . .
o 16S rDNA ve Floresan mikroskopisi
Staphylococcus tropicalis
xylosus Yaslanma ve Aclik stresi
H. pylori C. albicans pH 3,4 16S rDNA ve Fluorescein, isothiocyanate
H. pylori C. albicans Vajinal gevre 16S rDNA ve Fluorescein, isothiocyanate
) . . 16S rRNA, Fluorescent microscopy
H. pylori Candida spp. FITC-Conjugated IgYHp . . .
(Live/Dead BacLight staining method)
. C. albicans,C. . o
H. pylori Besin eksikligi 16S rRNA ve FISH
glabrata
H. pylori C. glabrata Anaerobik kosullar 16S rRNA ve FISH
. C. albicans,C.
H. pylori Sicaklik 16S rRNA ve FISH

glabrata
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Tablo 2.1. Devam

C. parapsilosis, C.

H. pylori, albicans Yiiksek sekerli
16S rDNA ve FISH
Staphylococcus spp. ortam
H. pylori C. albicans Agiz boslugu Mikroskobik inceleme ve PCR
C. albicans

. Agiz boslugu ve
H. pylori . Is1ik mikroskobisi ve PCR
gastrik ortam

C. tropicalis

2.6.4. H. pylori’nin Candida igerisine giris mekanizmasi:

Endofungal bakterilerin hangi kosullar altinda kendilerini maya hiicrelerinin
icine saklamasi da biiyiik bir arastirma konusudur. Bu alanda daha ¢ok c¢alismaya
ihtiyac vardir. Insan saglig agisindan olduk¢a 6nem tastyan H. pylori'nin kendini
maya icerisine saklamasina neden olan faktorlere dair ¢alismalar son yillarda
yapilan birka¢ ¢alismayla sinirh kalmistir ve mekanizma heniiz netlige

kavusmamustur.

Maya hiicre duvari, manoproteinler, f-1,3- ve f-1,6-glukanlardan

olusmaktadir. Glukanlar, hiicre duvarmin biitiinligiinden, seklinden ve

etkisi gerekli olmasina ragmen, B-1,3-glukanazlar litik aktivitede onemli bir rol
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oynamaktadir. Bakteriler fungal hiicre duvarmi par¢alayan O6nemli enzim
kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. Bacillus genusu iiyelerinin besine ulasmak
icin glukanazlar kullanarak fungal hiicre duvarin1 parcaladigini gosteren raporlar
bulunmaktadir. Arthrobacter luteus, maya hiicre duvarinda yiiksek litik aktiviteye
sahip endoglukanazlar iiretmektedir. Bu raporlarin sonuglari, bakterilerin
funguslara kars1 kendilerini korumak i¢in veya funguslardan yararlanmak i¢in maya
hiicresini parcalamay1 o6grendiklerini gostermektedir (Flieger vd., 2018). Farkh
bakteriler, kitini pargalayarak karbon ve azot kaynagi olarak kullanmak amaci ile
kitinaz sentezlemektedir ve ayni zamanda kitinaz enziminin Legionella
pneumophila'nin alveoler mukoza boyunca hareket etmesine izin veren bir viriilans
faktorii oldugu rapor edilmistir (Rehman vd., 2020). Hiicre duvarim pargalayan
enzimlere sahip diger bakteriler gibi H. pylori suslarininda maya duvarini

parcalayan enzimleri {iretip liretmedigi arastirilmalidir.

H. pylori oldukga asidik bir ortam olan insan midesinde (pH:2-3) kolonize
olmaktadir. H. pylori mide ortaminda amonyum ve CO2 iiretmek {izere lireyi
hidrolize etmek i¢in iireaz enzimi salgilamaktadir ve bdylece pH’yr notralize
etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada H. pylori ‘nin biiyiik dl¢iide kendisi i¢in uygun
olmayan pH degerlerinde (pH:3 ve pH:4) C. albicans i¢ine saklandigi vurgusu
yapilmistir. Mayalar genis pH araligma (2 ila 10) uyum saglayabilirken, fakiiltatif
bir hiicre i¢i bakteri olan H. pylori, pH 6 ila 8 araligina uyum saglayabilmektedir.
Yapilan ¢alisgmada H. pylori, pH 3 ve 4'te; pH 7'den daha biiyiik 6liim yiizdeleri
gostermistir. Mayanm canliligr farkli pH'larn higbirinden etkilenmemistir. H.
pylori test edilen tiim pH degerlerinde, ancak daha biiyiik 6l¢iide uygun olmayan
pH degerlerinde (sirastyla pH 3 veya 4, p=0,014 ve p=0,001) C. albicans igerisine
girmigtir. Diisiik pH organizma icin stres olusturmus, bu nedenle de maya igine
girmesini tetiklemistir. Bu bilgiler 1s1ginda olumsuz pH kosullarinin bakterinin

mayanin igerisine girmesine neden olabilecek bir stres faktorii oldugu

distiniilmektedir (Sanchez-Alonzo vd., 2020).

Bakterilerin maya igerisinde saklanmasmi tetikleyen bir diger faktoriin

antibiyotikler oldugu diisiiniilmektedir. Farkli antibiyotiklerin kullanildig1 tglii
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veya dortlii tedavi stratejileri, H. pylori'nin artan ilag direnci nedeniyle, H. pylori
enfeksiyonunu kademeli olarak yok etmede basarisiz olmustur. Ayrica tedavinin
verimsizliginin nedenlerinden birinin H. pylori'nin hiicre i¢i fakiiltatif dogast
oldugu distnilmektedir. H. pylori tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
(amoksisilin ve klaritromisin) stres faktorii olup olmadigmin degerlendirildigi bir
ortak kiiltiir calismasinda, bu antibiyotiklerden amoksisilinin ortama eklenmesiyle
bakterinin kendisini maya hiicresinin igerisine gizledigi tespit edilmistir. Boylece
farkl antibiyotiklerin H. pylori'nin C. albicans i¢ine girisini tetikleyebilecegini ve
bu nedenle, H. pylori ve C. albicans etkilesiminin, anti-H pylori tedavilerinin
basarisiz olmasma neden olabilecek bakteri-maya iliskisi oldugu diisiiniilmektedir

(Sanchez-Alonzo vd., 2021a).

Sanchez-Alonzo ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptig1 bir ¢aligma da kiiltiir
ortamidaki besin konsantrasyonundaki degisikliklerin H. pylori'nin Candida
vakuolii igerisine girigini tetikleyip tetiklemedigi in vitro olarak degerlendirilmistir.
H. pylori-Candida ortak kiiltiirleri i¢in %1, %5 veya %20 fetal bovin serumu veya
salin soliisyonu ilave edilmis Brucella broth kullanilmustir. Isik mikroskobu altinda
yapilan incelemelerde maya ici bakteri benzeri cisimler (BLB'ler) gozlenmistir.
FISH ve PCR teknikleri kullanilarak maya i¢ci BLB'ler H. pylori olarak
tanimlanmustir. Maya i¢i H. pylori canlihigi, LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability kiti kullanilarak dogrulanmustir. Birlikte kiiltiirlenen bakteri maya
suslarmin tiim kombinasyonlarinda maya igi H. pylori mevcuttur. Bununla birlikte,
bakterileri barindiran maya hiicrelerinin ytizdeleri, besin konsantrasyonlarina gore
degismistir ve ayrica susa bagimhdir. Sonug olarak, besin konsantrasyonundaki
diisiis H. pylori'yi strese sokarak Candida hiicrelerine girisini tesvik etmektedir.
Hem H. pylori hem de Candida suslarinin besinsiz birakilmasi, bakteri barindiran
maya hiicrelerinin yiizdelerini azaltmustir, bu da agliktan G6lmekte olan maya
hiicrelerinin H. pylori hiicrelerini barindirma konusunda daha az yetenekli
olabilecegini distindirmistiir. H. pylori ve Candida arasmdaki endofungal
iliskinin, birlikte kiiltlirlenen suslara bagh oldugu sonucuna varilmistir (Sanchez-

Alonzo vd., 2021b).
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Sanchez-Alonzo ve arkadaslari H. pylori'nin maya hiicresine girisinde rol
oynayan c¢evresel faktorlerin arastirilmasma devam etmistir. Bu amagla 2021
yilinda yaptiklart bir ¢alismada sicaklik degisikliklerinin H. pylori’nin Candida’ya
girisini tesvik edip etmedigini ve bu birlikteligin bakteriyel canlihgi destekleyip
desteklemedigini degerlendirmistir. Gida dahil diger kaynaklardan veya depolama
sicaklhigi H. pylori i¢in optimal biiylime araligi olan 30-37 °C'nin disinda oldugunda,
maya i¢i H. pylori varligini1 rapor eden ¢aligmalar bulunmaktadir. H. pylori'nin iki
mikroorganizmaninda 40 °C'de birlikte kiiltiire edilmesi durumunda mayaya karsi

istilaciigmi 6nemli 6lglide arttirdigi gézlenmistir (Sanchez-Alonzo vd., 2021c).

Sanchez-Alonzo ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptig1 baska bir ¢calismada,
oksijen konsantrasyonundaki degisikliklerin H. pylori'nin Candida hiicrelerinin
icerisine  girisini  destekleyip desteklemedigini  aragtirmuglardir.  Oksijen
konsantrasyonu gibi stres faktorleri H. pylori mide ortamm disinda yasayabilirligini
etkilemektedir. Bu ¢alismada H. pylori ve Candida suslarinin ortak kiiltiirleri %5
fetal sigir serumu eklenmis Brucella besiyerinde, mikroaerofilik, anaerobik veya
aerobik kosullar altinda inkiibe edilmistir. Ortak kiiltlirlerin 151k mikroskobu
altindaki incelemesi sonucunda BLB’ler tespit edilmistir ve molekiiler teknikler
kullanilarak tanimlanmistir. Maya icerisinde yasayan bakterilerin canlihigt SYTO-
9 floresanst ile degerlendirilmistir. Ug kosul altinda inkiibe edilen ortak kiiltiirlerde,
icerisinde bakteri bulunan maya ylizdesinin en yiiksek oldugu kosullarin anaerobik
kosullar oldugu belirlenmistir ve bu birlikteligin H. pylori J99 ve C. glabrata
suslar1 arasinda gerceklestigi tespit edilmistir. Sonug olarak, H. pylori belirgin stres
kosullar1 olmadan Candida maya hiicrelerinde barmmasina ragmen, anaerobik
kosullar maya igerisine bakteri girisini arttirmaktadir. Bu calismada endofungal
birlikteligin ayn1 zamanda ¢ogunlukla ortak kiiltiirde kullanilan H. pylori susuna

bagl oldugu sonucuna varilmistir (Sanchez-Alonzo vd., 2022).

Sanchez-Alonzo ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilen g¢aligmalarda, H.
pylori’nin pH' taki degisiklikler, sicaklik, antibiyotiklerin varhigi veya canhliklarini
etkileyen besin maddelerindeki degisiklikler gibi ¢evresel faktorlerden kendisini

korumak i¢in mayay1 istila ettigi gosterilmistir (Sanchez-Alonzo vd., 2020;



62

Sanchez-Alonzo vd., 2021a; Sanchez-Alonzo vd., 2021b; Sanchez-Alonzo vd.,
2021c; Sanchez-Alonzo vd., 2022).

Castro-Seriche ve arkadaslari endofungal bakterilerin fungal hiicre i¢ine
saklanmasina  neden olan  faktorlerin  arastirilmasma  dair  ¢alisma
gerceklestirilmistir  (Castro-Seriche  vd.,2021). Bu c¢alismada  Listeria
monocytogenes’in C. albicans hiicrelerine girisi test edilmistir. L. monocytogenes,
gida kaynakli hastaliklarin 6nemli bir nedeni olmaya devam eden patojenik,
fakiiltatif anaerobik Gram pozitif bir basildir (Shamloo vd., 2019). Giiniimiizde bu
bakteri, genis bir sicaklik araliinda cogalma ve olumsuz ortamlarda uzun siire
boyunca varhigmi siirdiirme yetenegi nedeniyle kapsamli bir sekilde
arastirilmaktadir (Ringus ve digerleri, 2012). Organizma kismen diisiik pH'a (2 saat
boyunca pH 2,4), yiiksek sicakliklara ( 40 dakika boyunca 55 C°) (Mag-alhaes vd.,
2016), tuzlu kosullara (%12), safra asitine kars1 yiiksek toleransa sahiptir (Ringus
vd., 2012).

Enfeksiyon, bagirsak epitelinden gecen hiicre i¢i bir patojen olan L.
monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesinden sonra meydana
gelmektedir (Ortega vd., 2019). Bagirsak liimenine girdikten sonra, bu bakterinin
bir dizi ylizey proteini, ¢ok cesitli konukgu hiicreleri istila etmesine katkida
bulunmaktadir (Orsi vd., 2011; Radoshevich ve Cossart, 2018). L.
monocytogenes'in fagositik hiicreleri istila edebildigi, konukgu sitozoliinde hizla
cogaldig1 ve aktin tabanh hareketlilik araciligtyla hiicreden hiicreye yayilabildigi
rapor edilmistir (Cheng ve ark., 2018). Insanlar tarafindan tiiketilen bircok gidanin
kendileri igin zararsiz olan mayalar icerdigi ancak bunlarm L. monocytogenes'in
hayatta kalmasma yardimci olabilecegi de dikkate alinmalidir. L. monocytogenes
sayismin C. tropicalis ve C. krusei ile birlikte biyofilm olusturdugunda 6nemli

oranda artig gosterdigi gozlenmistir (Agustin ve Brugnoni, 2018).

L. monocytogenes’in stresli kosullara direngli olmasi ve dkaryotik hiicreleri
enfekte etme yetenegi sayesinde C. albicans igerisine girip barmip barinamayacagi

konusunda deneme yapilmistir. Bu ¢alisma da bakterinin maya hiicresi icerisine
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girigini tetikleyecek stres faktorii olarak sicaklik ve kloramfenikol test edilmistir.
Bu ¢alismanin amaci L. monocytogenes'in C. albicans hiicreleri i¢inde canlihigini
koruyarak barinip barmamayacagini konusunda maya hiicrelerine girisi tetikleyen
stres faktorlerinden sicakligin  ve antibiyotigin (kloramfenikol) etkisini
degerlendirmektir Her iki mikroorganizma da48 saat boyunca BHI sivi besiyerinde
birlikte inkiibe edilmistir ve 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde 6rnek alinarak 1s1k
mikroskobu altinda bakterilerin maya hiicrelerine girisi degerlendirilmistir. 48 saat
sonunda hiicre-dis1 bakteri icermeyen ortak kiltiiriin kloramfenikol igeren maya
besiyeri ortamina ekimi gerceklestirilmistir. Hiicre-dis1  bakteri igermeyen
mayalarm total DNA’s1 kullanilarak, maya igerisinde yasayan bakterilerin 16S
IDNA gen bolgesi amplifiye edilmistir. Sicakligin ve kloramfenikoliin maya
hiicrelerine  bakteri giris hiz1 iizerindeki etkisi arastirilmigtir. Her iki
mikroorganizmanin birlikte kiiltiirlenmesinden sonra hazirlanan preparatlarin
mikroskobik incelemesi maya hiicreleri i¢indeki hareketli bakterilerin varligini
gostermistir ve transmisyon elektron mikroskobu maya i¢i bakterilerin varligni
dogrulamistir. Hiicre dis1 bakteri icermeyen mayalardan elde edilen C. albicans
total DNA'sindaki L monocytogenes’in  iap geninin  amplifikasyonu
gerceklestirilmigtir. Mayalarin vakuolleri igindeki bakteri hiicrelerinde goézlenen
SYTO 9 vyesil floresansi, maya i¢i bakterilerin canli kaldigmi gostermektedir.
Ayrica L. monocytogenes'in  maya hiicrelerine  girisi, stres faktorlerinin
(kloramfenikol ve sicaklik) varhigiyla kolaylastirilmistir. Boylece mayalar, canli L.

monocytogenes'in rezervuart olabilir ve bu bakterileri sonraki maya nesillerine
aktarabilmektedir (Castro-Seriche vd.,2021).

Candida tiirlerinin i¢indeki endofungal bakterilerin internalizasyonunu

etkileyen coklu cevresel faktorler 6zetlenmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Endofungal bakterilerin Candida tiirlerinin igerisine girisini etkileyen faktorler
Adinsan viicudundaki elverigsiz ortam B)Sicakhk C) Yaslanma ve aghk faktorleri D)Anaerobik
ortam E)Antibiyotik stresi F)vacA geninin varligi (Khan vd.,2023)

Candida  tiirleri  igerisinde  yasayan  endofungal  bakterilerin
internalizasyonunu etkileyen faktorlerin net olarak belirlenmesi tedavi stratejileri

acisindan 6nem tagimaktadir.

2.6.5. H. pylori’nin Candida icerisinden ¢ikis mekanizmasi:

Mayadan H. pylori salimmini hangi mekanizma ile gergeklestigi konusu 2020
yilinda yapilan bir calisma da arastirlmistir (Heydari vd, 2020). Mayadan hiicre-ici
bakterilerin kagisi; litik ve litik olmayan stratejiler aracilifiyla gerceklesmektedir
(Hybiske ve Stephens, 2015). Litik kagis stratejisi; hiicrenin ve vakuolar
membranin lipazlar, proteazlar ve gézenek olusturan proteinlerle yok edilmesiyle

konukgu hiicreden bakterilerin salimmasini icermektedir (Flieger vd., 2018). Litik
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olmayan kag1s stratejisi; hiicre-i¢i bakteriler ya serbest bakteri olarak ya dakonukcu

zarlann ile kaplanmis sekilde konukguyu yok etmeden disartya salinmasiyla

gerceklesmektedir (Flieger vd., 2018; Ireton vd., 2018).

Litik olmayan kacisin hiicre dis1 vezikiiller araciligiyla gerceklesebilecegi
diistiniilmektedir. Hiicre dist vezikiiller, tim canli hiicreler tarafindan gevreye
salman zara bagh yapilardir. Vezikiillerin salinmasi, tiim hiicre tiplerinin evriminde
korunan bir fenomen olmustur ve fizyolojik ve patolojik aktivitelerin
belirlenmesinde dnemli roller oynamaktadir. Bu vezikiiller yiizlerce farkli molekiil
tastyarak hiicreler arasi iletisime aracilik etmektedir. Hiicre dis1 vezikiiller miRNA,
mRNA'lar ve DNA gibi proteinler ve niikleik asitler icerebilmektedirler.
Vezikiillerin, hiicreler arasinda genetik bilgi transferinde rol oynayabilecegi one
siiriilmiistiir. Ote yandan, protozoadan salnan vezikiillerin igindeki bakteri
hiicrelerinin ~ gozlemleri, vezikiillerin hiicre i¢i bakterileri tasiyabilecegini
gostermistir (Skog vd.,2008; Deatherage ve Cookson, 2012; Raposo ve Stoorvogel,
2013; Colombo vd., 2014; Thakur vd., 2014; Denoncourtvd., 2014; Choi vd., 2015;
Cicero vd., 2015; Heydari vd., 2020).

Heydari ve arkadaslarmin yakin zamanda yaptigi bir ¢alismasinda, hiicre-igi
H.pylori’nin mayadan zara bagli veya serbest bir bakteri olarak kagisiyla; onun
konukguya zarar vermeyen giivenli ¢ikis mekanizmalar1 kullandigi gosterilmistir.
Insan midesindeki bazi kosullar maya hiicrelerini vezikiil kapl veya serbest olarak
H. pylori’yi salmaya tesvik edebilmektedir. H. pylori tasiyan vezikiiller bakteriyi
korurken, aynm1 zamanda yeni bir hedef hiicreye bakteri girisini
kolaylastirabilmektedir. Maya hiicresinden salinan vezikiiller, H. pylori'nin
lletimini ve yayilmasmi kolaylastiran giivenli tastyicilar olarak hizmet
edebilmektedir. Fakat maya hiicrelerinin igerisinde barindirdig1 bakteriyi disartya
salmasini tesvik eden insan midesindeki kosullar ve mekanizmalar hala tam olarak

netlige kavusmamistir (Heydari vd., 2020a).

Heydari ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptigi bir ¢alismada mayadan H.

pylori’nin salinimmin hangi mekanizmayla gergeklestigi arastirilmistir. Bu amagla
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Candida mayasmm sivi kiiltlirli, salinan vezikiilleri gozlemlemek i¢in 151k,
floresans ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) altinda incelenmistir.
Vezikiiller izole edilmistir ve TEM ile incelenmistir. Vezikiillerin zarinda H
pylori'ye 6zgii proteinlerin saptanmasi i¢in immiinogold etiketleme kullanilmustir.
Mayadan salinan serbest bakteri hiicreleri, immiinomanyetik aywrma yontemiyle
ayrilmis ve alan emisyonu taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile
gozlemlenmistir. Boncuklara baglanan bakterilerin DNA's1, H. pylori-16S rDNA
gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilmistir. Boncuklara bagh bakterilerin
canliligi, canl 6lii/boyama yapilarak test edilmistir ve Brucella kanli agar {izerinde
kiiltiire etme ¢alismalart gergeklestirilmistir. Sonug olarak mikroskobik gozlemler,
vezikiillerin bakteri benzeri yapilar icerdigini agiga cikarnustir. Ince kesitler,
mayadan vezikiil kaph veya serbest bakteri salimmi gostermistir. immiinogold
etiketleme, vezikiillerin zarinda H pylori proteinlerinin varligmi ortaya ¢ikarmustir.
FESEM, H. pylori hiicrelerinin manyetik boncuklara baglandigin1 géstermistir. 521
bp’lik PCR fiirlinliniin dizilenmesi, boncuklara baglanan bakterinin kimliginin H.
pylori oldugunu dogrulamistir. Canly/dlii boyama, boncuga bagh H. pylori'nin
canhligim1 gostermistir fakat H. pylori kiiltiire etme ¢aligmasi basarili olmamustir
(Heydari vd., 2020a). Hiicre igi endofungal H. pylori'nin mayadan zara bagli veya
serbest bir bakteri olarak salinimi H. pylori'nin konuk¢uya zarar vermeyen giivenli
cikis mekanizmalari kullandigmi gostermektedir, bu da simbiyotik iliskilerin
ilkesidir. Boylece insan midesindeki bazi kosullarm; maya hiicrelerini vezikiil kaph
veya serbest olarak H. pylori salinmasma tesvik edebilecegi sonucuna varilmistir
(Heydari vd., 2020a).

Heydari ve arkadaglarmin 2020 yilinda yaptigi bir ¢alismada yaslanma ve
aclik stresi altinda endofungal bakterilerin mayalardan disariya salinabilme olasihigi
degerlendirilmistir. Bu caligma mayalardan hiicre-i¢i endofungal bakterilerin
cikismi (salinmmini) tesvik eden stres faktorleri {lizerine gergeklestirilmistir. Bu
amagla 10 gida ve 10 mide kaynakli maya degerlendirilmistir. Mayalar, Candida
ve Saccharomyces cinsinin iyeleri olarak tanimlanmistir. Mayanin yaslanmasmin
hiicre ici bakterilerin salinimmna yol acip agmayacagmi arastirmak icin, BHI agar

tizerindeki mide ve gida kaynakli 20 maya kiiltiirii, odasicakliginda kapali bir nemli
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bolmeler igerisinde tutulmustur ve bakteri biiyiimesi acisindan haftalik olarak
incelenmistir. 20 mayanm 3-4 haftalik kiiltiirinden yalnizca 1’inde (Y1) salinan
bakterilerde asir1 biiylime goriilmiistiir. Aghktan 6lmiis mayadan bakteri salinimini
arastirmak icin, her mide veya gida kaynakli mayanm taze kiiltiiriinden iki koloni
alinip, 5 mL steril distile su iceren cryo tiipe agilanmustir. Tiiplerin oda sicakliginda
7 giin inkiibasyonundan sonra, 50 pL distile su icerisinde bulunan kiiltiirler, BHI
agar petrilerine spotlama seklinde inokiile edilmistir ve 30 © C'de inkiibe edilmistir.
Petriler bakteri kolonilerinin  biiyiimesinin  kontrolii icin giinliik olarak
incelenmistir. 20 mayadan 3iiniin (Y3, Y13 ve Y 18), lizerind e bakteriyel kolonilerin
olusumu gozlenmistir. Uzun siire inkiibe edilen 20 mayadan bir yash maya (Y1),
yaklagik 4 hafta sonra bakteri salimmini (B1) gergeklestirmistir. 20 besinsiz
birakilan mayanin iclinden (Y3, Y13 ve Y18) bakterilerin salindigi tespit
edilmistir. 4 maya (Y 1(gastrik), Y3(gastrik), Y13(gida) ve Y 18(gida)) kiiltiirtinden
salinan bakteriler gézlenmistir. Salinan bakteriler (B1, B3, B13 ve B18) izole
edilmistir ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenmis ve 16S rDNA gen bdlgesinin
amplifikasyonuyla cins diizeyinde tanimlanmistir. Candida albicans’tan salinan
bakteri Arthrobacter, Candida tropicalis’den salman bakteri Staphylococcus,
Saccharomyces cerevisiae’dan  salman  bakteri Cellulomonas, Candida
glabrata’dan salinan bakteri Staphylococcus genusuna aittir (Heydari vd., 2020b).
Normal kosullar altinda maya, hiicre i¢i bakterilerin g¢ogalmasini kontrol
etmektedir. Bununla birlikte, yaslanma ve aghk oldugu durumda kontrol
saglayamazlar ve bakterilerin asir1 biliylimesi meydana gelmektedir. Salinan
bakterilerin sinirsiz gogalmasiyla, bakteriler maya igin besin kaynagi olarak
kullanilmaktadirlar. Maya ve bakteri arasinda her iki partnerin de hayatta kalmasini
saglayan evrimsel bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma mayalarin hiicre
icinde barindirdi1g1 endofungal bakterilerini yaglanma ve aglik stresi altinda disariya
salabilecegini gostermektedir (Heydari vd., 2020b). Arthrobacter ve Cellulomonas
tiirlerinin maya litik enzimleri {iretebilme yeteneginin oldugu bilinmektedir. S.
xylosus ve S. haemolyticus gibi koagiilaz negatif stafilokoklar, lipazlar, proteazlar,
esterazlar ve fosfolipazlar gibi ekstraseliiler proteinler ve enzimler ile hemolizinler
ve diger toksinleri iiretme potansiyeline sahiptir. B1 kodlu Arthrobacter izolati

jelatin ve nisastanin hidrolizi, B3 kodlu Staphylococcus izolati jelatin ve {ire
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hidrolizi, B13 kodlu Cellulomonas izolat1 nisasta hidrolizi ve B18 kodlu

Staphylococcus izolat1 hemoliz aktivitesi gostermistir.

Bakterilerin, mayanimn hiicre duvarini tahrip eden glukanazlara sahip oldugu
daha onceki calismalarda rapor edilmistir. Bu raporlarin sonuglari, bakterilerin
mayalara karst kendilerini korumak, maya hiicrelerinin i¢ine girmek veya mayalarla
beslenmek i¢in maya hiicresini parcalamay1 6grendiklerini gostermektedir (Heydarn
vd., 2020). H. pylori’nin de diger bakteriler gibi maya hiicre duvarini pargalayacak
enzimleri Uretip liretmedigi arastirlmalidir. Mayalarin glukanazlarn esas olarak
hiicre duvan biiylimesi ve tomurcuklanma i¢in kullandiklar1 bilinmektedir. Ancak
bu enzimlerin sentezinin ve aktivitesinin funguslarin yasam dongiisiinde nasil
diizenlendigi net degildir. Kiiltlir ortammin tiirti, pH, sicaklik, havalandirma ve
biiylime faz1 gibi gevresel faktorlerin glukanazlarin biyosentezini ve aktivitesini
etkileyebilecegi goriilmektedir. Bu enzimler, funguslar veya bakteriler glikoz
varhginda hizla biiylidiiglinde belirgin sekilde baskilanmaktadir. Bununla birlikte,
glikoz aghig altinda glukanazlar 6nemli miktarlarda tiretilmektedir ve bu da fungal
otolize yol agmaktadir. Otoliz, beslenme yetersizligi oldugunda yash funguslarin
hiflerinde de meydana gelmektedir. Bu bulgular, fungal glukanazlarin yaslanma ve
aclik stresleri altinda aktivasyonunun, maya hiicre duvarinin parcalanmasi ve
bakterilerin salinmasinda rol oynayabilecegini gostermektedir (White vd., 2002).
Fakat fungal glukanazlarin kaynagiyla ilgili bilgiler hala yetersizdir. Gelecekteki
caligmalarin, glukanazlarim fungusa ait olup olmadigm1 veya endofungal
bakterilerden  kaynaklanip kaynaklanmadigmi  agikliga  kavusturmasi
beklenmektedir.

Mayanin amfoterisin B antifungal ajan1 ile muamelesi, fungal vakuolar ve
sitoplazmik membranlarmn tahrip olmasina ve glukanazlar gibi hidrolitik enzimlerin
salinmasia ve son olarak maya hiicresinin lizizine yol agabilmektedir. Tavakolian
ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alismada mideden, agizdanizole ettikleri
Candida mayalarin1 amfoterisin B (amph B) ile muamele etmislerdir. Kullanilan
antifungal fungal plazma membranmin ve vakuol membranmm biitiinliglini

bozmaktadir. Antifungal ile muameleden sonra bakteri salinimi gergeklestirip
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gerceklestirmedigi incelenmistir (Tavakolian vd., 2018). Her maya izolat1 i¢in,
farkli konsantrasyonlarda amph B igeren biiylime ortamlarma maya siispansiyonlar1
astlanmigtir. Deneme sonucunda 2 maya izolatinin disartya bakteriyi saldigi
gbzlenmistir. Bulaniklilik olan tiiplerden alinan 6rneklerden gram boyama yapilmis
ve preparatlar mikroskobik olarak incelenmistir. Inceleme sonucunda saf gram
pozitif kok hiicreleri gézlenmistir. Ayni zamanda bulaniklilik g6zlenen tiiplerden
icerisinde Brain Heart Infusion Agar bulunan petrilere ekim yapildiginda da saf
koloniler elde edilmistir. Calismada amph B ile muamele edilmis 50 Candida
izolatinin  2’sinden bakteriler saf olarak elde edilmistir. Bu bakteriler
Staphylococcus hominis (B1) ve S. haemolyticus (B2) olarak tanilanmustir.
Cahismada ayrica direkt mayadan izole edilen total DNA hem Staphylococcus'a
Ozgii tuf geni spesifik primerler ile hem de H. pylori spesifik primerler ile
amplifikasyona tabi tutulmustur. Sonug olarak 50 Candida izolatinin 14’tinde hem
tuf geni spesifik trtinler hem de H. pylori spesifik {irlinler saptanmustir. 12’ sinde 2
gen de saptanmamustir. 6’sinda sadece H. pylori spesifik tiriinler 18’inde ise sadece
tuf spesifik triinler elde edilmistir. Calismada 50 Candida izolatinin sadece
2‘sinden bakteriler salinmus ve kiiltiire edilebilmistir. H. pylori  kiiltiire

edilememistir (Tavakolian vd., 2018).

Bertaux ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada, daha Once bakteri
kontaminasyonu olmayan Laccaria bicolor'un ferment6r kiiltiirlerinde bakteri
cogaldigr goriilmiistiir, bu da bakterilerin hiicre i¢inde bulunabilecegini
gostermektedir. Bakteriler, laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmis ve 16S rDNA
gen bolgesinin amplifikasyonu ardindan sekanslanmasiyla, Paenibacillus spp.
olarak tanimlanmustir. Bakterilerin fungal hiflerdeki hiicre i¢i lokalizasyonu FISH
ve konfokal lazer tarama mikroskobu ile gosterilmis, ancak bakteri salmim
mekanizmalar arastirilmamistir. Buna gore, fungus hiicresinden bakteriyel salinim,
ilaglara veya diger bilinmeyen faktorlere maruz kalarak hiicre duvarmmn
parcalanmasi nedeniyle gerceklesebilir. Burada, glukanazlar ana oyuncular olarak
goriinmektedir (Bertaux vd., 2005). Salinan bakterilerin tanimlanmasi, her bir
mayadan yalnizca bir bakteri tiirlinlin salindigin1 gdstermistir. Mayalardan saliman

birden fazla bakteri tiirliniin olabilecegi unutulmamalidir. Bununla birlikte, bazi
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endofungal bakterilerin kiiltiire edilmesi i¢in gerekli olan uygun bilyiime ortami ve
atmosferik kosullar hakkinda bilgi eksikligi sebebiyle saptanamamaktadirlar. Bir
maya hiicresinde birkag vakuoliin bulunmasi, her vakuoliin bir bakteri tiirii i¢in 6zel
bir nig gorevi gorebilecegini gostermektedir. Fakat bir vakuol i¢inde birden fazla
bakteri hiicresinin bulunmasi, tek bir vakuolde benzer veya farkli bakteri tiirlerinin
ayn1 anda bulunabilecegini isaret etmektedir. Mayadaki endofungal bakterilerin
cesitliligi hakkinda genel bir bilgi yoktur. Cok cesitli nislerde maya ve bakterilerin
ortaya ¢ikmasi, evrimsel slire boyunca evrimlesmis olabilecek yakm iliskilerini
ifade etmektedir, ancak bu eski iliskinin ayrintilart ve 6nemi hala acikliga
kavusmamustir (Mille-Lindblom ve Tranvik, 2003; Shirtliff vd., 2009; Tarkka vd.,
2009). Bununla birlikte, son aragtirmalar, bu iligkinin ¢ok daha derinlere gittigini
ve fungal vakuoliin icindeki bakteriyel endosimbiyoz oldugunu gostermektedir
(Bonfante ve Desiro, 2017; Siavoshi ve Saniee, 2014). Okaryotlarla endosimbiyotik
iligkide, bakteriler, farkli kompleks besinleri sindirerek, konukgularinin rakiplerine
kars1 gelmesine veya belirli bir yagam tarzi olusturmasima yardimci olabilmektedir.
Buna gore, ¢ok islevli prokaryotlart endosimbiyontlar olarak kullanmak,
Okaryotlarm evrimi i¢in mutlak bir gerekliliktir. Mitokondri ve kloroplastin
inovasyonu, Okaryotik hiicrelerdeki bakteriyel endosimbiyozun en &nemli
sonucudur (Dyall ve Johnson, 2000; Scherlach vd., 2013). Maya gibi tek hiicreli
Okaryotlarm, ¢esitli tiirlerde organelleri barindirmak yerine, ¢esitli faaliyetler i¢in
bir veya daha fazla endofungal bakteriyi kullandig1 ileri siirtilmektedir. Endofungal
bakteriler, maya i¢in hayati aktiviteleri kodlayan bir genetik depo gorevi gorebilir.
Birka¢ caligmanin sonuglari, okaryotik genlerin bazilarmin prokaryotik kokene
sahip oldugunu ve endofungal bakterilerden elde edildigini gostermektedir.
Funguslarin genomik haritasindaki endobakteriyel genlerin tespiti, bakterilerin
funguslarla endofungal birlikteligini isaret etmektedir. Endofungal bakteriler,
funguslarin farkl niglere adapte olmasina katkidabulunabilmektedir. Buna karsilik,
fungal konukcu endofungal bakteriler icin c¢evresel bir rezervuar gorevi
gorebilmektedir (Keeling ve Palmer, 2008; Soucy vd., 2015; Spraker vd., 2016;
Uehling vd., 2017; Deveau vd., 2018).
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Endofungal iligkilerde, endofungal bakteri yiikii, konuk¢unun kontrolii
altindadir. Ciinkii endofungal bakterinin kontrolsiiz ¢ogalmasi, konuk¢unun
Oliimiine yol agmaktadir. Endofungal bakteri replikasyonunu kontrol eden konuk¢u
genlerinin, konuk¢u metabolik olarak aktif oldugunda ve glikoz gibi besinlerin
varhiginda normal olarak biiyiidiigii zaman yiiksek oranda eksprese edildigi ileri
strlilmiistiir. Bununla birlikte, besin ag¢hgt meydana geldiginde, aktif
metabolizmaya dahil olan genler ve endofungal bakterinin replikasyonunu
engelleyen genler kapatilir ve bu da endobakteriyel salinim ve bilyiimeye neden
olmaktadir. Fungal hiicre duvar ve zar, bakterilerin ¢ikis yolunu bulabildikleri

zayif noktalardir (Lowe vd., 2016).

Maya hiicresinin digartya saldig1 bakterinin herhangi bir sinirlama olmaksizin
cogalmasi, yakin ¢evredeki hiicrelere bol miktarda besin saglamaktadir. Bu durum
bakteri ve fungus arasindaki karsilikli yararh iliskiyi gdsteren evrimsel bir fenomen
olabilir. Sonugta, her iki mikroorganizmanin da hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve
diinyadaki diger organizmalar tarafindan isgal edilmesi miimkiin olmayan nisleri
isgal edebilme konusunda avantaj saglayacaktir. Bu sekilde maya; maya
konukgusu icindeyken esir olarak ve salindiginda besin olarak hizmet eden
bakterileri hayatta kalmak icin toplamaktadir. Hiicre i¢i bakterilerin replikasyonu
ve salinmu iizerindeki fungal kontrol, bakteri ve fungus arasinda c¢oziilmeyi

bekleyen gizli sifreyi icermektedir (Heydari vd., 2020).

Heydari ve arkadaglarmin 2022 yilinda yaptigi bir caligmada maya icinde
bakteri bulunusunu tespit etmek icin marker olarak Peptidoglikam1 (PG)
hedeflemislerdir. Eski ve yeni nesil mayalarda sadece birkag bakterinin saptanmasi,
mayanin hiicre i¢i bakteri bollugunu nasil kontrol ettigi sorusunu giindeme
getirmistir. H. pylori’ye 6zgii 16S rDNAve Staphylococcus’a 6zgii 16S rDNA'nn
birlikte bulundugu bir gastrik C.tropicalis, hiicre i¢i bakterilerin canliigini
degerlendirmek i¢in boyanmustir. Floresein izotiyosiyanat (FITC) etiketli anti-PG
monoklonal antikoru (APGMADb), maya i¢indeki PG'nin dogrudan immiino-
flioresan teknik ile saptanmasi i¢in kullanilmistir. APGMAb kapli manyetik

boncuklar, bakterilerin parcalanmms mayalardan ayrilmasi i¢in kullanilmistir.
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Boncuk bagl bakteriler ayrilmisg, sabitlenmis, boyanmis ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Boncuga bagh bakteriler kiiltlirlenmistir ve
16S rDNA'nin amplifikasyonu ve dizilenmesiyle tanmmlanmistir. Floresan
mikroskopisi, maya hiicrelerinin i¢cinde birkag canli bakterinin varhgmi
gostermistir. FITC- APGMAD, hiicre i¢i bakterilerin PG'si ile etkilesime girmistir
ve anne ve yavru maya hiicrelerinde birkac yesil nokta olarak goriinmiistiir. {lging
bir sekilde, maya hiicrelerinin diginda da PG fragmanlan tespit edilmistir. SEM
gozlemleri, boncuklara baglh basiller ve koklarm ayrildigmi gdstermistir.
Stafilokoklar kiiltiire edilebilmesine ragmen H. pylori kiiltiire edilememistir.
Sekans analizi sonucunda , ayrilan bakteriler H. pylori ve Staphylococcus olarak
tammmlanmustir. Maya icinde tespit edilen PG; H. pylori, Staphylococcus veya
mayada mikrobiyom olarak bir arada bulunan diger herhangi bir hiicre i¢i bakteriye
ait olabilecegi diisiiniilmektedir. Eski ve yeni nesil mayalarda sadece birkag hiicre
i¢i bakterinin ve bunlarm dis kisimlarinda PG fragmanlariin saptanmasi; mayanin,
hidroliz ve PG'nin disa aktarmm aracihiiyla hiicre i¢i bakteri bollugunu diistik

oranda kontrol ettigini gostermistir. (Heydari vd., 2022).

Konu ile ilgili yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda endofungal bakterilerin
Candida mayalarmin vakuollerinin igerisine gizlenerek hayatta kalmaya devam
ettigi ve antibiyotikler, stresli kosullara karsi diren¢ gosterdikleri goriilmektedir.
Maya endofungal bakterileri tipki truva ati gibi koruyarak ileriki nesillere
aktarilmasini saglamaktadir. Maya icerisinde saglik acisindan 6nem tastyabilecek
endofungal bakterilere dair smirl sayida veri bulunmaktadir. Maya icindeki
endofungal gelisimin, klinik agidan 6nemli H. pylori eradikasyonunu 6nemli 6lgiide
etkilemektedir. Bu bilgiler 151ginda midenin antrum ve korpus bolgelerinden alman
mide biyopsi Orneklerinden izole edilen Candida tiirlerinde H. pylori varlig:
aragtirilmistir.  Boylece calisma sayesinde maya igerisindeki endofungal
birlikteliklerle ilgili verilere katki saglamak ve H. pylori kaynakli hastaliklarin
tekrarlamasini 6nlemek amaciyla bakteriyle savasmanin yaninda igerisinde bakteri
barindiran maya ile savagmanin da hastaligin tekrarlamasi acisindan Onemli

olduguna dikkat ¢ekmek amaglanmustir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Cahsma materyalleri:

Bu cahismada ¢esitli sikayetleri nedeniyle Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji klinigine bagvuran ve takip eden hekimi tarafindan tibbi agidan
ozofagogastroduodenoskopi (OGD; Ust GIS Endoskopisi) islem endikasyonu
konulan hastalarla islem Oncesi goriisiilerek caligma ekibinde gorevli hekim
tarafindan ¢aligmayla ilgili bilgilendirme yapilmustir. Hali hazirda tibbi gereklilik
nedeniyle hastaya yapilacak islem Oncesi goniilliiliikk esas1 ile hastalardan
bilgilendirilmis onam formu almarak ¢alismaya dahil edilmistir. Calismaya 18 yas
iistii, caligmaya katilmaya goniillii olan tiim hastalar dahil edilmistir. Calismaya
alman her hasta icin olgu rapor formu doldurulmustur. OGD islemi esnasmnda
endoskopik yolla rutin prosediirleri i¢in alinan mide biyopsilerine ek olarak 1 adet
milimetrik mide biyopsi 6rnegi ¢alismada kullanilmak {izere almmistir. Dislama
kriterleri; OGD yapilan ancak cesitli sebeplerden islem esnasmda biyopsi yapilmasi
uygun goriilmeyen (Siroz hastaligina baglh kanama diyatezi, islem esnasinda aktif
kanama vs gibi), ya daislem esnasinda mideye ulagilamayan (6zofagus darlig1 gibi)

hastalar ¢alismadan dislanmustir.

Omnek almacak her bir birey icin yas, cinsiyet, egitim diizeyi, alkol kullanimu,
sigara kullanimi, beslenme aliskanliklari, antibiyotik kullanimi, genel saglik
durumlari, varsa daha dnce ameliyat gecirip gegirmedigi, Hp tedavisi alip almadigi,
protez dis kullanip kullanmadig1 gibi sorular1 kapsayan Ek1’deki olgu rapor formu
doldurulmustur. Projenin gerceklestirilebilmesi i¢in Ege Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Arastirmalar Etik Kurul’'undan 25.06.2021 tarihli, 21-6.1T/21

no’lu karar ile onay alinmistir (EK 1).
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3.1.1.1 Mide biyopsi érnekleri:

Calismaya alinacak hasta sayis1 power analizle %95 giiven araliginda ve %80
giic oraninda 233 hasta olarak belirlenmistir. Ornekler Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine bagvuran ve takip eden hekimi tarafindan tibbi
acidan dzofagogastroduodenoskopi (OGD) islem endikasyonu konulan hastalarm

midelerinin antrum ve korpus bdlgelerinden alinmustir.

Sekil 3.1. Ozofagogastroduodenoskopi (OGD) Islemi esnasinda endoskopik yolla mide  biyopsi

Orneklerinin alinmasi



75

3.1.1.2 Besiyerlerti:

Besiyeri 1. Brain Heart Infusion Broth (Beyin Kalp Infiizyon Broth (BHI))
(NEOGEN-NCMO0016A)

Brain heart infusion ....... 27,5 gr/lt
D(+) Glikoz ................. 2,0 gr/lt
NaCl..oooovviiiiiiii, 5,0 gr/lt
NazHPO4 ..., 2,5 gr/lt
Distile su ... 1000 ml

Uretici firmanim talimatina gére hazir besiyerinden 37,0 gr ahnip besiyeri
1000 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Coziilen besiyeri her tiipte 5 ml olacak
sekilde cam tiiplere paylastirilmistir. Ardindan tiipler 121°C’°de 1,1 atm basingta 15
dakika otoklavda steril edildikten sonra kullanilmustir. Icerisinde steril 5 ml BHI
Broth besiyeri bulunan tiiplere mide biyopsi 6rnekleri almmistir ve tiipler mide

biyopsi Orneklerinin ayni giin igerisinde analize alinmak {izere laboratuvara

tasinmasinda kullanilmastir.

Besiyeri 2. Brain Heart Infusion Agar (BHA)

Brain heart infusion ....... 27,5 gr/lt
D(+) Glikoz ................. 2,0 gr/lt
NaCl.....oooooviiiiin. 5,0 gr/lt
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Brain Heart Infusion Agar, BHI broth igerisinde agar eklenerek
hazirlanmistir. BHA igerisine %10 insan kani ilave edilerek kullanilmistir. BHA
besiyeri gerekli miktarda tartilip 121°C’de 1,1 atm basingta 15 dakika otoklavda
steril edilmistir. Otoklavdan sonra yeteri kadar soguyan besiyerine %10 oraninda
insan kani eklenmis ve besiyeri steril petrilere paylastirilmistir. %10 insan kani
ilave edilmis BHA, Candida spp. igerisinde endofungal H. pylori suslarnin
GasPack Jar icerisinde mikroaerofilik kosullar altinda kiltiire edilme

calismalarinda kullanilmstir.

Besiyeri 3. Brucella Agar (BA) (LIOFILCHEM-610079)

Peptone frommeat ........................ 10,0 gr/lt
Peptone from casein ....................... 10,0 gr/lt
Yeast extract ........coovvvviiiiiiiiiniinnnn 2,0 gr/lt
D(+) Glucose .....covvvviiiiiiiii, 1,0 gr/lt
NaCl .o, 5,0 gr/lt
AT oo 13,0 gr/lt
Distile sU ...ooviiiiii 1000 ml

Ureticinin talimatlari dogrultusunda gerekli miktarda tartilan besiyeri
121°C’de 1.1 atm basingta 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Candida spp.
icerisinde endofungal H. pylori suslarinin GasPack Jar igerisinde mikroaerofilik

kosullar altinda kiiltiire etme ¢alismalarinda kullanilmustir.
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Besiyeri 4. Kan Agar (KA) (LIOFILCHEM-610005)

Heart extract and peptones .................... 20,0 gr/lt
NaCl oo, 5,0 gr/lt

AGAr i 15,0 gr/lt
Distile Su .....ooiiiii 1000 ml

Kan Agar besiyeri icerisine %10 insan kani ilave edilerek kullanilmistir.
Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda gerekli miktarda tartilan besiyeri 121°C’del,1
atm basingta 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan sonra yeteri kadar
soguyan besiyerine %10 oraninda insan kani eklenmis ve besiyeri steril petrilere
paylastinilmistir. % 10 insan kani ilave edilmis BA besiyeri, Candida spp.
icerisinde endofungal H. pylori suslarinin GasPack Jar igerisinde mikroaerofilik

kosullar altinda kiiltiire etme ¢alismalarinda kullanilmustir.

Besiyeri 5. Harlequin® Candida Chromogenic Agar NEOGEN-NCM1012)

Glucose .....ovvviiiiiii 20,0 gr/lt
Peptone ........coooviiviiieiieieeeee 10,0 gr/lt
Chromogenic Substrate ................... 0,40 gr/lt
Chloramphenicol ......................... 0,50 gr/lt
AT oo 15,0 gr/lt
Distile st .....oovviiiiiiiiiiiiiinieeieeeee.. 1000 ml

Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda gerekli miktarda tartilan besiyeri
mikrodalga firinda kaynatilarak kullanima hazir hale gelmistir. Besiyeri mide

biyopsi drneklerinden Candida spp. izolasyonunda kullanilmustir.
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Besiyeri 6. Malt Yeast Glukoz Peptone Broth/Agar (MYGP-B/MYGP-A)

Malt ekstrakt (MERCK, 105391)................. 3gr
Yeast ekstrakt (MERCK,103753)................. 3gr
Pepton (MERCK, 107214).........ccciiiiiatn. S5gr
Glukoz (SIGMA, SZBA3420V)........cceuennn... 10 gr
Agar MERCK, 101613)........cccceviiiinnnn.n. 20 gr
Distile SU ..oviiiii 1000 ml

Besiyeri igerigi 1000 ml suda ¢oziilerek otoklavda 121°C’de, 1,1 atm
basingta, 15 dak. siire ile steril edilmistir. Malt Yeast Glukoz Pepton Broth
besiyerine agar ilave edilmeden hazirlanmaktadir. Malt Yeast Glukoz Pepton Agar
Candida spp. ait saf kiiltiirlerin stoklanmasinda ve Malt Y east Glukoz Pepton Broth
ise DNA izolasyonu i¢in gerekli hiicre yigminmn eldesinde kullanilmistir. Ayrica
mideden Candida spp. izolasyonu es zamanli olarak hem MYGP-A hem de

Chromagar’da gerceklestirilmistir.

Besiyeri 7. Ure Agar (LAB M)
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29 gr besiyeri icerigi 100 ml suda ¢ozllmiistiir ve filtreden gecirilerek
sterilize edilmistir. 900 mlI’lik BHI-A hazirlanarak otoklavda 121°C’de, 1,1 atm
basingta, 15 dak. siire ile steril edilmistir. Sterilizasyon isleminin ardindan steril 100
ml iire ortamu steril BHI-A besiyeri igerisine eklenmistir. H. pylori ortamdaki tireyi
kullandiginda ortamu alkali hale getirerek amonyak olusturmaktadir. H. pylori

kiiltiirleme calismalarinda kullanilmustir.

3.1.1.3 Tamponlar, boyalar ve ¢ozeltiler:

Calismamizin ¢esitli asamalarinda kullanilan c¢ozelti, boyalar ve diger

kimyasallar asagida verilmistir.

Basit bovamada kullanilan bovalar:

Kristal viyolet boyasi: 20 ml %95’lik etanolde 2,0 gr kristal violet
¢Oziilmiistiir. 80 ml distile suda 0,8 gr amonyum oksalat ¢oziilmiis ve bu ¢ozelti
alkolde ¢oziilmiis olan kristal violet soliisyonuna ilave edilmistir. Izole edilen

mayalarin boyanmasinda kullanilmstir.

Floresan in situ hibridizasyon analizinde kullanilan cozeltiler ve problar:

1.Phosphate Saline Buffer (PBS) tamponu:

NaCl .............. 0,8 gr

KCl...oooooiiiail, 0,02 gr
Na2HPOs ....... 0,142 gr
KH2POsq ......... 0,024 gr

Distile su ....... 100 ml
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FISH analizinde maya hiicrelerini yikama amach kullanilmigtir. Tim
bilesenler gerekli miktarlarda tartilip distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. 121 °C’de

15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir.

2.Wash Buffer tamponu (100 ml):
20 mM Tris/HCI (SIGMA)....... 0,3152 gr

100mM NaCl ............ooeenen. 0,585 gr

FISH analizinde ve Candida igerisinde endofungal H. pylori suslarini kiiltiire
etme c¢aliymalarinda kullanilmigtir. Tim bilesenler gerekli miktarda tartilip

filtreden gegirilerek steril edilmistir.

3.FISH Buffer (5M NaCl, 1M Tris-HCIl, %10 SDS, %37.7
Formamide)(100ml):

Tris-HC1 (SIGMA)........... 9,8 gr
SDS (Glentham,163ZSS) ...6,22 gr
Formamide (MERCK)...... 37,7 ml

Distile su ... ... 62,3 ml

H. pylori’ye 6zgii Hpy probu (5’-CACACCTGACTGACTATCCCG-3)
kullanilarak gergeklestirilecek FISH analizinde kullanilmak iizere hazirlanmistir.
Tiim bilesenler gerekli miktarda tartilip 62,3 ml distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.
Ardindan 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan
ciktiktan sonra 37,7 ml formamide soliisyonu eklenmistir. Tampon — 20 °C’de

karanhkta saklanmustir.
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4.FISH Buffer (5M NaCl, 1M Tris-HCI, %10 Formamide)(100ml):

Bakterilere 6zgli EUB 338 probu (5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3°)
kullanilarak gergeklestirilecek FISH analizinde kullanilmak tizere hazirlanmistir.
Tiim bilesenler gerekli miktarda tartilip 90 ml distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Ardindan 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan
ciktiktan sonra 10 ml formamide soliisyonu eklenmistir. Tampon — 20 °C’de

karanlikta saklanmustir.

5.FISH Buffer (5M NaCl, 1M Tris-HCI, %20 Formamide)(100ml):

Tris-HC1 (SIGMA)......... 12.60 gr
Formamide (MERCK).....20 ml

Distile su ......oooevvvnnn... &80 ml

Bakterilere 6zgli EUB 338 probu (5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3°)
kullanilarak gergeklestirilecek FISH analizinde kullanilmak tizere hazirlanmistir.
Tiim bilesenler gerekli miktarda tartilip 80 ml distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Ardindan 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan
ciktiktan sonra 20 ml formamide soliisyonu eklenmistir. Tampon — 20 °C’de

karanlkta saklanmustir.

6.FISH Buffer (5M NaCl, 1M Tris-HCI, %30 Formamide)(100ml):
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NaCl..ooovviiiiiiiiii 20.,475 gr
Tris-HC1 (SIGMA).............. 11,032 gr
Formamide ....................... 30 ml
Distile st .....ooviiiiiiiiii 70 ml

Bakterilere 6zgii EUB 338 probu (5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3°)
kullanilarak gergeklestirilecek FISH analizinde kullanilmak iizere hazirlanmistir.
Tiim bilesenler gerekli miktarda tartilip 70 ml distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Ardindan 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan
ciktiktan sonra 30 ml formamide soliisyonu eklenmistir. Tampon — 20 °C’de

karanlikta saklanmuistir.
7.EUB 338 prob (OLIGOMER):

Bakteriyel 16S rRNA'ya 6zgii EUB 338 (5'- GCT GCC TCC CGT AGG
AGT -3) probu maya igerisinde yasayan bakterileri saptamak amaciyla FISH

analizinde kullanilmustir.
8.Non-EUB 338 prob (OLIGOMER):

Non-spesifik baglanmayi tespit etmek amaciyla kullanilmistir.
9.Hpy prob (OLIGOMER):

H. pylori’ye 6zgii Hpy 5’-(CACACCTGACTGACTATCCCG)-3" probu
maya igerisinde yasayan H. pylori’leri saptamak amaciyla FISH analizinde

kullanilmustir.

DNA izolasyonunda kullanilacak tamponlar ve cozeltiler:

Lizis Tamponu (pH 8):
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400 mM Tris HCI (SIGMA)............... 6,3 gr

60 mM EDTA (Glentham,226JXM)......2,35 gr

I5S0mM NaCl ..., 0,9 gr
%1’lik SDS (Glentham,163ZSS)......... 1,0 gr
Distile su ...oovveiiiii 100 ml

Candida spp. izolatlarimdan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmigtir. Tim
bilesenler gerekli miktarlarda tartilip distile su igerisinde ¢ozlilmiistiir. 121 °C’de
15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan ¢ozeltinin pH’s1

kontrol edilmis ve kullanima hazir hale gelmistir.

Potasyum Asetat Tamponu:

5M Potasyum asetat (SIGMA, SLBR2628V)........... 14,7 gr
Glasiyel asetik asit ..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiieene.. 5,75 ml
DIStIlE SU .t 29,55 ml

Candida spp. izolatlarmdan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmistir 14,7 gr
potasyum asetat 29,55 ml distile su i¢inde c¢Oziilmiis ve otoklavlanmustir.

Otoklavdan ¢iktiktan sonra 5,75 ml glasiyel asetik asit eklenmistir.

Tris Borik Asit EDTA (TBE) Tamponu (5X):

Tris base (Glentham, 103QGF) ............ 10,8 gr
Borik asit (J.T.Baker)........................ 5,5 gr
EDTA (Glentham, 226JXM)............... 0,75 gr

Distile SU ...vvviiiiiiiiii 182,55 ml
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Calisma soliisyonu, total DNA’larin ve PCR iiriinlerinin elektroforezinde
kullanilan agaroz jelin hazirlanmasinda ve yiiriitme tankinin doldurulmasinda
kullanilmistir. 1x ¢alisma soliisyonu 5x stok soliisyon 1/5 oraninda seyreltilerek

hazirlanmustir.

izopropanol:

Candida spp. izolatlarindan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmustir.

Etanol (%670)

Etanol ...l 70 ml
Distile st .....ovviiiiiiiii 30 ml
Candida spp. izolatlarindan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmustir.

PCR islemleri sirasinda kullanilacak bilesenler:

- dNTP karisimi (Thermo Fisher Scientific;10 mM):

Her bir deoksiniikleotidtrifosfattan 10mM igeren ¢ozelti PCR islemleri

sirasinda kullanilmustir.

- Taq DNA polimeraz(Thermo Fisher Scientific, 500 U):

PCR islemleri sirasinda kullanilmistir.

- PCR reaksiyon buffer (Thermo Fisher Scientific, 10X):

PCR iglemleri sirasinda kullanilmistur.

- MgCl; soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, 25 mM):

PCR iglemleri sirasinda kullanilmistur.
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- Ultrasaf su (EAU-BI-DISTILLEE):

PCR islemi sirasinda ve DNA izolasyonunun son agamasi olan etanoliin

ucurulmasmdan sonra DNA siispansiyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir.

- Primerler:
Primer Hedef Bolge Primer Adi Primer Dizisi (5’-3’)
H. pylori HP1 5'-GCAATCAGCGTCAGTAATGTTC-3'
16S rDNA gen
bolgesi
HP2 5'-GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC-3'
H. pylori VAl-F 5'- ATGGAAATACAACAAACACAC -3’
vacA s1/s2
VA1-R 5'- CTGCTTGAATGCGCCAAAC -3’
H. pylori VAG-F 5'-CAATCTGTC CAATCAAGCGAG-3'
vacA m1/m2
VAG-R 5'-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3'
H. pylori no:1F 5'-AACGAATTCAAAAAAGCCGTTAGCGTGAAA-3’
ureAB gene
no:2F 5-GTTTCCATGGCGCTAAAAGCGATGACAACT-3’
R 5'-GCAGGATCCACGCTAAGATTG AA-3’
Primer Hedef Bolge Primer Adi Primer Dizisi (5’-3)
NL4 5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
26S rDNA gen NL1 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
bolgesi
CALS 5’- TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG-3’
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26S rDNA
gen bolgesinin

D1/D2
bolgesine spesifik
olarak dizayn edilen
C.albicans spesifik
primerler

NL4CAL

5’- AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA-3’

NL5CAL

5’- AGATCATTATGCCAACATCCTAGGTTAAA-3’

ITS1-5.8-
ITS2 bolgesi

ITS1

5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’

ITS4

5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Primerler PCR islemleri sirasinda kullanilmistir.

- Marker DNA’lar (GeneDirex):

Ticari olarak temin edilen marker DNA’lar; genomik DNA’lar ve PCR

urlinleri agaroz jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra uygun boyutta olup

olmadigmin belirlenmesi amaciyla kullanilmustir.

- Yiikleme boyas1 (THERMO):

Calismamizda Thermo

kullanilmigtir. Soliisyon, elektroforezde jel yiikleme tamponu olarak kullanilmistir.

DNA o6rnekleri ve PCR iiriinleri yiikleme boyasi ile birlikte karistirilip kuyucuklara

yiiklenmistir.

Scientific 6X Orange DNA Loading Dye

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

%0,15 orange G

%0,03 xylene

%60 glycerol

60 M EDTA
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- GelRed (BIOTIUM):

Agaroz jel elektroforezinde UV altinda total DNA ve PCR iiriinlerinin

goriintiilenebilmesi i¢in kullanilmustir.

- DNA izolasyonu kiti (NORGEN):

Candida icerisinde endofungal H. pylori yogunlugu az olabilecegi ve PCR ile
amplifiye edilme olasihgmm diisiik olacagi disiiniilerek DNA izolasyonu es
zamanl olarak hem manuel hem de NORGEN DNA Izolasyon kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Amag dahasaf ve fazla miktarda bakteri DNA’ s1 elde etmektir.

-  NORGEN DNA izolasyonu Kit Icerigi

Lysis Buffer L, Binding Buffer I, Solution WN, Wash Solution A, Elution
Buffer B, RNAse A, Filter Columns, Spin Columns, Collection Tubes, Elution

tubes

10. Gas Pack Jar, Mikroaerofilik Kit, Anaerobik Kit

H. pylori ATCC43504 susunu kiiltiire etmek ve Candida spp. i¢erisindeki
endofungal H. pylori suslarimi kiiltiire etme ¢aligmalarinda Gas Pack Jar (Merck)
kullanilmistir. Mikroaeofilik kitler ve Anaerobik kitler Gas Pack Jar igerisinde
sirasiyla  mikroaerofilik ortam ve anaerobik ortam olusturmak amaciyla

kullanilmastir.

3.1.2 Kullamlan bashca cihazlar:

Vorteks (Heidolph)
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Santrifuj (Hettich)
Otoklav (Hirayama)
Isik Mikroskobu (Olympus CX22)
Steril Kabin
Yatay Elektroforez Tanki (Consort )
Jel Goriintiileme Cihaz1 (VILBER)
PCR Cihaz1 (BLUE-RAY, BIOTECH)
Floresan Mikroskobu (ZEISS — OBSERVER Z1)(1YTE)
Is1 Blogu (Stuart-Scientific)
3.1.3 Referans suslar:

Candida albicans ATCC 10231, Helicobacter pylori ATCC 43504

Calismada kullanilan Helicobacter pylori ATCC 43504 susu Hacettepe
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yakut

Aky6n Yilmaz’m sorumlu oldugu laboratuvardan alinmustir.

3.1.4 Antifungal duyarhhk testinde kullanilan malzemeler:

Igerisinde endofungal H. pylori bulunan Candida spp. izolatlarmm in vitro
antifungal duyarhlik testleri i¢in amfoterisin B ve flukonazol kullanilmustir.
Antifungal duyarliik testi MIC yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu

amagla 96 kuyucuklu microplate kullanilmustur.
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3.2 Yontem

3.2.1 Orneklerin almm ve laboratuvara getirilmesi:

Omekler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine basvuran
ve takip eden hekimi tarafindan tibbi agidan dzofagogastroduodenoskopi (OGD)
islem endikasyonu konulan hastalarm midelerinin antrum ve korpus bélgelerinden
almmustir. 233 hastanin OGD islemi esnasinda endoskopik yolla rutin prosediirleri
icin alinan mide biyopsilerine ek olarak antrum ve korpus bolgelerinden 2’ser adet
milimetrik mide biyopsi Ornegi calismada kullanilmak tizere alinmugtir. Mide
biyopsi Ornekleri igerisinde steril Brain Heart Infusion Broth bulunan tiipler
icerisine alinmistir. Alinan 6rnekler zaman kaybedilmeden buz kabi igerisinde

saklanarak laboratuvara getirilmistir.

3.2.2 Candida spp. izolasyonu:

Mide biyopsi Ornekleri igerisinde Brain Heart Infusion Broth (BHI-B)
bulunan tiipler icerisine almmustir. Her hasta midesinin antrum ve Kkorpus
bolgesinden 2 ayrn tiipe biyopsi Ornegi alinmustir. Biyopsiler ayni giin iginde
laboratuvara getirilip izolasyon islemlerine baslanmustir. Mide biyopsi
orneklerinden Candida izolasyonu i¢in es zamanh olarak Malt Yeast Glikoz Pepton
Agar (MYGPA) ve Harlequin® Candida Chromogenic Agar kullanilmistir ve
diliisyonlar i¢in paralel ekimler yapilmistir. 24-48 saat 37°C’ de inkiibasyona
birakilmigtir. Ayni anda farkl tipte kolonilerin secilebilmesi i¢in mide biyopsi
orneklerini aldigimz ilk tiipten 0,1 ml alinip Harlequin® Candida Chromogenic
Agar besiyerine aktarilarak steril baget ile yiizeye yayilmustir. Bu besiyerinde
gozlenen farkli renk ve biiyiikliikteki koloniler Candida genusu iiyelerinin
saflagtirilmast i¢cin uygundur. Ancak Chromogenic ortam igerisinde bulunan
antibiyotikten maya icerisindeki bakterilerin etkilenme ihtimaline karst hem
MYGP-A hem de CHROM agardan izole edilen maya izolatlari FISH ile

incelenmistir. Ortam igerisinde bulunan antibiyotigin endofungal bakterilere etki
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etmediginden emin olunmustur. CHROMagar Candida ortamida gozlenen farkh

renk ve biiyiikliikteki maya kolonileri ¢izgi ekim yapmak siireti ile saflagtirilmis ve
yatik MYGP-A ortamlarma aseptik kosullarda almarak 37 °C’de 24 saat

inkiibasyondan sonra stok kiiltiir olarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Candida tiirleri icerisinde endofungal H. pylori varh@min

arastirilmasi:

Candida vakuolii icerisinde endofungal H. pylori varhigi arastirilacaktir. Bu

amacla Floresan in situ hibridizasyonu (FISH) analizi gergeklestirilmistir.

- Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Candida spp. vakuolii i¢inde yasayan endofungal bakteri varligini arastirmak
i¢in bakterilere 6zglii EUB338 probu ve endofungal H. pylori varligini1 aragtirmak
icin ise H.pylori-spesifik prob (Hpy) kullamlmustir. Izolasyonda MY GP-A ortamu
ile birlikte kullanilan Chromogenic ortam igerisinde bulunan antibiyotikten maya
icerisindeki bakterilerin etkilenme ihtimaline karst hem MY GP-A hem de CHROM

agardan izole edilen maya izolatlar: FISH ile incelenmistir (Siavoshi vd., 2019).

EUB338 probe kullanilarak gerceklestirilen FISH analizi

FISH analizi Siavoshi ve arkadagslarinin kullandig1 yontem modifiye edilerek

gergeklestirilmistir (Siavoshi vd., 2019).

- 18-24 saatlik Candida spp. kiiltiirii kullanilmustir.
- Pelletler 3 kez 0.01M Phosphate Buffered Saline (PBS) i¢cinde
yikanmisti. PBS maya hiicrelerinden besiyeri vb. kalintilart arindirmak

amaciyla kullanilmustir.



91

Ardmdan yikanan pelletler, icine 1pl cy3 etiketli EUB-338 probe
eklenen 100 pl FISH hibridizasyon tamponu (SM NaCl, 1M Tris/HCL,
%20 Formamide) icinde yeniden siispanse edilmistir.

*Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda, ¢alismalarda kullanilan
kullanilacak FISH hibridizasyon tamponunun hazirlanisinda farkh
formamide konsantrasyonlar1 kullanildigi tespit edilmistir. Bu
nedenden dolayr kullanilacak formamide konsantrasyonunun
optimizasyonunu gergeklestirilmistir. FISH hibridizasyon tamponu 3
farkli formamide konsantrasyonunda hazirlanmistir (SM NaCl, 1M
TrissHCL, %10 Formamide; 5M NaCl, 1M Tris/HCL, %20
Formamide; 5M NaCl, 1M Tris/HCL, %30 Formamide). Hazirlanan

tamponlar filtreden gegirilerek steril edilmistir.

*Farkl konsantrasyonlarda formamide ile hazirlanan FISH Buffer
kullanilarak ayr1 ayrnn FISH analizi gergeklestirilmistir.  FISH
analizinden sonra floresan mikroskop altinda yapilan inceleme
sonucunda en iyi 1s1manin icerisinde %20 oraninda formamide bulunan
FISH Buffer’m kullanildigi deney sonucunda elde edilmistir.
Optimizasyon sonucunda %20 formamide konsantrasyonun en
uygun  oldugu  belirlenmistir ve  analizlere formamide
konsantrasyonunun %20 oldugu FISH hibridizasyon tamponuyla devam

edilmistir.

Stispansiyon 37 °C’de 120-150 rpm’de 1.5-2 saat ¢alkalamali inkiibatorde
karanlkta inkiibe edilmistir.

Hibridizasyondan sonra hiicreler her seferinde 5 dakika olmak {izere 2 kez
PBS ile ardindan 2 kez Wash Buffer ile yikanmistir.

Yikanan maya hiicreleri 150-200 pl PBS icinde tekrar siispanse
edilmistir.

Maya siispansiyonundan preparat hazirlanmugtr.
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- Preparatlar Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii BITYOMER analiz
merkezinde ZEISS-OBSERVER Z1 floresan mikroskopu altinda

incelenmis ve fotograflanmistir.

Non-EUB338 probe kullanilarak gerceklestirilen FISH analizi

Non-spesifik baglanmay1 tespit etmek i¢in non-EUB338 probe kullanilarak
FISH analizi ger¢eklestirilmistir. Analiz basamaklari EUB-338 probe kullanilarak
gerceklestirilen FISH analizinde oldugu gibidir.

H.pylori’ye 6zgii probe (Hpy) kullanilarak gerceklestirilen FISH analizi

FISH analizi Siavoshi ve arkadaslarinin kulland1g1 yontem modifiye edilerek
gergeklestirilmistir (Siavoshi vd., 2019). Hpy-probu kullanarak gerceklestirilen
FISH analizinde kullanilan FISH hibridizasyon tamponundaki formamide

konsantrasyonu %37.5’tur. Hibridizasyon sicakhg 46 °C’dir.

- 18-24 saatlik Candida spp. kiiltiirii kullanilmustr.

Pelletler 3 kez 0.01M Phosphate Buffered Saline (PBS) i¢inde yikanmistur.

PBS maya hiicrelerinden besiyeri vb. kalintilar1 arindirmak amaciyla kullanilmustir.

- Ardindanyikanan pelletler, i¢ine 1ul cy3 etiketli Hpy prob eklenen 100
ul FISH hibridizasyon tamponu (5M NaCl, 1M Tris/HCL, %37,5 Formamide)

icinde yeniden siispanse edilmistir.

- Stispansiyon 46 °C’de 120-150 rpm’de 1.5-2 saat calkalamali

inkiibatorde karanlikta inkiibe edilmistir.

- Hibridizasyondan sonra hiicreler her seferinde 5 dakika olmak iizere 2

kez PBS ile ardindan 2 kez Wash Buffer ile yikanmustir.

- Yikanan maya hiicreleri 150-200 pl PBS i¢inde tekrar siispanse

edilmistir.

- Maya siispansiyonundan preparat hazirlanmugtir.
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- Preparatlar Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii BIYOMER analiz
merkezinde ZEISS-OBSERVER Z1 floresan mikroskopu altinda incelenmis ve

fotograflanmustir.
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FISH DENEY1

Maya hiicreleri iistline steril

24 saatlik Candida spp. kiiltiirii steril PBS (phosphate saline buffer)
kabin igerisinde steril mikrosantrifiij

tiipleri iine toplanmustir. eklenmis ve hiicreler yikanmistir (x3)

Maya hiicreleri FISH buffer ve Hpy-
probe ile siispanse edilmis, tiipler

vortekslenmistir. (es zamanli olarak ayni

islem EUB338 probe i¢cinde ayr tiip
icerisinde gergeklestirildi)

PBS eklenen tiipler santrifiij
edilmistir. Bu asamadaki amac
hiicrelerden besiyeri artiklarmi

uzaklastirmak ve temiz hiicre
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Hibridizasyon calkalamali inkiibatérde, 46°C’de 120 rpm’de 2 saat boyunca karanlik ortamda
gerceklestirilmistir. (EUB338 probe icin 37 °C’de)

Gerekli siire gectikten sonra yeniden PBS Ile yikama islemi gergeklestirilmistir ve floresan mikroskobu

altinda incelemek tiizere preparat hazirlanmistr.

\
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Preparatlar floresan mikroskobu altinda

incelenmistir.
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3.2.4 PCR tabanh molekiiler yontemler ile Candida tiirleri icerisinde

endofungal H. pylori varhgmin arastirilmasi:

DNA izolasyonu

FISH analizi sonucunda igerisinde endofungal H.pylori barindirdig: tespit
edilen Candida spp. kiiltiirlerinden DN A ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. DNA,
3 kez alt kiiltiirti yapilmig Candida kiiltiirlerinden ekstrakte edilmistir. Candida spp.
izolatlarindan DNA ekstraksiyonu Liu ve ark.’larmm (2000) gelistirdikleri
yontem daha temiz ve parlak bantlar elde etmek amaciyla iizerinde bazi
degisiklikler uygulanarak yapilmistir. Candida igerisinde endofungal H. pylori
bakteri yogunlugu az olabilecegi ve PCR ile amplifiye edilme olasihigmin diisiik
olacag1 disiintilerek DNA izolasyonu hem manuel hem de kit kullanilarak
yapilmistir. Amag daha saf ve fazla miktarda bakteri DNA’ s1 elde etmektir. Ayrica
DNA, H. pylori ATCC 43504 (pozitif control) ve icerisinde hiicre-igi bakteri
bulunmadigini bilinen C. albicans ATCC 10231 (negatif kontrol) saf kiiltiirlerinden
de ekstrakte edilmistir (Liu vd., 2010).

e Manuel Yontem ile Gergeklestirilen DNA izolasyon Basamaklar

- FISH analizi sonucunda igerisinde endofungal H. pylori tespit edilen

Candida spp. izolatlart MYGP-A ortamina inokiile edilmistir ve petriler
24-48 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon siiresinin ardindan maya hiicreleri igerisinde steril distile su

bulunan ependorflar igerisine alinmis, pellet yikamasi gergeklestirilmistir.

- Yikanan maya pelleti tizerine 500 pl lizis soliisyonu ilave edilmistir ve

mikrosantrifiij tiipli vorteks ile 5 saniye kadar kanstirilmstir.

- Mikrosantrifiij tiipleri 15 dakika boyunca 65°C’lik su banyosunda inkiibe
edilmistir.
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- Inkiibasyonun ardindan iizerine 150 pl SM potasyum asetat ¢dzeltisi

eklenerek, pipetle homojenize olana kadar karigtirilmistir.

- Homojenizasyondan sonra mikrosantrifiij tiipleri 12.000 rpm’de 5 dakika

boyunca santrifiij edilmistir.

- Santrifiij isleminin ardindan slipernatant (500 pl), yeni bir

mikrosantrifiij tlipiine alinarak iizerine esit hacimde (500 pl) izopropanol ilave

edilerek tekrar 12.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

- Stipernatant atilip dipte kalan c¢okelti lizerine %70’lik etanol ilave

edilmistir.

- Etanol eklenen mikrosantrifiij tiipleri yeniden 12.000 rpm’de santrifiij
edilip, sonrasinda etanol dokiilerek 65°C’de etanol ugurulduktan sonra iizerine 50

ul ultra saf su eklenerek DNA siispansiyonu yapilmistir ve genomik DNA -20 °C’
de muhafaza edilmistir (Liu ve ark., 2000).

¢ Kiti Kullanilarak Gergeklestirilen DNA izolasyonu Basamaklar
1.Adim Lizat Hazirlama

a) Maya pelleti santrijiij tiipiine toplanir. Ustiine 500 pl Lizis Buffer L ve 1
ul RNAse A eklenir. Karigim 20 saniye voktekslenir.

b) Siispansiyon 65 °C’de 10 dk. inkiibe edilir. inkiibasyon sirasmda santrifii]

tlipleri ara sira ters gevrilerek lizat 2-3 kez karistirilmast saglanir.

¢) Santrifijj tlipliniin i¢erisinde bulunan siispansiyona 100 pl Binding Buffer

I eklenir ve iyice karstirilir. Buz lizerinde 5 dk bekletilir.

d) Temiz Collection tiiplerin birine filter column (clear O-ring) yerlestirilir.
Buzda bekletilen lizattan filtre {izerine eklenir ve 2 dk boyunca 14.000 rpm’de

santrifiij edilir.
e)Santrifiijden sonra supernatant temiz bir santrifiij tlipline alinir.

f)Toplam lizata esit hacimde %70’lik etanol eklenir ve vortekslenir. (Her 100
pl lizata 100 pl etanol) 2. Adima gegilir.
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2. Adim Binding Column
a) Temiz Collection tiiplerin birine spin column (grey O-ring) yerlestirilir.

b) Spin column iizerine 650 pl lizat+etanol karigimi eklenir. 10.000 rpm’de 1

dk santrifijlenir.
Dipteki ¢okelti atilir ve kolon baska temiz collection tiipe yerlestirilir.
Not: Column iyice kontrol edilir, tiim lizat collection tiipe ge¢melidir.
c¢) Lizat hacmine baglh olarak 2b adimi tekrarlanir.
3.Adim Column Wash

a) Column {iizerine 500 pl soliisyon WN eklenir ve 10.000 rpm’de 1 dk.

santrifiijlenir.
b) Alttaki siv1 atilir ve column baska temiz bir collection tiipe yerlestirilir.

¢) Column iizerine 500 ul Wash Solution A eklenir ve 10.000 rpm’de 1 dk.

santrifiijlenir.
d) Alttakalan s1vi1 atilir ve column bagka temiz bir collection tiipe yerlestirilir.

e) 3¢ ve 3d adm tekrarlanir.

f) Filtreyi tamamen kurutmak i¢in column 14.000 rpm’de 2 dk boyunca

santrifiij edilir ve collection tiip atilir.
4.Adim DNA Elution
a) Column kit ile birlikte verilen 1.7 ml’lik eliisyon tiipiine yerlestirilir.

b) Column {izerine 100 ul Elution Buffer B eklenir ve oda sicakliginda 1 dk.
bekletilir.

c) 10.000 rpm’de 1 dk. santrifijjlenir. Column’dan ayrilan hacime dikkat

edilir ve tiim hacim ayrilmamigsa 14.000 rpm’de 1 dk. daha santrifiij edilir.
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e Total DNA’larin Goriintiilenmesi:

Igerisinde endofungal H. pylori barndiran Candida spp. izolatlarinin
genomik DNA’larinin biitiinliikleri agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir.
Elektroforezde, tampon olarak Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu kullanilmistir
ve elektroforez %1°lik agaroz jelde gerceklestirilmistir. Yiikleme soliisyonu, DNA
Loading Dye (80 pl) igerisine 1 ul 10000XGelRed(BIOTIUM) niikleik asit boyasi
eklenerek hazirlanmigtir. 5 pl DNA soliisyonu ve 2 pl yiikleme soliisyonu ile

karistirilarak 90V’da 1 saat siireyle yiiriitiilmiistiir (Birol, 2018).

3.2.4.1 Candida tiirlerinden izole edilen total dna’larin H. pylori 16S rDNA

gen bolgesi icin spesifik primerler ile amplifikasyonu:

FISH analizi sonucundaigerisinde endofungal H. pylori tespit edilen Candida
spp. izolatlarmda H. pylori’'ye 6zgii 16S rDNA gen bolgesinin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Icerisinde endofungal H. pylori bulunan Candida tiirlerinden
ekstrakte edilen total DNA kullanilmistir. Total DNA’dan H. pylori’ye 6zgii 16S
rDNA gen bolgesinin amplifikasyonu HP1: 5'-GCA ATC AGC GTC AGT AAT
GTT C-3" ve HP2: 5'-GCT AAG AGA TCA GCC TAT GTC C-3’ primerleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Amplifikasyonun ardindan iiriinlerin agaroz jel
elektroforezi sonucunda bant goriilmemistir. Bu sebeple PCR firiinlerini kalip
olarak kullanarak Nested PCR yapilmustir. i1k PCR ¢ahismasmin ardindan hemen
ayni giin Nested PCR c¢alismasi1 gergeklestirilmistir. Farkli kosullar (Annealing
sicakligi, MgCl2 konsantrasyonu, dongii sayist vb.) denenerek Nested PCR
kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Nested PCR calismasinda kalip
olarak bir 6nceki PCR sonucunda elde edilen PCR {iriinleri kullanilmistir (Cizelge
3.2). Nested PCR kosullart 16S rDNA gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan
kosullarm aynisidir. Farkli dongii sayilart uygulanmis ancak en iyi sonug ilk
basamaktaki gibi 33 dongii ile elde edilmistir. Optimize edilen kosullar altinda
calismaya devam edilmistir. DNA amplifikasyonu, optimize edilmis 50 pl’lik
reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. PCR tiipiine sirasiyla koyulan bilesikler
ve amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.1°deki gibidir.
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Tablo 3.1 H. pylori’ye 6zgii 16S rDNA gen bélgesinin amplifikasyonu sirasinda PCR tiipiine

sirastyla konulan bilesikler ve miktarlan

Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 pl
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 ul (4Mm)
dNTP mix 1 ul
Primer HP1 2 ul (10 pmol/ pl)
Primer HP2 2 ul (10 pmol/ pl)
Tag DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
Kalip DNA 5 ul (40-50 pg/ml)

Nested PCR tiipiine sirastyla konulan bilesikler ve miktarlan

Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 pl (4Mm)
dNTP mix 1l
Primer HP1 2 ul (10 pmol/ pul)
Primer HP2 2 ul (10 pmol/ ul)
Taq DNA Polimeraz 0.4 ul (2U)
PCR Uriinii 5 ul (40-50 pg/ml)

H.pylori’ye 6zgii 16S rDNA gen bolgesinin PCR kosullari ve Nested PCR kosullar

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 3 dk 94 °C
Denatiirasyon 45 sn 94 °C
Annealing 33 45 sn 55°C
Elongasyon 1 dk 72 °C
Son uzama 1 5 dk 72 °C
Sogutma - 0 4°C

3.2.4.2 Candida tiirlerinden izole edilen total DNA’larin H. pylori viriilans
faktorlerini kodlayan gen bdlgelerinin spesifik primerler ile

amplifikasyonu:

vacA geninin amplifikasyonu:

Icerisinde endofungal H.pylori barmdiran Candida tiirlerinden izole edilen
total DNA’lar spesifik primerler ile amplifikasyona tabi tutulmus ve H.pylori’nin
virulans genlerinden vacA geninin varligi arastirilmistir. Bu amagla vacA geni

s1/s2 allelleri ve vacA geni ml/m2 allelleri arastirilmigtir. H. pylori’nin vacA
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geninin s1/s2 allelinin 259-286 bp'lik fragmentinin amplifikasyonu VAI-F: 5'-
ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ ve VAI-R: 5'-
CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3' primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir. H.
pylori'nin vacA geninin ml/m2 allelinin 567-642 bp'lik fragmentinin
amplifikasyonu VAG-F: 5'-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3've VAG-R: 5'-
GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3" primerleri  kullanilarak  Nested PCR
gergeklestirilmistir (Kishk vd., 2021). Farkl kosullar (Annealing sicakhigi, MgCh
konsantrasyonu,  dongii sayisi vb.) denenerek Nested PCR kosullarinin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Optimize edilen kosullar ve miktarlar altinda
Nested PCR ¢alismalarma devam edilmistir. Calismalar 3 kere tekrarlanmustir.
Nested PCR tiipiine sirasiyla konulan bilesikler ve amplifikasyon kosullar1 Tablo
3.2°deki gibidir.

Tablo 3.2 vacA geninin s1/s2 allelinin amplifikasyonu sirasinda Nested PCR tiipiine sirasiyla

konulan bilesikler ve miktarlar

Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 ul (4Mm)
dNTP mix 1 ul
Primer VAI-F 2 pl (10 pmol/ ul)
Primer VAI-R 2 ul (10 pmol/ pl)
Tagq DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
Kalip DNA 5 ul (40-50 pg/ml)

vacA geninin m1/m?2 allelinin amplifikasyonu sirasinda Nested PCR tiipiine sirasiyla konulan

bilesikler ve miktarlar

Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 pl (4Mm)
dNTP mix 1 pl
Primer VAG-F 2 ul (10 pmol/ ul)
Primer VAG-R 2 pl (10 pmol/ ul)
Tag DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
Kalip DNA 5 ul (40-50 pg/ml)




103

vacA geninin s1/s2 allelinin amplifikasyon kosullari

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 3 dk 94 °C
Denatiirasyon 1dk 94 °C
Annealing 30 2 dk 47 °C
Elongasyon 4 dk 72 °C
Son uzama 1 5 dk 72 °C
Sogutma - o0 4 °C

vacA geninin m1/m?2 allelinin amplifikasyon kosullar

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 3 dk 94 °C
Denatiirasyon 1dk 94 °C
Annealing 30 2 dk 55°C
Elongasyon 1 dk 72 °C
Son uzama 1 5 dk 72 °C
Sogutma - 00 4 °C

iireAB gen bolgesinin amplifikasyonu:

Igerisinde endofungal H.pylori barindiran Candida tiirlerinden izole edilen
total DNA’larda H.pylori’nin virulans genlerinden {iireAB geninin varlig
aragtirdlmigtir.  Bu amagla iireAB gen bolgesinin 406 bp’lik fragmentinin
amplifikasyonu 2 forward primer F1: 5’-
AACGAATTCAAAAAAGCCGTTAGCGTGAAA-3’ , F2: 5’-
GTTTCCATGGCGCTAAAAGCGATGACAACT-3" ve 1 reverse primer 5’-
GCAGGATCCACGCTAAGATTGTTTTAA-3"  kullanilarak Nested PCR
gerceklestirilmistir (Salmanian vd., 2008). Farkli kosullar (Annealing sicakhigi,
MgCl2 konsantrasyonu, dongii sayist vb.) denenerek PCR kosullarmin
optimizasyonu gergeklestirilmistir. ~ PCR tiipiine sirasiyla koyulan bilesikler ve

amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.3’deki gibidir.



Tablo 3.3 iireAB gen bolgesinin amplifikasyonu igin PCR tiipiine sirasiyla konulan bilesikler ve

miktarlan
Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 ul (4Mm)
dNTP mix 1 ul
Primer F1 2 ul (10 pmol/ pul)
Primer R1 2 ul (10 pmol/ pul)
Taq DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
Kalip DNA 5 ul (40-50 pg/ml)
Bilesik Miktar
Bidistile su 30,6 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 pl (4Mm)
dNTP mix 1 ul
Primer F2 2 ul (10 pmol/ ul)
Primer R1 2 ul (10 pmol/ pl)
Taq DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
1.PCR iiriinii 5 ul (40-50 pg/ml)

iireAB gen bdlgesinin amplifikasyon kosullan

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 3 dk 94 °C
Denatiirasyon 1 dk 94 °C
Annealing 30 2 dk 53 °C
Elongasyon 1 dk 72 °C
Son uzama 1 5 dk 72 °C
Sogutma - 00 4 °C

3.2.5 icerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida tiirlerine ait total

dna’larm C. albicans spesifik primerler ile amplifikasyonu:

Chrom agar Candida ortaminda yesil koloni olusturan, C. albicans olarak
yorumlanan ve igerisinde endofungal H. pylori barindiran izolatlarm tiir tanisini
dogrulamak i¢in C. albicans species- specific PCR yapilmistir. Bu amagla Biiyiik
alt birim (26S) rDNA gen bolgesinin 5’ ucunda bulunan 600 niikleotidlik degisken
bolgesine (D1/D2) spesifik olarak dizayn edilen C. albicans spesifik CALS (5°-
TGTTGCTCT CTC GGG GGCGGCCG-3’),NL4CAL(5’-AAGATC ATTATG
CCAACATCC TAG GTA AA-3") ve NL5CAL (5’- AGATCA TTA TGC CAA
CATCCT AGG TTA AA-3’) primerleri kullanilmistir (Abaci, 2010). PCR tiipiine
sirastyla koyulan bilesikler ve amplifikasyon kosullart Tablo 3.4’deki gibidir.
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Tablo 3.4 SS-PCR tiipiine sirastyla konulan bilesikler ve miktarlan

Bilesik Miktar
Bidistile su 10,7 pl
PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul (10x)
MgCl, 2,4 ul (4Mm)
dNTP mix 1 ul
CAL5 1 pl (5 pmol/ pl)
NL4CAL 1 ul (5 pmol/ pul)
NL5CAL 1 pl (5 pmol/ pl)
Tag DNA Polimeraz 0,4 ul (2U)
Kalip DNA 5 ul (40-50 pg/ml)

Amplifikasyonun saglandig SS-PCR kosullar

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Denatiirasyon 4 dk 94 °C
Annealing 1 1dk 67 °C
Elongasyon 20 sn 72 °C
Denatiirasyon 20 sn 94 °C
Annealing 35 1dk 67 °C
Elongasyon 20 sn 72 °C
Son uzama 1 4 dk 72 °C

3.2.6 Igerisinde endofungal olarak H. pylori barmdwran Candida spp.

izolatlarnin tiir diizeyinde tanimlanmasi:

Chrom agar Candida ortaminda farkli renkte koloni olusturan ve igerisinde H.
pylori barimdiran Candida spp. izolatlarinin tiir diizeyinde tanisi i¢in 26S rDNA’ya
0zgii universal primerler ve ITS1-5.8-ITS2 bolgesi (ITS) bolgesine 6zgii primerler
kullanilarak ~ PCR  yapilmustur. 26S rDNA’ya ozgii NL4: 5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ ve NLI: 5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ primerleri  kullanilmigtir  (Abaci,
2010). ITS PCR igin ITS1: 5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ve ITS4:5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" primerleri kullanilmistir (Abaci, 2010). 26S
gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR tiipiine sirastyla koyulan bilesikler ve
amplifikasyon kosullari Tablo 3.5°deki gibidir. ITS1-5.8-ITS2 gen bdlgesinin
amplifikasyonu i¢in PCR tiipiline sirasiyla koyulan bilesikler ve amplifikasyon
kosullar1 Tablo 3.5’deki gibidir.
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Tablo 3.526S rDNA PCR tiipiine sirasiyla konulan bilesikler ve miktarlan

Bilesik Miktar
Bidistile su 21,3 ul
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl. 7,2 ul (4Mm)
dNTP mix 2 ul
NL1 2 ul (10 pmol/ pul)
NL4 2 ul (10 pmol/ ul)

Tagq DNA Polimeraz

0,5 ul (20)

Kalip DNA 10 ul (40-50 pg/ml)
26S PCR kosullan
ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 5 dk 95 °C
Denatiirasyon 1dk 95 °C
Annealing 35 1dk 58 °C
Elongasyon 2 dk 72 °C
Son uzama 1 10 dk 72 °C
Sogutma 00 4 °C
Tablo 3.6 ITS PCR tiipiine sirasiyla konulan bilesikler ve miktarlar
Bilesik Miktar
Bidistile su 34,6 pl
PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)
MgCl, 4 ul (4Mm)
dNTP mix 1l
NL1 2 ul (10 pmol/ pl)
NL4 2 ul (10 pmol/ pul)

Taq DNA Polimeraz

0,4 pl (20)

Kalip DNA

1 ul (40-50 pg/ml)
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ITSPCR kosullan

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic¢ 1 3dk 94 °C
Denatiirasyon 1 dk 94 °C
Annealing 35 1dk 60 °C
Elongasyon 1dk 72 °C
Son uzama 1 5 dk 72 °C
Sogutma - 00 4 °C

3.2.7 Candida tiirlerinden endofungal H. pylori suslarmm Kiiltiire etme
cahsmalarn:

Candida spp. vakuolii igerisinde endofungal olarak yasayan H. pylori
suslarint kiiltiire etmek amaci ile farkli denemeler yapilmistir (Tavalokian vd.,

2018; Heydari vd., 2020).

Deneme 1:

- 24 saatlik aktif Candida spp. hiicreleri igerisinde steril MY GP-B bulunan
tlipler igerisine almmustir. Steril ¢ubuklar kullanilarak maya hiicreleri
pargalanmigtir. Ve tiipler hizh bir sekilde vortekslenmistir. Bu asamadaki

amag¢ maya hiicre duvarmi fiziksel olarak parcalanmasini saglamaktir.

- Parcalanmig hiicrelerin bulundugu silispansiyondan igerisinde antifungal
amfoterisin B bulunan %10 insan kani eklenmis BHI-A ortamina ve
icerisinde antifungal amfoterisin B bulunan %10 insan kani eklenmis Kan

Agar ortamina ekimi gergeklestirilmistir.

- Petriler aerobik, igerisinde anaerobik kit yerlestirilen Gas Pack Jar ve
icerisinde mikroaerofilik kit yerlestirilen Gas Pack Jar igerisinde 37 °C’de

inkiibe edilmistir. Petrilerdeki bakteri iiremesi 3-4 hafta kontrol edilmistir.

Mikroaerofilik kosullarda inkiibasyon

- Petriler igerisine mikroaerofilik kitler yerlestirilen Gas Pack jar icerisinde
37°C’de 3-4 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Petriler haftalik olarak kontrol
edilip, kontrol esnasinda igerisinde bulunan kitler yenilenmistir.

Anaerobik kosullarda inkiibasyon
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Petriler icerisine anaerobik kitler yerlestirilen Gas Pack jar igerisinde 37
°C’de 3-4 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Petriler haftalik olarak kontrol
edilip, kontrol esnasinda icerisinde bulunan kitler yenilenmistir.

Aerobik kosullarda inkiibasyon
Petriler aerobik kosullar altinda 37 °C’de 3-4 hafta boyunca inkiibe

edilmistir. Petriler giinlik olarak kontrol edilmistir, kontrol esnasinda

icerisinde bulunan kitler yenilenmistir.

Deneme 2:

24 saatlik aktif Candida spp. izolatlar1 icerisinde steril 5 ml distile su
bulunan tiiplere asilanmustir.

Tipler 37 °C’de 7-28 giin boyunca inkiibe edilmistir.

7 giin sonra 50 pl distile su kiiltiirlerinden igerisinde antifungal amfoterisin
B bulunan %10 insan kanmi eklenmis BHI-A ortamma ve igerisinde
antifungal amfoterisin B bulunan %10 insan kami eklenmis Kan Agar
ortamma spotlama seklinde inokiile edilmistir ve petriler mikroaerofilik
(Gas Pack jar icerisinde mikroaerofilik ortam olusturan kitlerle), anaerobik
(Gas Pack jarlar icerisinde anaerobik ortam olusturan kitlerle) ve aerobik
kosullar altinda 37 °C’de inkiibe edilmistir. Aerobik kosullar altindaki
petriler giinliik anaerobik ve aerofilik kosullar altinda inkiibe edilen
petrilerdeki bakteri biiyiimesi haftalik olarak kontrol edilmistir.

Ayni islemler 14., 21. ve 28. giinde de gerceklestirilmistir.

Deneme 3:

24 saatlik aktif petride biiylitillen Candida spp. kiiltiirlerinden bir miktar
alinmustir.

Hiicreler steril PBS ile 3 kez yikanmustir.

Yikanan hiicreler icerisinde steril cam boncuk bulunan tiiplere aktarilmistir
ve lizerine Wash Buffer (20mM Tris/HCI, 100mM NaCl) eklenmistir.
Hiicreler 3 dk boyunca vortekslenmistir. Bu asamada maya hiicre duvarinin

basarili bir sekilde parcalanmasi hedeflenmektedir.
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- Boncuklar ve Wash Buffer uzaklastirildiktan sonra, dipte kalan pargalanmis
maya pelleti, steril maya ortamimda (MY GP-Broth) siispanse edilmistir.
Stispansiyon iyice vorteklenmistir.

- lcerisinde antifungal amfoterisin B bulunan %10 insan kan1 eklenmis Kan
agara ve igerisinde antifungal amfoterisin B bulunan %10 insan kani
eklenmis BHI-A ortamma ¢izgi ekim yapilmsti. Petriler GasPack jar
icerisinde mikroaerofilik kosullar altinda inkiibe edilmistir. Petrideki iireme

kontrol edilmistir (Tavalokian vd., 2018).

Deneme 4:

-24 saatlik Candida kiiltiirlerinden bir miktar alinir.
-I¢erisinde steril MY GP-B bulunan tiiplere aktarilr.
-Tiipler vortekslenir ve mekanik olarak pargalanir.

-Elde edilen siispansiyondan iire agar ortamma ekim yapihr. Ure agar
icerisinde iire ve bir ph indikatori olan fenol red igermektedir.
Helicobacter pylori ortamdaki iireyi kullandiginda ortami alkali hale
getirerek amonyak olusturmaktadir. Ureaz pozitif H. pylori’ler bu
ortamda ortamin rengini saridan pembe-kirmiziya doniistiirmektedir.

Ureaz negatif durumunda ortamm rengi sar1 kalmaktadir.

-Petriler ayn ayr igerisinde mikroaerofilik kit bulunan Gas Pack Jar ,
anaerobik kit bulunan Gas Pack Jar ve aerobik kosullar altinda 37 °C’de
inkiibe edilir.

-Petrilerdeki biiytime kontrol edilmistir.

3.2.8 Candida tiirlerinin in vitro antifungal duyarhhk testleri:

I¢erisinde endofungal olarak H. pylori bulunduran Candida spp. izolatlarinin
amfoterisin B ve flukonazole karst in vitro antifungal duyarlilik testleri
gerceklestirilmistir. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu tayini

gerceklestirilmistir. Boylece Candida spp. izolatlarinin {iremesini durduran en
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diisiik antifungal miktar1 belirlenmistir. Deney 96 kuyucuklu steril mikro plakalar
icerisinde gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Steril mikro plakalara asilanan antifungaller ve Candida izolatlar

Kontrol 6rnek olarak Candida albicans ATCC 10231 susu kullanilmustir.
Her iki antifungal ajanin nihai konsantrasyonlar1 0,125pg/ml - 64 pg/ml olmustur.
Candida izolat1 i¢in MYGP-A besiyerinde ireyen 24 saatlik aktif kiiltiirlerden
koloniler alinarak, % 0,85 NaCl i¢inde siispanse edilmistir ve 0,5 McFarland
standard yogunlugunda siispansiyon elde edilmistir. Steril MY GP-B besiyeri mikro
kuyucuklara eklenmistir. Besiyeri ortamu eklenen mikro kuyucuklara antifungal
ajanlar eklenmistir ve son olarak iizerilerine maya silispansiyonlarmdan ilave
edilmigtir. Mikro plakalar 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
degerlendirilmistir.

3.2.9 istatistiksel analizler:

Tiim istatistiksel analizlerde SPSS25.0 paket programi kullanimistir. Grup
karsilagtirmalarinda ki-kare analizi kullanimistir. P degerinin 0,05'ten kiiciik
olmasi (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Cahsma Grubunu Olusturan Bireyler

Calismada power analizle %95 giliven araliginda ve %80 gii¢ oraninda 233
hasta analize alinmistir. Mide biyopsi Ornekleri alinan hastalarm iglem Oncesi
doldurulan olgu rapor formu bilgilerine gore Ozofagogastroduodenoskopi (OGD-
Ust GIS Endoskopisi) yapilma nedenlerinin atrofik gastrit, demir eksikligi anemisi,
disfaji, dispepsi, epigastrik agri, GIS (Gastrointestinal sistem) kanama, kronik ishal,
malignite tarama, MALTOMA, reflii, iilser oldugu tespit edilmistir.

4.2 Candida spp. izolasyonu

Bu calismay1 gergeklestirmek icin c¢esitli sikayetleri nedeniyle Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine basvuran ve takip eden hekimi
tarafindan tibbi agidan 6zofagogastroduodenoskopi (OGD-Ust GIS Endoskopisi)
islem endikasyonu konulan hastalarm midelerinin antrum ve korpus bolgelerinden
mide biyopsi Ornekleri alinmistir. Bu mide biyopsi orneklerinden Candida spp.

izolasyonu gerceklestirilmistir.

Izolasyon amaci1 ile Harlequin® Candida Chromogenic Agar besiyeri
kullanilmis ve Candida tiirlerinin se¢iminde kullanma talimatina uyulmustur. Buna
gore besiyerinde bulunan kromojenik substrat sayesinde Candida albicans
kolonileri yesil, Candida krusei kolonileri mor-pembe, Candida tropicalis
kolonileri mavi renkte goriinmektedir (Sekil 4.1). Calismaya alman 233 hastanin

94’tiniin mide biyopsi 6rneklerinden Candida spp. izole edilmistir.
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Sekil 4.1. 115A kodlu izolatin Candida Chromogenic Agar ortamindaki goriintiisii

94 hastanin midesinin antrum bdlgesinden izole edilen Candida spp. izolat1
say1s1 92 ve korpus bolgesinden izole edilen Candida spp. izolat1 sayis1 67°dir. 41
hastanin hem antrum hem korpus bdlgesinden, 34 hastanin sadece antrum
bolgesinden ve 19 hastanin sadece korpus bolgesinden olmak iizere 159 Candida
izole edilmistir.

43 FISH Yoéntemi fle Candida Tiirleri Icerisinde Endofungal H. pylori

Varhgmin Arastirillmasi

Candida mayalarinin vakuolii icerisinde endofungal H.pylori  varligmni
aragtirmak amaci ile FISH analizi gergeklestirilmistir. FISH analizini IYTE-
BIYOMER’de kendimiz gergeklestirdik. 159 Candida izolatinda hiicre-igi
endofungal bakterilerin varligmim arastirilmas1 amaciyla bakterilere 6zgii EUB338
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prob ve endofungal H.pylori varligini arastirmak amactyla H. pylori’ye 6zgii Hpy
prob kullanilarak es zamanl olarak FISH analizi gergeklestirilmistir. 159 Candida
izolatimmn 99 tanesinde hiicre-ici endofungal bakteri tespit edilmistir. 51 igin
bakterilere 6zgii EUB338 prob ile hibridizasyon tesbit edilmesine ragmen H.
pylori’ye 6zgii Hpy prob ile hibridizasyon saptanmamustir. Bu sonug 51 izolatta H.
pylori dis1 bakteri varhgmi isaret etmektedir. Incelenen Candida izolatlarmin

sadece 48 tanesinde endofungal H. pylori tespit edilmistir.

Asagidaki sekillerde goriildiigii gibi endofungal H.pylori maya vakuoli
icerisinde sari-yesil renkte goriilmektedir. Maya hiicrelerinde gozlenen sari-yesil

floresans, bakterilere 6zgii floresan probunun hibridizasyonunun bir sonucudur.

Sekil 4.2. Bakterispesifik cy3-etiketli EUB338 floresan probuile hibridizasyonu yapilan2A kodlu
Candida izolatinin FISH goriintiileri
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Sekil 4.3. H. pylori’ye spesifik cy3-etiketli Hpy floresan probu ile hibridizasyonu yapilan 23A
kodlu Candida izolatinin FISH goriintiileri

Sekil 4.4. H. pylori’ye spesifik cy3-etiketli Hpy floresan probu ile hibridizasyonu yapilan 115A
kodlu Candida izolatinin FISH goriintiileri
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Sekil 4.5. H. pylori’ye spesifik cy3-etiketli Hpy floresan probu ile hibridizasyonu yapilan 126K
kodlu Candida izolatinin FISH goriintiileri

Sekil 4.6. H. pylori’ye spesifik cy3-etiketli Hpy floresan probu ile hibridizasyonu yapilan 246K
kodlu Candida izolatinin FISH goriintiileri

Daha once de agiklandigi gibi tiim Candida izolatlar1 i¢in FISH analizi es
zamanh olarak bakteri spesifik cy3-etiketli EUB338 prob ve H. pylori spesifik cy3-
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etiketli Hpy prob kullanilarak gergeklestirilmistir. 290K kodlu izolatin cy3-etiketli
EUB338 prob kullanarak ve cy3-etiketli Hpy prob kullanilarak gergeklestirilen
FISH analizlerinin ardindan hazirlanan preparatlarin floresan mikroskobu altinda
alan taramalari gerceklestirilmistir ve goriintiileri kaydedilmistir (Sekil 4.7).
EUB338 prob kullanilarak gerceklestirilen analizde sari-yesil floresan 1sima
goriiniirken, Hpy prob kullanilarak gergeklestirilen analizde 1g1ma goriilmemistir.
Boylece Candida i¢inde endofungal bakteri varligi saptaniken, H. pylori

saptanmamuistir.

Sekil 4.7. A. Bakteri spesifik cy3-etiketli EUB338 prob ile hibridizasyonu yapilan 290K kodlu
kodlu Candida izolatinin FISH gériintiileri B. H. pylori’ye spesifik cy3-etiketli Hpy floresan probu
ile hibridizasyonu yapilan 290K kodlu kodlu Candida izolatinin FISH goriintiileri
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FISH analizi sonucunda 48 Candida izolatinin vakuoliinde endofungal H.
pylori tespit edilmistir. Candida spp. izolatlarinda endofungal bakteri varhgi ve
endofungal H. pylori varligi , hastalarin daha 6nce H. pylori tedavisi alip almadig:

ve OGD yapilma nedenleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir (Tablo 4.1).



Tablo 4.1 Candida izolatlarinda endofungal bakteri varligi, endofungal H.pylori varligi, H. pylori tedavisi alip almadig, OGD yapilma nedeni
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Candida Candida i¢inde Candida iginde Daha once H. pylori tedavisi aldi mi? OGD yapilma nedeni
sp. Izolat endofungal bakteri endofungal H.pylori
Kodu varhgi varhgi
1. 2A + + Evet Epigastrik agr1
2. 4K + + Evet Dispepsi
3 23A + + Evet Dispepsi
24K + +
4. 33A + + Hayir Malignite tarama
34K + +
5. 37A + + Evet Epigastrik agr1
38K + +
6. 41A + + Hay1r Dispepsi
42K + B
7. 61A - - Hayir Dispepsi
8. 67A - - Hay1r Epigastrik agr1
67A1 - .
68K - B
9. 69A - - Hay1r Epigastrik agr1
70K + -
10. 74K + + Hayir Epigastrik agr1
11. 82K + - Evet Malignite tarama
12. 95A + - Hay1r Atrofik gastrit
13. 102K + - Hayir Malignite tarama
14. 105A - - Evet Reflii
15. 114K1 + + Hayir Malignite tarama
114K2 + +
16. 115A + + Hay1r Dispepsi
116K + +




Tablo 4.1 Devam
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Candida Candida icinde Candida icinde Daha once H. pylori tedavisi ald1 m? OGD yapilma nedeni
sp. Izolat endofungal bakteri endofungal H pylori varhig
Kodu varhgi
117A1 - - Hayir Malignite tarama
17. 117A2 - -
118K1 + -
118K3 R B
18. 119A + + Evet Atrofik gastrit
19. 121A1 - - Hayir Dispepsi
20. 125A1 - - Evet Malignite tarama
126K + +
21. 127A + + Evet Demir eksikligi anemisi
128K + -
22. 129A + + Evet Epigastrik agri
23. 131A1 + - Hayir Epigastrik agr1
131A2 + -
24. 133A - - Evet Malignite tarama
134K - -
25. 135A + - Hayir Malignite tarama
136K + +
26. 137A - - Evet Epigastrik agr1
27. 139A - - Evet Dispepsi
140K + -
28. 145A - - Hayir Epigastrik agri
146K - -
29. 163A - - Hayir Demir eksikligi anemisi
164K + -
30. 165A + + Hay1r Malignite tarama
166K + +
31. 169K + - Hayir Malignite tarama
32. 171A + - Hayir Disfaji
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Tablo 4.1 devam

33. 173A - - Hayir Reflii

34. 177A + - Evet Dispepsi
178K + F

35. 185A - - Hayir Malignite tarama

36. 199A + + Hayir Epigastrik agri
200K + R

37. 204K + + Hayir Atrofik gastrit

38. 214K + + Hayir Dispepsi

39. 217A - - Hayir Dispepsi

40. 221A - Evet Dispepsi

41. 229A - - Hay1r Demir eksikligi anemisi

42. 231A - - Hay1r Malignite tarama

43. 236K + - Hayir Epigastrik agri

44, 239A + + Hayir Malignite tarama
240K + -

45. 243A + - Hayir Demir eksikligi anemisi
244K + -

46. 246K + + Hayir Epigastrik agri

47. 250K + + Hayir Malignite tarama

48. 254K1 - - Evet Dispepsi
254K2 - -

49. 257A + + Hayir Malignite tarama
258K + -

50. 259A + - Evet Epigasrtik agr1
260K + +

51. 261A - - Hayir Malignite tarama

52. 263A + + Hayir Disfaji

588 267A1 - - Evet Dispepsi
267A2 + -
268K - B

54. 277A1 + - Hayir Epigastrik agri
277A2 - -

55. 279A1 - - Hay1r MALTOMA
279A2 + -

56. 285A + + Hayir Malignite tarama
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Candida Candida icinde Candida icinde Daha énce H. pylori tedavisi ald1 m? OGD yapilma nedeni
sp. izolat endofungal bakteri endofungal H.pylori varhg
Kodu varhgi
57. 289A + - Hayir Malignite tarama
290K + R
58. 293A + - Hayir Demir eksikligi anemisi
294K + _
58 296K - - Hay1r Epigastrik agr1
60. 297A - - Hayir Demir eksikligi anemisi
298K + -
61. 299A1 + + Evet Malignite tarama
299A2 + T
300K1 B _
300K2 + +
62. 305A + + Hayir Malignite tarama
306K + -
63. 319A - - Hayir Malignite tarama
320K - -
64. 321A - - Hay1r Demir eksikligi anemisi
65. 323A + + Hay1r Malignite tarama
66. 326K - - Evet Malignite tarama
67. 332A1 - - Hay1r Malignite tarama
332A2 + +
68. 341A + - Hayir Dispepsi
69. 345A + - Hay1r Dispepsi
346K1 + -
346K2 R B
70. 349A + - Hayir Epigastrik agri
71. 351A1 - - Hayir Dispepsi
351A2 - -
351A3 + +
72. 358K + - Hay1r Malignite tarama
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Tablo 4.1 Devam

73. 361A + + Evet Dispepsi
362K
74. 365A + + Hayir Malignite tarama
75. 367A1 - Hayir Demir eksikligi anemisi
367A2 - -
368K1 B -
368K2 + +
76. 369A1 + + Hayir Malignite tarama
369A2 B -
369A3 I T
370K1 N B
370K2 " "
77. 371A - Hayir Demir eksikligi anemisi
78. 375A - - Hayir Dispepsi
79. 381A + - Hayir Malignite tarama
382K + -
80. 383A - - Hayir Malignite tarama
384K - -
81. 392K + + Hayir Disfaji
82. 395A1 - - Hay1r Ulser
395A2 - -
395A3 R B
83. 400K + + Evet Demir eksikligi anemisi
84. 401A - - Hayir Malignite tarama
85. 403A - - Evet Atrofik gastrit
404K - -
86. 405A1 + - Hayir Atrofik gastrit
405A2 + +
406K + +
87. 407A - - Hayir Dispepsi
88. 409A + - Hayir Malignite tarama
410K - -
89. 411A1 + - Hayir Demir eksikligi anemisi
411A2 - -
412K1 - -
412K2 + -
90. 413A + - Hayir Ulser
91. 424K + - Hayir Malignite tarama
92. 431A + - Hayir Dispepsi
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93. 444K Hayir Refli
94. 449A Hayir Refli
450K

A: Antrum bolgesinden izole edilen izolat, K: Korpus bédlgesinden izole edilen izolat
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FISH analizi sonucunda igerisinde endofungal olarak H. pylori bulundugu
tespit edilen Candida izolatlarmm izole edildigi mide biyopsi 6meklerinin H.
pylori varlig1 agismdan histopatolojik inceleme sonucu, hastanin OGD yapilma
nedeni, hastanin endoskopi raporu, dis protezi varligi, beslenme aligkanligi, ek
hastaliklar, son bir haftadir antibiyotik kullanimi1 Tablo 4.2°de verilmistir (Tablo
4.2). (HT:Hipertansiyon; DM:Diyabet)
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Tablo 4.2 Candidasp. izolat kodu, mide biyopsi drneklerinin H. pylori varlig agisindan histopatolojik inceleme sonucu, OGD yapilma nedeni, endoskopi raporu, dis protezi varlig, beslenme aligkanlign, ek hastaliklar,
son bir haftadir antibiyotik kullanimi

Epigastrik agri Eritematoz antral gastrit Dengeli Yok Hayir
4K - - Dispepsi Normal Ust GiS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli Malignite Hayir

23A
+++ +++ Dispepsi Eritematoz antral gastrit Yok Dengeli Tiroid hastaligi Hayir

24K

33A
- - Malignite tarama Eritematoz antral gastrit Yok Dengeli HT, DM Hayir

34K

37A
- - Epigastrik agr1 Eritematoz antral gastrit Var Dengeli Yok Hayir

38K
41A - - Dispepsi Eritematdz antral gastrit Yok Dengeli DM, Tiroid hastalig Evet
74K + ++ Epigastrik agr1 Hiatus hernisi (mide fitig1) Yok Dengeli Yok Hayir

114K1
- - Malignite tarama Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Var Dengeli Malignite Hayir

114K2

1 15A . . .

- - Dispepsi Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli HT Hayir

116K
119A - - Atrofik gastrit Intestinal metaplazi? Eritematdz antral gastrit Yok Dengeli Dermatit Hayir
126K - - Malignite tarama Eritematoz antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
127A - - Demir eksikligi anemisi Eritematdz antral gastrit Yok Dengeli Yok Evet
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129A Epigastrik agr1 Intestinal metaplazi? Eritematdz antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
136K + ++ Malignite tarama Eritematoz antral gastrit Var Dengeli HT, DM Hayir
1A - - Malignite tarama Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli Kalp hastalig Hay1r
igg}: +++ ++ Epigastrik agri Intestinal metaplazi? Eritematdz antral gastrit Var Karbonhidrat Norolojik Hastalik Hay1r
204K - - Atrofik gastrit Eritematdz antral gastrit Yok Protein DM Hayir
214K - - Dispepsi Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli Yok Hay1r
239A - - Malignite tarama Eritematoz antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
246K - - Epigastrik agri Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli Yok Hay1r
250K - - Malignite tarama Eritematoz antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
257A ++ ++ Malignite tarama Normal Ust GIS Endoskopik Incelemesi Yok Dengeli HT, DM Hayir
260K - - Epigastrik agr1 Eritematdz antral gastrit Yok Dengeli HT Hayir
263A - - Disfaji Kalkik eroziv antral gastrit Yok Dengeli HT Hayir
285A - - Malignite tarama Atrofik korpus gastriti, eritematdz antral gastrit, Var Protein Kalp has., bobrek has. Hayir

dlser
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299A1

299A2 - - Malignite tarama Intestinal metaplazi? Eritematdz antral gastrit Yok Protein Malignite Evet
300K2

T . -.—) . . . . .

305A St -t Malignite tarama Intestinal metaplazi? Erllt:Zr;ztrfl)z antral gastrit, Polipoid Yok Protein Yok Hayir
323A - - Malignite tarama Eritemat6z antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
332A2 +++ ++ Malignite tarama | Eritematdz pangastrit, Intestinal metaplazi odaklar1, bulbit Yok Dengeli DM Hayir
351A3 +++ +++ Dispepsi Kalkik eroziv antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
361A - - Dispepsi Kalkik eroziv antral gastrit Yok Dengeli Yok Hayir
365A - - Malignite tarama Hiatus hernisi, eritematdz antral gastrit, bulbit Yok Dengeli Yok Hayir
368K2 - - Demir eksikligi anemisi Hiatus hernisi, kalkik eroziv antral gastrit Yok Dengeli HT Hayir
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369A1

369A3 - Malignite tarama Eritematdz antral gastrit Yok Protein Lenfoma Evet

370K2

392K ++ Disfaji Normal Ust GIS Endoskopik incelemesi Yok Dengeli Yok Hay1r
400K - Demir eksikligi anemisi Eroziv antral gastrit Yok Dengeli DM Hayir
405A2 - Atrofik gastrit Antrumda polip (Hiperplastik polip?) Var Dengeli Karaciger siroz Hayir

406K

baslangict
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44 PCR tabanh molekiiler yontemler ile Candida tiirleri icerisinde

endofungal H. pylori varhgmin arastirnlmasi

4.4.1 Candida tiirlerinden izole edilen total DNA’larmm H. pylori 16S rDNA

gen bolgesi icin spesifik primerler ile amplifikasyonu:

FISH analizi sonucunda igerisinde endofungal H. pylori varligi tespit
edilen 48 Candida izolatindan DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
[gerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinin total DNA” s1
ve H. pylori 16S rDNA gen bolgesi i¢in spesifik primerlerin kullanildig1 Nested-
PCR ile amplifiye edilmistir. Candida izolatlarinin total DNA’sindan H.
pylori'nin 16S rDNA gen bdlgesinin 520 bp'lik fragmentinin amplifikasyonu
icin HP1:5'-GCA ATC AGC GTC AGTAATGTT C-3' ve HP2: 5'-GCT AAG
AGA TCA GCC TAT GTC C-3’ primerleri kullanilarak Nested-PCR
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon iiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezi sonuclart Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil
4.10. ve Sekil 4.11.’de gosterilmistir.

Sekil 4.8. I¢erisinde endofungalH. pylori barindiran Candida izolatlarinin total DNA” s1 ve H.
pylori 16 s itDNA gen bdlgesi i¢in spesifik primerlerin kullanildigi Nested- PCR’in ardindan
iiriinlerin agroz jelde goriintiilenmesi (M: Molekiiler agirlik standardi
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Sekil 4.9. icerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinin total DNA’ s1 ve H.
pylori 16S rDNA gen boélgesi i¢in spesifik primerlerin kullanildigi Nested- PCR’in ardindan
iriinlerin agroz jelde goriintiillenmesi (M: Molekiiler agirlik standardi)

Sekil 4.10. I¢erisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarmm total DNA’ s1 ve H.
pylori 16S rDNA gen boélgesi i¢in spesifik primerlerin kullanildigi Nested- PCR’in ardindan
iriinlerin agroz jelde goriintiilenmesi (M: Molekiiler agirlik standardi)

Sekil 4.11. I¢erisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarmm total DNA’ s1 ve H.
pylori 16 s DNA gen bolgesi i¢in spesifik primerlerin kullanildigi Nested- PCR’1in ardindan
iriinlerin agroz jelde goriintiilenmesi (M: Molekiiler agirlik standardi)
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4.5 Candida Tiirlerinden izole Edilen Total DNA’larm H. pylori Viriilans
Faktorlerini Kodlayan Gen Bélgelerinin Spesifik Primerler Tle

Amplifikasyonu

4.5.1 vacA geninin amplifikasyonu:

I¢erisinde endofungal H.pylori barindiran Candida tiirlerinden izole edilen
total DNA’lar spesifik primerler ile amplifikasyona tabi tutulmus ve H.pylori’ye
0zgl virulans genlerinden vacA geninin varligi arastirilmistir.  Bu amagla H.
pylori'nin vacA geninin sl/s2 allelinin 259-286 bp'lik fragmentinin
amplifikasyonu VAI-F: 5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3' ve VAIR:
5'-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’ primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. H. pylori’nin vacA geninin m1/m2 allelinin 567-642 bp'lik
fragmentinin amplifikasyonu VAG-F: 5'-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3
ve VAG-R: 5-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3' primerleri kullanilarak
Nested PCR yontemi ile gergeklestirilmistir. Calismanin sonucunda 2A, 4K,
24K, 33A, 127A, 214K, 285A, 305A kodlu Candida sp. izolatlarinda vacA
geninin s1/s2 alleli tespit edilirken, higbir izolatta vacA geninin m1l/m2 alleli
tespit edilmemistir. vacA geninin sl/s2 allelinin Nested PCR ile
amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi sonuglart Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Sekil 4.12. igerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinda H. pylori’nin
virulans genlerinden vacA geninin sl1/s2 allelinin  Nested PCR ile ile amplifikasyonunun
ardindan {iriinlerin agaroz jel goriintiisiic (M: Molekiiler agirlik standardi)



132

Sekil 4.13. icerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinda H. pylori’nin
virulans genlerinden vacA geninin s1/s2 allelinin Nested PCR ile amplifikasyonunun ardindan
uriinlerin agaroz jel goriintiisii (M: Molekiiler agirhk standardi)

Sekil 4.14. Icerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinda H. pylori’nin
virulans genlerinden vacA geninin s1/s2 allelinin Nested PCR ile amplifikasyonunun ardindan
iiriinlerin agaroz jel goriintiisic (M: Molekiiler agirlik standardi)

4.5.2 iireAB gen bolgesinin amplifikasyonu:

I¢erisinde endofungal H.pylori barmdiran Candida tiirlerinden izole edilen
total DNA’larda H.pylori'nin virulans genlerinden ireAB geninin varlig
arastirilmistir.  Bu amagcla iireAB gen bolgesinin 406 bp’lik fragmentinin
amplifikasyonu 2 forward primer F1: 5’-
AACGAATTCAAAAAAGCCGTTAGCGTGAAA-3> F2: 5’-
GTTTCCATGGCGCTAAAAGCGATGACAACT-3’ ve 1 reverse primer 5’-
GCAGGATCCACGCTAAGATTGTTTTAA-3* kullanilarak ~ Nested PCR
gerceklestirilmistir. Calismanin sonucunda 4K, 37A, 38K, 41A, 246K, 257A,
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260K kodlu Candida izolatlarinda (7 izolat) iircAB geni tespit edilmistir. lircAB
geninin amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi sonuglart Sekil 4.15 ve Sekil

4.16°da gosterilmistir.

Sekil 4.15. Igerisinde endofungal H. pylori barnindiran Candida izolatlarinda H. pylori’nin
virulans genlerinden iireAB geninin Nested PCR ile amplifikasyonunun ardindan iiriinlerin
agaroz jel goriintiisii (M: Molekiiler agirhk standardi)

Sekil 4.16. Icerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarinda H. pylori’nin
virulans genlerinden iireAB geninin semi- Nested PCR ile amplifikasyonunun ardindan iiriinlerin
agaroz jel goriintiisii (M: Molekiiler agirhk standardi)
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4.6 icerisinde Endofungal H. pylori Barindiran Candida Tiirlerine Ait Total

DNA’larm C. albicans Spesifik Primerler ile Amplifikasyonu

Chrom agar Candida ortaminda yesil koloni olusturan, C. albicans olarak
yorumlanan ve igerisinde endofungal H. pylori barindiran 25 izolatin tiir tanisini

dogrulamak igin C. albicans species- specific PCR yapilmistir. Agaroz jel

elektroforezi goriintiileri Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Sekil 4.17. C. albicans species- specific PCR iriinlerinin agaroz jel goriintiisii (Pozitif 6rek:
10231, M:Molekiiler agirlik standardi)

Sekil 4.18. C. albicans species- specific PCR iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii (M:Molekiiler
agirhik standardi)
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Sekil 4.19. C. albicans species- specific PCR {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii (M:Molekiiler
agirhik standardi)

2A, 4K, 23A, 24K, 33A, 37A, 41A, 74K, 114K2, 115A, 116K, 126K,
127A, 136K, 165A, 199A, 204K, 239A, 250K, 257A, 263A, 368K2, 369A3,
370K2, 406K kodlu izolatlarm Candida albicans oldugu C. albicans species-
spesific PCR ile dogrulanmigtir. Kalan 23 izolatin tanilamasi i¢in 26S PCR (1
izolat) ve ITS PCR (22 izolat) gerceklestirilmis olup iiriinler sekans analizine
gonderilmigtir. Sekans analizi sonucunda c¢alismada igerisinde endofungal H.
pylori barindiran Candida’lardan 2A, 4K, 23A, 24K, 33A, 34K, 37A, 38K, 41A,
74K, 114K1, 114K2, 115A, 116K, 126K, 127A, 129A, 136K, 165A, 166K,
199A, 204K, 214K, 239A, 246K, 250K, 257A, 263A, 305A, 368K2, 369A3,
370K2, 400K, 406K kodlu izolat Candida albicans; 119A kodlu izolat
Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata); 260K, 285A, 299A1, 299A2,
300K2, 323A, 332A2, 351A3, 361A, 365A, 369A1, 392K, 405A2 kodlu izolat

Candida tropicalis tiirleri olarak saptanmustir (Tablo 4.3).



136

Tablo 4.3. izole edilen Candida izolatlarinin tiir diizeyinde tanilanmas1, accession numaralari, vac A geni s1/s2 alleli varligi, vacA geni m1/m2 alleli varlig, iireAB gen varligi

Candld&(sj% izolat S[;é::ri]edsl-i?) eas:?ilggrgR ITS gen bolgesi ﬁsfj:il:sr: 26S gen bolgesi | Accession numarasnl Vi‘;ﬁ]? ir;lrfllg/lsz Vat;/ﬁegiieg;;?llgllrﬂ iireAB gen varhg
2A Candida albicans - - - - + - -
4K Candida albicans - - - - + R +
23A Candida albicans - - - - - - -
24K Candida albicans - - - - - -
33A Candida albicans - - - - - -
34K - Candida albicans PP919057 - - - - -
37A Candida albicans - - - - - - +
38K - Candida albicans PP919274 - - - -
41A Candida albicans - - - - - R +
74K Candida albicans - - - - - - i

114K1 - Candida albicans PP919276 - - - - -
114K2 Candida albicans - - - - - - -
115A Candida albicans - - - - - R -
116K Candida albicans - - - - - - -
119A - Nakaseomyces glabratus| PP923722 - - - - -
126K Candida albicans - - - - - R B
127A Candida albicans - - - - + - -
129A - Candida albicans PP919273 - - - - -
136K Candida albicans - - - - - - -
165A Candida albicans - - - - - - -
166K - Candida albicans PP919338 - - - - -
199A Candida albicans - - - - - - -
204K Candida albicans - - - - - - -
214K - Candida albicans PP919340 - - + - -
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Candida sp. izolat

Candida albicans

ITS gen bolgesi

Accession numarasi

26S gen bolgesi

Accession numarasnl

vacA geni s1/s2

vacA geni m1/m2

iireAB gen varhg

kodu species-spesific PCR alleli varhgx alleli varhg
239A Candida albicans - - - - - - -
246K - Candida albicans PP930637 - - - - +
250K Candida albicans - - - - - - -
257A Candida albicans - - - - - -
260K - - - Candida tropicalis PP989382 - -
263A Candida albicans - - - - - - -
285A - Candida tropicalis PP930732 - - + - -
299A1 - Candida tropicalis PP919339 - - - - -
299A2 - Candida tropicalis PP930638 - - - - -
300K2 - Candida tropicalis PP919342 - - - - -
305A - Candida albicans PP919356 - - + - -
323A - Candida tropicalis PP930639 - - - - -
332A2 - Candida tropicalis PP930642 - - - - -
351A3 - Candida tropicalis PP934672 - - - - -
361A - Candida tropicalis PP919343 - - - - -
365A - Candida tropicalis PP919358 - - - - -
368K2 Candida albicans - - - - - - -
369A1 - Candida tropicalis PP930725 - - - - -
369A3 Candida albicans - - - - - - -
370K2 Candida albicans - - - - - - -
392K - Candida tropicalis PP930727 - - - - -
400K - Candida albicans PP989379 - - - - -
405A2 - Candida tropicalis PP934743 - - - - -

406K

Candida albicans
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4.7 Candida Tiirlerinden Endofungal H. pylori Suslarm Kiiltiire Etme

Cahsmalan

Caligma kapsamida mide biyopsi 6rneklerinden izole edilen Candida
tiirlerinden endofungal H. pylori izolasyonu yapilamamustir.

4.8 icerisinde Endofungal H. pylori Barmmdiran Candida izolatlarmin

Antifungal Duyarhhk Testleri:

Igerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida izolatlarmin

amfoterisin B ve flukonazole kars1 antifungal duyarlilik testleri
gerceklestirilmistir.
Tablo 4.4. Candida izolatlarmin antifungal duyarhlik testi sonuglari
izolatlar ve
Antifungal | Direnclilik % | Duyarlik % | MiK arahg B?ﬁia'a["a. MiKso MiKso
Aijanl degeri
janlar
Candida albicans (n=34)
Amfoterisin B| %44 (n=15) | %56 (n=19) | 16 ug/ml-64 |55, 57 pgml | 64 pgml | 64 pg/ml
pg/ml
Flukonazol | o015 1-5) | 085 (n=29) |2 ng/ml-64 ug/mi| 317 pg/ml | 24 pgml | 64 pg/mi
Candida tropicalis (n=13)
Amfoterisin B
%46 (n=6) | %54 (n=7) 64 pg/ml 64 pg/ml 64 pg/ml | 64 pg/ml
Flukonazol
- %100 (n=13) |4 pg/ml-64 pg/ml| 19,69 ug/ml 16 pug/ml 64 ng/ml
Nakaseomyces glabratus (C. glabrata) (n=1)
Amfoterisin B
- %100 (n=1) 64 pg/ml - - -
Flukonazol
- %2100 (n=1) 64 pg/ml - - -
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Calismada 48 izolat icin gerceklestirilen MIK testi sonucundaki MIK
araliklari, ortalama MIK degerleri, MIKso ve MiKoo degerleri Tablo 4.4.’de
gosterilmistir. Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) olarak tanimlanan
sadece 1 izolat oldugu igin bu izolatm sadece MIK degeri tabloda belirtilmistir.
Amfoterisin B’nin tiim izolatlar icin 24. Saatteki MiKso degeri 64 ng/ml olarak
bulunmustur. Flukonazol’iin C. albicans izolatlari igin 24. Saatteki MIKso degeri
24 ug/ml, C. tropicalis izolatlar1 icin 24. Saatteki MIKso degeri 16 pg/ml olarak

bulunmustur.

Flukonazoliin C. albicans ATCC 10231 izolat1 icin 24. Saatteki MIK 50
degeri >16 ug/ml’dir. Candida albicans izolatlarinin %44’i amfoterisin B’ye
kars1 direngliyken, % 56’s1 duyarlidir. Candida albicans izolatlarmm % 15’1
flukonazole karsi direngliyken, % 85’1 duyarhidir. Candida tropicalis
izolatlarinin  %46’s1 amfoterisin B’ye kars1 direncliyken, %54’ duyarhdir.
Candida tropicalis izolatlarinm hepsi flukonazole kars1 duyarlidir. izole edilen

Candida glabrata amfoterisin B ve flukonazole kars1 duyarhdr.

4.9 Tstatistiksel Analiz Sonuclari

Calismada analize aliman 233 hastanin %40,3 ‘iiniin mide biyopsi
orneklerinden Candida tiirlerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. 233 hastanin
midesinin antrumundan alinan biyopsi drneklerinin % 32,2°sinden Candida
tlirleri izole edilmistir. 233  hastanin midesinin korpus bdolgesinden aliman
biyopsi orneklerinin % 25,3’iinden Candida tiirleri izole edilmistir. Candida
izolasyonu gerceklestirilen bireylerin, % 15,9°’unda maya igerisinde
endofungal H. pylori bulunmaktadir. Antrum bélgesinden alinan mide biyopsi
orneklerinde Candida izolasyonu gergeklestirilen bireylerin % 10,3’iinlin, bu
bolgeden alinan biyopsiden izole edilen mayasinin igerisinde endofungal H.
pylori bulunurken, korpus bdlgesinden alinan mide biyopsi Orneklerinde

Candida izolasyonu gergeklestirilen bireylerin  %9’unun , bu bolgeden alinan
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biyopsiden izole edilen mayasmin igerisinde endofungal H. pylori

bulunmaktadir.

Mide biyopsi orneklerinden Candida tiirlerinin izolasyonu ve mide
biyopsi Orneklerinin H. pylori varligi agisindan  histopatolojik  olarak
incelenmesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktadir
(p>0,05). Candida spp. igerisinde H. pylori varlig1 ve mide biyopsi 6rneklerinin
histopatolojik incelemesinde H. pylori varligi arasinda istatistiksel olarak
anlaml ilisgki bulunmamaktadir (p>0,05). Bireylerin midelerinin antrum
bolgesinden alinan biyopsi Orneklerinin H. pylori varhigi agisindan
histopatolojik incelemeleri sonucu ve daha énce H. pylori eradikasyon tedavisi
alip almadigi durumu istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Antrumdan izole
edilen Candida tiirleri igerisinde endofungal H. pylori varligi ve antrumdan
alman mide biyopsi Orneklerinin H. pylori varligi agisindan histopatolojik
incelemesi sonucu istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). Bireylerin sigara
kullanimi ve korpustan alinan mide biyopsi Orneklerinin H. pylori varhigi
acisindan histopatolojik incelemesi sonucu istatistiksel olarak anlamlidir.

(p<0,05).

Calismada OGD yapilma nedenleri reflii, disfaji, atrofik gastrit, dispepsi,
epigastrik agri, gis kanama, iilser, kronik ishal, malignite tarama, demir eksikligi
anemisi, MALTOMA olarak belirlenmistir. Calismada analize alinan hastalarm
daha 6nce H. pylori eradikasyon tedavisi alip almadigi ve OGD yapilma

nedenleri arasinda anlamh iligki bulunmamaktadir (p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Okaryotik hiicrelerin bakteriyel istilasi, enfeksiyon biyolojisindeki ana
arastirma alanlarindan biridir. Bakteriler konukgu hiicreleri istila etmek i¢in
farkl stratejiler kullanmaktadir. Bu etkilesimler olduk¢a karmagsiktir ve
etkilesimin tiirii bakteriye, konukguya ve ¢evresel faktorlere baghdir (Peleg
vd., 2010; Frey-Klett vd.,2011; Braga vd., 2016; Deveau vd., 2018). Bitkiler,
hayvanlar, bocekler ve nematodlar da dahil olmak {izere Okaryotik

organizmalarda yasayan bakteriler iizerine ¢esitli ¢alismalar rapor edilmistir
(Hoerauf vd., 2000; Gil vd., 2004; Tapanila, 2005; Ryan vd., 2008).

Bakterilerin 6karyotik mikroorganizmalar olan funguslarla etkilesime
girdigi bilinmektedir. Son yillarda bakteriyel-fungal etkilesimler arasinda en
dikkat ¢ekici olan birlikteliklerden endofungal birliktelik konusunda ilgi
artmustir. Yapilan ¢calismalarda 6karyotik hiicreler olan funguslar icerisinde
endofungal bakterilerin yasadigi tespit edilmistir. Arbiiskiiler mikorizal
funguslarda (Glomeromycota) ve bunlarin sporlarinda yasayan endofungal
bakteriler ilk kez 1970'lerde Bakteri Benzeri Organizmalar (BLO'lar) olarak
rapor edilmistir (Mosse, 1970). Bu bakteri benzeri organizmalar kiiltiire
edilemedikleri i¢in tanilamalar1 yapilamamistir. Kiiltiirden bagimsiz
yontemlerin gelistirilmesiyle bu endofungal bakterileri tespit etmek ve
karakterize etmek miimkiin hale gelmistir. Daha sonraki ¢alismalarda,
endofungal bakteri Burkholderia rhizoxinica'nin vertikal ve horizontal
transmisyonu kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir (Partida-Martinez
vd., 2005; Partida-Martinez vd., 2007; Partida-Martinez vd., 2008; Lackner
vd., 2009; Sun vd., 2019).

Okaryotik organizmalar olan fungal hiicreler icerisinde yasayan

endofungal bakteriler uzun yillardir bilinmektedir ve bu alandaki raporlar



142

genellikle g¢evresel omeklerden izole edilen funguslar icerisinde yasayan
endofungal bakteriler ve irettikleri sekonder metabolitler {izerine
yogunlagsmustir (Partida-Martinez vd., 2005; Partida-Martinez vd., 2007,
Partida-Martinez vd., 2008; Lackner vd., 2009; Lackner vd., 2011; Birol ve
Giinyar, 2021; Giinyar vd., 2022). Klinik 6rneklerden izole edilen funguslar
ve funguslar icerisinde yasayan endofungal bakterilere dair sinirh sayida
calisma bulunmaktadir. Funguslar igerisinde yasayan endofungal bakterilerin
patojen tiirler olabilecegi goéz Oniline alindiginda bakterilerin fungal
hiicrelerden disariya salinmast durumunda insan saghgi agisindan oldukca
onem arz etmektedir. Klinik ag¢idan o6nemli endofungal birliktelikleri
olusturan mikroorganizmalarin tespit edilmesi tedavi stratejileri agisindan

onemlidir.

Mayalar, ¢evresel streslere karsi 1yi adapte olabilme kabiliyetine sahip
oldukga sofistike mikroorganizmalardir. Candida genusu iiyeleri, normal
insan mikrobiyotasinda en yaygin olarak bulunan tiirlerden biridir ve agiz
mukozasi, deri, gastrointestinal bdlge, iirogenital bolge gibi nisleri kolonize
etmektedir. Bununla birlikte, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde veya
kronik hastaliklar1 olan kisilerde Candida mayasi patojenik hale gelerek
kandidiyazis olarak isimlendirilen enfeksiyonlara neden olmaktadir (Santos
vd., 2020). Bu cins igerisinde en sik firsat¢1 enfeksiyonlara neden olan tiir
Candida albicans’tir. C. glabrata, C. auris ve C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. krusei gibi tiirlerde halk sagligina yonelik tehdit olusturmaktadir (Lamoth
vd., 2018; Pappas vd., 2018). C. albicans, insan viicudunda bulunabilen ve
aynt zamanda belirli ¢evresel rezervuarlarda da yasayabilen bir mayadir.
Antibiyotiklerin neden oldugu bozukluklar, bagisiklik sistemi anormallikleri,
mikrobiyomdaki  degisiklikler ve/veya  mukokutandz  bariyerin
biitiinligiindeki degisiklikler Candida tiirlerinin firsat¢1 bir patojen haline
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gelmesine neden olmaktadir (McCarty ve Pappas, 2016; Opulente vd., 2019;
Zhai vd., 2020).

Asemptomatik kadmlarin yaklasik %20 ila %30'unda kiiltiire bagimli
yontemlerle ve yaklasik %65'inde molekiiler yontemlerle vajinal niste C.
albicans kolonizasyonu tespit edilmistir (Drell vd., 2013). Enfeksiyon
semptomatik oldugunda vulvovajinal kandidiyazise neden olmaktadir ve
hastaligin %80 ila %92'si C. albicans'tan kaynaklanmaktadir (Ceccarani vd.,
2019).

Candida tiirleri konukg¢u nisinde gesitli bakteri tiirleriyle etkilesime
girmektedir. Bakteriler ve Candida tiirlerinin etkilesime girdigi en uygun
nislerden bir1 insan viicududur. Bu zamana kadar yapilan c¢alismalar
Staphylococcus, Streptococcus ve Pseudomonas tiirleri ve Candida arasinda

olan iligkilere odaklanmaktadir (Silverman vd., 2010; Ovchinnikova vd.,
2012; Ovchinnikova vd., 2013; Beaussart vd., 2013).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda bazi endofungal
bakterilerin dkaryotik hiicreler olan mayalarin membrana bagh vakuollerinin
icinde yasayarak hiicre yapilarmi koruyup hayatta kalmaya devam ettigi ve
bu sekilde kendilerini gelecek nesillere aktarabildikleri rapor edilmistir
(Siavoshi vd., 2003; Salmanian vd., 2008; Brown vd., 2012; Saniee vd.,
2013a; Saniee vd., 2013b; Siavoshi vd., 2013; Matamala-Valdés vd., 2018;
Sanchez-Alonzo vd.,2020; Heydari vd.,2020). Bu birliktelige en giizel 6rnek
Helicobacter pylori bakterisinin Candida mayalarinin membrana bagh
vakuollerinin i¢inde endofungal olarak yasadig birliktelik verilebilmektedir.
Candida spp.; yliksek sicakliklara, alternatif karbon kaynaklarina, reaktif
oksijen tiirlerine, hiicre duvart stresorlerine ve ¢esitli pH araliklar1 gibi stresli
kosullara son derece direngli oldugundan H. pylori’yi bu olumsuz kosullara

kars1 koruyan alternatif bir konuk¢u olarak hizmet etmektedir. Bu sayede
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mayalar H. pylori’nin ¢ogalmasi igin besin saglamaktadir ve bakterinin
cevreye ve insandan insana yayilmasi i¢in araci olabilmektedir. (Siavoshi vd.,
2003; Salmanian vd., 2008; Brown vd., 2012; Saniee vd., 2013a; Saniee vd.,
2013b; Siavoshi vd., 2013; Matamala-Valdés vd., 2018; Sanchez-Alonzo
vd., 2020).

H. pylori gram negatif, spiral, kamgili, mikroaerofilik bir bakteridir. H.
pylori insan midesini kolonize ederek gastrit, peptik {ilser gibi patolojilere ve
gastrik adenokarsinom ve mide mukozastyla iligkili lenfoid dokunun B hiicre
lenfomast (MALTOMA) gibi malignitelere neden olan bir bakteridir (Abadi
ve lerardi 2019; Sanchez-Alonso vd., 2021). C. albicans’da gastrointestinal
sistemi kolonize edebilmektedir. Her iki organizmada gastrointestinal sisteme
iyi adapte olabilmektedir. Ulser olmayan dispepsi, mide iilseri ve duodenum
tilseri gibi {ist gastrointestinal sistem hastaliklarmin analiz edildigi bir
calismada Candida ve H. pylori varhg: ile mide tlseri gelisimi arasinda bir
iligki oldugu ve hastaligin patogenezinde bu mikroorganizmalar arasinda
sinerjik iligkinin dnemli olduguna dikkat ¢ekilmistir (Karczewska vd., 2009;
Massarrat vd., 2016). H. pylori ve C. albicans arasindaki etkilesimler;
endofungal birliktelik, adezyon veya kangik biyofilmlerin olusumu
araciligiyla antibiyotiklerin ve elverigsiz ortamin Sldiiriicti etkisine karsi
direnci arttirabilmektedirler. Ardindan yayilmayi ve kolonizasyonu tesvik
edebilir ve hastaliklarin olusumu ve gelisimini etkileyen viriilans faktorlerini

uyarabilirler.

H. pylori, insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilen ajanlardan
biri olarak biiyiikk tibbi Oneme sahiptir. Zamani ve arkadaslarinin
gergeklestirdigi diinya ¢apinda 73 iilkeyi kapsayan ¢alismada; H. pylori'nin
gelismekte olan iilkelerde yasayanlarm 1/2'sinden ve gelismis iilkelerde

yasayanlarm 1/3'linden fazlas1 dahil olmak {izere kiiresel insan niifusunun
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%44'tinden fazlasmi enfekte ettigi vurgulanmistir (Zamani vd., 2018; Kotilea
vd., 2019; Boyana vd., 2023) H. pylori enfekte kisilerin %80-90"
asemptomatik olmasina ragmen, bazi ciddi hastalik riskleri tasimaktadir.
Ornegin H. pylori eradike edilmediginde meydana gelebilecek olan mide
kanseri, diinya ¢apinda kansere bagh oliimlerin ikinci dnde gelen nedenidir
ve H. pylori, Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan en giiclii

kanserojenlerden biri olarak kabul edilmektedir (Violeta vd., 2018).

H. pylori enfeksiyonu ¢ogunlukla ¢ocukluk doéneminde edinilmektedir
ve siklikla yasam boyu devam etmektedir (Ailloud vd.,2021). H. pylori'nin
eradikasyonu (tedaviden en az 4 haftasonra H. pylori tespiti i¢in tekrarlanan
testlerden elde edilen negatif sonuglar) miimkiin olmakla birlikte, esas olarak
bakteriyel diren¢ nedeniyle yillar i¢inde eradikasyon basarisi siirekli olarak
azalmaktadir (Hu vd.,2020). Enfeksiyonu ortadan kaldirmak i¢in farkli karma
tedavi rejimleri kullanilmistir; bu tedavi rejimleri genellikle mide pH'mi
arttirmak i¢in bir proton pompasi inhibitorii (PPI) veya (daha yakin zamanda)
vonoprazan, iki veya ii¢ antibakteriyel ajan, bazen bizmut eklenmesini

icermektedir (Pellicano vd., 2018; Hu vd., 2020; Graham vd., 2018).

Eradikasyon rejimlerinde farkli kombinasyonlarda en sik kullanilan
antibiyotikler amoksisilin, metronidazol, klaritromisin, tetrasiklin ve
levofloksasindir. Karmagik tedavi rejimlerine ragmen antibiyotik direnci,
eradikasyon simdiye dek basarisiziginin ana nedeni olarak gosterilmistir. H.
pylori'nin antibiyotiklere direnci ¢ogunlukla kromozomal olarak kodlanan
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ancak akis sistemleri, membran
gecirgenligindeki degisiklikler ve biyofilm olusumu nedeniyle de direncin
ortaya cikabildigi diisiiniilmektedir (Zanotti ve Cendron, 2019; Fauzia vd.,
2020; Tshibangu-Kabamba ve Yamaoka, 2021).
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H. pylori eradikasyonunda kullanilan antibiyotiklerin bakterinin kokoid
morfolojisi gibi morfolojik ve fizyolojik adaptasyonlarmi tetikleyerek H.
pylori igin stres faktorleri olarak hareket edebilecegi gosterilmistir (Bury-
Moné vd., 2006; Parreira vd., 2011). Bakterideki morfolojik degisikligin
(kokoid morfoloji) direng, enfeksiyonun yayilmasi ve antibiyotik
tedavisinden sonra enfeksiyonun tekrarlamasi ile iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir (Estibariz vd., 2019)

H. pylori ile miicadelede eradikasyon basarisizhiginin nedenlerini
belirlemek Onemlidir. Daha 6nce basarisizlik nedenleri olarak antibiyotik
direnci, yiiksek bakteri yiikii, tedaviye diisiik uyum, yiiksek mide asiditesi ve
sitokrom P450 2C19 polimorfizmi (CYP2C19) gibi birgok faktor
Onerilmistir.  Ancak bazi  basarisizhk  durumlart  bu  faktorlerle
aciklanamamaktadir (IARC Working Group on the Evaluation of
Carcinogenic Risks to Humans; International Agency for Research on
Cancer, 1994; Tacconelli vd., 2018; Parra-Sepulveda vd., 2019).

.Eradikasyondaki basarisizligin nedenlerinden birinin H. pylori'nin
hiicre i¢i fakiiltatif dogasi oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan bazi
in vivo ve in vitro c¢alismalarda, H. pylorimin gastrik epitel hiicreleri,
makrofajlar ve dentrik hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinde, amipler ve
Candida mayalar1 gibi gesitli 6karyotik hiicreler igerisinde barinabilecegi
gosterilmistir (Siavoshi vd., 2003; Salmanian vd., 2008; Brown vd., 2012;
Saniee vd., 2013a; Saniee vd., 2013b; Siavoshi vd., 2013; Matamala-Valdés
vd., 2018; Sanchez-Alonzo vd., 2020; Heydari vd., 2020).

H. pylori’nin kendisini Okaryotik hiicrelerin igerisine saklamasi
“internalizasyon” olarak isimlendirilmektedir. Bu davranig bakterilerin
okaryotik hiicreleri istila ettigi bir aktivitedir. Internalizasyon sayesinde,

bakteri viicutta yok edilmekten kacarak, hayatta kalmaya devam edip
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cogalabilmektedir. Bu nedenle konukgu, bakteriyi icerisinde barindirarak
uzun siire tastyabilmektedir (Maidan vd., 2008; Thewes vd., 2008). Bdylece
H. pylori’nin kendisini, ¢evresel pH'daki degisikliklere karst veya onu yok
etmek i¢in kullanilan antibiyotik tedavilerine karsi “hayatta kalma stratejisi”
gelistirdigi distiniilmektedir. (Momynaliev vd., 2013; Donofrio vd., 2015;
Weerasekera vd., 2016). Candida spp. ve H. pylori arasindaki bu endofungal
birlikteligin ~ H. pylori’nin eradikasyon basarisizigimm en Onemli

nedenlerinden biri olabilecegi gbz dniinde tutulmasi gereken bir durumdur.

Ozel fonksiyonlar1 olan hiicre i¢i zara baglh organellerin gelisimi,
okaryotik hiicrelerin evriminde kritik bir olaydir. Organel gelisimi ile
prokaryotlarda meydana gelen besinlerin hiicre dis1 sindiriminden, ilkel
Okaryotik hiicrelerde hiicre i¢i sindirime gecis gerceklesmistir (Cavalier-
Smith, 2002). Hiicre i¢i organeller arasinda sindirim vakuolii olan lizozom,;
aclik, otofaji, ksenofaji gibi zaman zaman kendi hiicre igeriklerini pargalamak
icin Ozellesmistir. Buna gore, vakuol biyogenezi Okaryotik hiicrelerin iki
hayati hedefe ulagilmasin1 saglamak i¢in meydana gelmistir. Bunlar beslenme
stresine kars1 hayatta kalma ve istilact mikroorganizmalara karsi korumadir.
Bu ozellikler okaryotlara; yeni kesfedilmis cesitli nislerde yer alma yetenegi

kazanma, adaptasyon gibi avantajlar saglamustir (Levine, 2005).

Cesitli raporlarda tek hiicreli okaryotlarm besin maddeleri olarak ilk
olarak prokaryotlar kullandiklar1 gosterilse de, hiicre i¢i bakterilerin ¢evresel
stresten ve konukcu sitoplazmasmin antimikrobiyal savunma stratejilerinden
kagmak i¢cin membrana bagl bir boslukta kendini hiicreler igine saklamasi
(internalizasyon) ve sekestrasyonlarint  (depolanma) indiiklemeyi
ogrendiklerini aciklayan raporlar da bulunmaktadir. Bakteriler konuk¢uda
parazitik ve mutalistik olarak hayatta kalmalarmi saglayan mekanizmalar ile

donatilmistir (Dyall ve Johnson, 2000; Levine, 2005).
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Hiicre i¢i endofungal bakteriler 6karyotik hiicreler icindeki membrana
bagh vakuollerde yerleserek, hayatta kalmak ve ¢cogalmak i¢in uygun bir nisg
yaratmiglardir. Hiicre i¢i yasayan, Okaryotik hiicrelerin kalici veya gecici
endosimbiyontlar1 haline gelen bircok endofungal bakteri bulunmaktadir
(Siavoshi vd., 2003; Partida-Martinez vd., 2005; Partida-Martinez vd., 2007;
Salmanian vd, 2008; Partida-Martinez vd.,2008; Lackner vd.,2009; Lackner
vd., 2011; Saniee vd., 2013a; Saniee vd., 2013b; Siavoshi vd, 2013;
Matamala-Valdés vd., 2018; Siavoshi vd., 2019; Birol ve Giinyar, 2021;
Giinyar vd.,2022; Sanchez-Alonzo vd.,2020; Heydari vd., 2020). Okaryotik
fungal konukg¢unun bakteriyel invazyonunun biyolojik dneminin detaylari ve
bakterinin vakuol i¢erisindeki yerlesimi agiklanmay1 beklemektedir. Bununla
birlikte, bakterilerin hiicre i¢i replikasyonunun, konuk¢u hiicreyi tahrip
etmeyen diisiik oranlh ve smirli gen ekspresyonu ile gerceklestigi
diisiiniilmektedir (Corsaro vd., 1999; Kumar ve Valdivia, 2009; Siavoshi vd.,
2019). Okaryotik hiicre vakuoliindeki endofungal birliktelik vakuoliin
korunmas1 ve her iki ortagin hayatta kalmasi agisindan onemlidir. Fungal
vakuol, konuk¢u kolonizasyonunu ve patojenik fungus tiirlerinin
enfeksiyonunu desteklemede rol oynamaktadir (Dyall ve Johnson, 2000).
Ornegin; insan patojeni C. albicans’ta vakuol, dokuya yayilan hif formunun
tiretimi sirasmda dinamik morfolojik degisimlere ugramaktadir ve bu organel
virilans i¢in  gereklidir. Fungus vakuolii tipik olarak hiicresel
makromolekiillerin parcalanmasinda, besinlerin depolanmasinda ve stres
toleransinda onemli rollere sahip biiyiik bir organeldir. Son zamanlarda
yapilan birgok ¢aligma, bu organelin hem memeli hem de bitki patojeni
funguslarin konukgu istilasimi desteklemede ¢ok 6nemli bir rol oynadigim
acik¢a ortaya koymustur. Insan patojeni C. albicans ile yapilan galismalar;
vakuoliin stres toleransi, polarize hifal biiylime ve viriilans i¢in ¢ok dnemli
oldugunu gostermistir. C. albicans’in  hifal biiylimesi doku hasarimi

kolaylastirir, fagositik hiicrelerden kagmayi saglayabilir ve viriilans icin
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gereklidir. Dolayisiyla C. albicans vakuolii patogenezi iki diizeyde
destekleyebilir: (1) diisman konuk¢uda hayatta kalmak i¢in gereken stres

direncini tesvik etmek; (2) dokuya invazif hifal biiylimeyi desteklemek
(Palmer, 2011).

Maya vakuolii, mayanin canlilig1 i¢in temel bir organeldir. Hiicre ici
molekiillerin ~ bozulmasinda, besinlerin  depolanmasinda ve  stres
toleransindaki biiyiik rolleri vardir. Hiicre i¢i endofungal bakteriler i¢inde
sofistike bir nis olarak hizmet edebilmektedir. Okaryotik hiicrelerin vakuolii
hiicre-i¢i sindirimin yaninda, endofungal bakterilerin hayatta kalmasi ic¢in
elverigli kosullar saglayan, besin maddelerinin depolanmasi gibi ek rollere
sahiptir. ~ Hiicre i¢i endofungal bakterilerin, korunduklari ve besin
maddelerine ulasabilecekleri ve gogalabilecekleri kendi vakuolar nislerinin

olusumunu indiikledikleri gériilmektedir (Siavoshi vd., 2019).

Farkli mayalarin vakuolii lizerinde yapilan calismalar, bu organelin
molekiillerin sindirimine ek olarak, besinlerin siniflandirilmasi, tasmmasi ve
yeniden dagitilmasi gibi diger Onemli islevlere sahip oldugunu ortaya
koymustur. Aymi zamanda kalsiyum, fosfat ve yiiksek konsantrasyonda
amino asitlerin depolandig1 yerdir (Armstrong, 2010). Ayrica vakuolde pH ve
ozmotik diizenleme, iyon homeostazi ve sitoplazmik detoksifikasyon
meydana gelmektedir. Vakuoller maya hiicresi hacminin 6nemli bir kismini
(% 10-20) isgal ettiginden; sayilarmi, biiyiikliklerini ve konumlarini
degistirerek maya hiicresinin ¢evresel streslere karsi yanit vermesini
saglayabilmektedir. Otofagosomlarla karsilastirildiginda, bakteri igeren
vakuollerin 6nemli 6lgiide daha biiyiikk oldugu ve esas olarak sitoplazmik
maddelerden ziyade bakteri icerdigi gosterilmistir (Nakagawa vd., 2004).
Buna gore, tiim bu uygun ozelliklere sahip maya vakuolii, bakteriler icin

sofistike bir sigmak gorevi gorebilir, bdylece yok olmak yerine hayatta
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kalmalarmni ve biiylimelerini arttirmaktadir (Kirkegaard vd., 2004; Shintani

ve Klionsky, 2004).

Maya vakuoliiniin iginde H. pylori canlidir ve okaryotik hiicrelerde
solunum patlamasi (respiratory burst) sirasinda olusan oksijen metabolitlerini
detoksifiye etmek i¢in peroksiredoksin, tiyol peroksidaz ve makrofajlarda
fagolizozom filizyonunu yikmak i¢in iireaz ve vacA proteinlerini eksprese
ettigi rapor edilmistir (Schwartz ve Allen, 2006). H. pylori'nin 6karyotik
hiicrelerin vakuoliine yerlesip hayatta kalmak i¢in giiclii araglarla donatildig1
ileri stiriilmistiir. Bu bilgiler H. pylori hiicrelerinin maya vakuolii igerisinde
mikroskobik olarak gozlemlenmesi ve ileriki nesil mayalarda bakteri
genlerinin saptanmasiyla dogrulanmistir (Saniee vd., 2013a; Saniee vd.,
2013Db). Raporlar, bir¢ok hiicre i¢i bakterinin, zara bagh vakuollerini korumak
ve hiicre i¢i ortaklig1 tesvik etmek iizere belirli proteinleri ifade etmek igin

evrimlestigini gostermektedir (Siavoshi vd., 2019).

Mayalarin igerisinde yasayan endofungal bakterilerin arastirilmasi son
yillarda popiiler hale gelmistir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar genellikle
Candida, H. pylori ve Staphylococcus tiirlerini igermektedir (Siavoshi vd.,
2003; Salmanian vd., 2008; Saniee vd., 2013a; Saniee vd., 2013b; Siavoshi
vd., 2013; Matamala-Valdés vd., 2018; Siavoshi vd., 2019; Sanchez-Alonzo
vd., 2020; Sanchez-Alonzo vd., 2020; Heydari vd., 2020). Bakteri-maya

endofungal birlikteligine dair calismalar asagidaki boliimde 6zetlenecektir.

Siavoshi ve arkadaslar’nin 2005 yilinda yaptigi bir ¢caligmada agiz
boslugundan izole edilen mayalarda Helicobacter pylori-spesifik genler
aragtirllmustir. 18 maya, igerisinde yasayan bakteri benzeri cisimlerin (BLB)
varligi agisindan mikroskobik olarak incelenmistir. Incelenen 18 mayann
hepsinin icinde BLB’ler tespit edilmistir. Agiz boslugundan izole edilen
mayalarin total DNA’sinda H.pylori’ye spesifik cagA genin varligi



151

aragtirllmistir. 18 mayanm 15’inde H. pylori’ye spesifik cagA geni tespit
edilmistir. Caligma sonucunda dogada bol miktarda bulunan ve bireylerin
mukozal yiizeylerinde gelisebilen mayalarin, H. pylori'nin rezervuar ve

tastyicist olarak hizmet edebilecegi ongoriilmiistiir (Siavoshi vd., 2005).

Salmanian ve arkadaslar1 2008 yilinda agiz boslugundan izole
edilen mayalarm H. pylori i¢in rezervuar goérevi gorebilecegine dair bir
calisma yapmuslardir. H. pylori’ye karsi uygulanan antimikrobiyal tedavinin
basarisizlikla sonucglanmasina neden olan durumun, bakterinin kendisini
maya hiicresi igerisinde saklayarak uygulanan tedaviye direng gosterdigi
yoniinde yorumlamiglardir. Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismada oral mayalarda
kiiltirlenemeyen H. pylori varligi, mayalarin total DNA’larinda vakuolize
sitotoksin A (vacA geni s1s2 alleli) ve ureAB genlerinin hedeflenmesiyle
degerlendirilmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda BLB’lerin
tespit edildigi icerisinde H. pylori oldugundan siiphenelinen 13 oral mayadan
DNA ekstrakte edilmistir. vacA geni s1s2 alleli ve ureAB genleri 13 mayanin
DNA’sindan amplifiye edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari mayada hiicre i¢i
H. pylori bulunusunu kanitlamistir. Bu endofungal iliski, H. pylori’nin agiz
boslugundaki kalicihigini agiklayabilmektedir. Sonu¢ olarak midenin; agiz
boslugunun kalic1 sakinleri olan H. pylori bakterileri tarafindan yeniden
asilanabilecegi ve insan popiilasyonlar1 arasinda enfeksiyonun yayilmasina

neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Salmanian vd., 2008).

Saniee ve arkadaslari 2013 yilinda yaptigi bir caligmada
immunofloresan teknikler kullanarak oral ve gastrik 6rneklerden izole edilen
Candida mayasmm vakuoliiniin i¢indeki H. pylori’nin lokalizasyonunu
belirlemiglerdir. Bu c¢alismada hizli hareket eden hiicre i¢i canli H. pylori
hiicreleri ileri ki nesil mayalarin icerisinde de gozlemlenmistir (Saniee vd.,

2013a).
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Saniee ve arkadaslart 2013 yilinda maya vakuolii i¢inde H.pylori
olusumuna iliskin Onceki calismalarin1 destekleyici bir calisma daha
yapmistir. Bu ¢alisma da oral ve gastrik drneklerden izole edilen mayalarda
H. pylori’ye 06zgii proteinleri western blotlama ile saptamuglardir ve

intravakuolar H.pylori'nin canliligini dogrulamislardir (Saniee vd., 2013b).

Siavoshi ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptigr baska bir
caligmada oral ve vajinal 6rneklerden izole ettikleri mayalarda hiicre igi
H.pylori varligi ve mayalarin bakteriyel transmisyondaki olasi rollerini
incelemislerdir. Anne adaylarimdan 39 oral ve 30 vajinal maya olmak {izere
toplamda 69 maya, bebeklerden 7 oral maya (6/46 vajinal dogum, 1/43
sezeryan dogum) tanimlanmustir. Mayalarin igerisinde yasayan hiicre igi
BLB’leri gozlemlemek i¢in 151k ve floresan mikroskobisi gerceklestirilmistir.
Mayalarin total DNA’larinda H. pylori’ye 6zgii genler arastirilmistir. Ayrica
annelerde H. pylori enfeksiyonunun tespiti i¢in iire nefes testi (UBT)
yapilmistir ve bebeklerin diskilarinda H. pylori antijenlerinin saptanmasi igin
diski antijen testi (SAT) gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda oral mayalar
daha ¢cok normal dogumla diinyaya gelen yeni doganlardan izole edilmistir.
Annelerin vajinal mayalarmda H. pylori genlerinin sikhigi, annelerin oral
mayalarma gore anlamli derecede daha yiiksektir. H. pylori genlerinin vajinal
mayalarda ve yeni doganlarin oral mayalarinda gdriilmesi, annelerin vajinal
mayalarinda H. pylori genlerinin tespit edilmesiyle annelerde UBT +

sonuglar arasinda anlamli bir iligki gériilmistiir (Siavoshi vd., 2013c).

Matamala-Valdés ve arkadaslari yeni doganlarin digskisinda ve bu
yas grubunun agiz boslugunu kolonize eden mayalarda H. pylori varligmma
dair kanitlan giliclendirmek amaciyla bu konuda bir caligma yapmistir. Bu
calismanin amaci oral mayalarda hiicre i¢i H. pylori’yi tanimlamak ve yeni

dogan digkilarinda bakteri antijenlerini tespit etmektir. Calismada
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bebeklerden oral siiriintii ve mekonyum o6rnekleri alinmistir. Mayalarm tiir
tanimlamalar1  fenotipik ve genotipik yoOntemlerle gerceklestirilmistir.
Mayalar floresan ve 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Mekonyumda H.
pylori antijeninin tespiti gergeklestirilmistir ve mayalarm total DNA’lar
kullanilarak H. pylori’ye 6zgii genler ( 16S rRNA, cagA, vacA sla, vacA slb,
vacA s2, vacA ml, vacA m2 ve dupA) amplifiye edilmistir. Sonug olarak
hiicre i¢i H. pylori yeni doganlarm agzindan izole edilen Candida glabrata
tlirli mayada tespit edilmistir. Bu ¢alisma yeni doganlardaki hiicre i¢i H.
pylori varhigmi kanitlamistir (Matamala-Valdés vd., 2018).

Tavakolian ve arkadaslarmm 2019 yilinda yaptig1 bir ¢alismada C.
albicans  vakuolii  igerisindeki ~ Staphylococcus™un  lokalizasyonu
arastirlmistir. Direkt immunofloresans (DIF) teknik ile mayanin vakuolii
icinde bakteriyel lokalizasyonu tespit etmek i¢in floresein-izotiyosiyanat
(FITC)-etiketli antikorlar kullanilmistir. Staphylococcaceae-spesifik prob
kullanilarak FISH analizi gerceklestirilmistir ve immunofloresan teknigi
sonuglarinin  dogrulamast gerceklestirilmistir. Stafilokok proteinlerini
hedefleyen western blotlama yapilmustir. Western blotlama sonuglari,
stafilokok proteinlerine benzer olarak 57.5 ve 66 kDa molekiiler agirhiga
sahip proteinlerin, maya protein havuzunda saptanmustir. Candida iginde
stafilokok proteinlerinin ve genlerinin tespiti maya vakuoliindeki hiicre-i¢i
bakterilerin varhigmi gostermistir (Tavalokian vd., 2019). Floresan etiketli
oligonukleotid problar veya antikorlar, hiicre-ici endofungal bakterilerin
tanimlanmas1  ve lokalizasyonu i¢in spesifik, gii¢lii araclar olarak
kullanilmastir.  Yeterli ribozoma sahip aktif bakterilerin floresans problarla
tespit edilebilecegine dair raporlar bulunmaktadir. Olii bakteriler, rRNA’s1
olmayanlar, a¢ veya wuykuda olanlar floresan problarla tespit
edilememektedir. Bakteriler- ve mayalar arasindaki endofungal birlikteligine

dair yapilan ¢aligmalarda anne ve yavru maya hiicrelerinin vakuollerinde
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floresan 1gmmalarm tespit edilmesi, hiicre-ici endofungal bakterilerin
fizyolojik olarak aktif ve replikatif oldugunu, yeni nesil mayalara aktarildigmi

gostermektedir (Amaan vd., 1995; Christensen vd., 1999).

Sanchez-Alonzo ve arkadaslari Concepcion Universitesi (Sili)
ogrencilerinden izole edilen oral mayalarin i¢cinde H. pylori varligini tespit
etmek amaciyla ¢alisma yapmislardir. 72 oral 6rek toplanmistir. 24 6rnekte
(%33.3) oral maya tespit edilmitir. En sik goriilen tiir C. albicans (%79.2)
olup, bunu C. dubliniensis (%12.4), C. krusei (%4.2) ve C.tropicalis ( %4.2)
izlemektedir. 24 oral mayadan izole edilen DNA’larda H. pylori 16S rDNA
gen bolgesinin varligi arastiridmustir. Sonug olarak 24 mayanin 15'inde
(%62.5)H. pylori 16S rRNA geni saptanmistir. H. pylori barindiran
mayalarm bulundugu 15 kisiden %81'inde mide rahatsizhigi oldugu
bildirilmistir. Caligmanmn sonuglar1 oral mayalarda H. pylorimin hiicre ici
varligi, bu mikroorganizmalar arasmda H. pylori transmisyonunu ve
gastrointestinal kanalda yeniden enfeksiyonu destekleyebilecek endofungal
bir iligki oldugunu diisiindiirmektedir (Sanchez-Alonzo vd., 2020).

Séanchez-Alonzo ve arkadaglar1 2021 yilinda yaptig1 ¢alisgmada
vajinal maya hiicreleri i¢inde yasayan hiicre i¢i H. pylori’nin virulans
genlerinin varhigmi arastirmuglardir.  Calisma sonucunda virulans genlerine
sahip olan H. pylori’nin vajinal mayalarda saptanmasi bu patojenin vertikal
gegisiyle birlikte risk teskil ettigi sonucuna varilmistir. (Sanchez-Alonzo vd.,
2021).

Yang ve arkadaslarmm 2024 yilinda yaptig1 bir calismada gastrik
biyopsi orneklerinden ve vajinal akintidan izole edilen Candida tiirlerinde
hiicre-i¢i H. pylori antijenlerinin ve genlerinin varligi arastirilmistir. Vajinal
akinti1 ve mide mukozasindan toplam 59 vajinal Candida ve iki gastrik

Candida susu izole edilmistir. 23 izolatin H. pylori 16S rDNA's1 pozitif, 12'si



155

cagA pozitif ve 21'i ureA pozitiftir. BLB'ler, H. pylori 16S rDNA a¢isindan
pozitif olan Candida hiicrelerinde gozlemlenebilmistir ve LIVE/DEAD
BacLight Bakteriyel Canlihk kiti ile canli oldugu belirlenmistir.
Immiinofloresan teknikler ile Floresein izotiyosiyanat (FITC)-etiketli
antikorlar kullanarak Candida hiicreleri i¢indeki H. pylori antijeni tespit
edilmistir (Yang vd., 2024).

Yapilan ¢aligmalarda gorildiigii tizere Candida-H.pylori
arasindaki endofungal birlikteligi agikliga kavusturmak H. pylori eradikasyon
tedavisine 151k tutmak agisindan ¢cok onemlidir. Ayrica maya igerisinde yer
alan bakteriyel cesitliligin arastirilmast gerekmektedir. Calismamizda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine basvuran ve takip eden
hekimi tarafindan tibbi agidan dzofagogastroduodenoskopi (OGD; Ust GIS
Endoskopisi) islem endikasyonu konulan 233 hastanin mide biyopsi
ornekleri toplanmustir. Ornek alman hastalarm OGD yapilma nedenlerinin
atrofik gastrit, demir eksikligi anemisi, disfaji, dispepsi, epigastrik agri, GIS
(Gastrointestinal sistem) kanama, kronik ishal, malignite tarama,
MALTOMA, reflii, ilser oldugu tespit edilmistir. Calismaya alman 233
hastanin 94’iiniin (%41) mide biyopsi orneklerinden Candida tiirleri izole

edilmistir.

Mide igerisindeki mikroorganizma yogunlugu, mide asiditesine ve
diger fizyolojik faktorlere bagh olarak degismektedir. Genel olarak, mide
iceriginde yiiksek miktarda hidroklorik asit bulunmasi nedeniyle
mikroorganizma yogunlugu oldukca diisiiktiir. Ancak, belirli bolgelerde
farkli yogunluklar goézlemlenebilmektedir. Midenin antrum bdlgesi, korpus
bolgesine gore daha az asidik bir ortam sunmaktadir. Korpus bolgesinde
hidroklorik asit salgist daha yogundur, bu da mikroorganizmalarin

yasamasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, genellikle korpus bolgesinde
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mikroorganizma yogunlugu oldukca diisiiktiir. Antrum boélgesi, pH seviyesi
biraz daha yiiksek oldugu i¢in (yani daha az asidik oldugu igin), bazi
mikroorganizmalarm hayatta kalmasi ve iiremesi i¢in daha uygun bir ortam
sunmaktadir. Midenin antrum bdélgesi, korpus bolgesine gore daha yogun
mikroorganizma  barmdirma potansiyeline sahiptir. Midenin farkli
boliimlerindeki pH seviyelerinin ve fizyolojik 6zelliklerinin farkliliklarmdan
kaynaklanmaktadir (Guyton ve Hall, 2006; Atherton ve Blasen, 2009;
Yamadavd., 2009).  Bizim ¢ahsmamizda izole edilen Candida’larin
%58’  midenin antrum bdlgesinden alman biyopsi 6meklerinden izole
edilmistir. 94 hastanin midesinin antrum bdlgesinden izole edilen Candida
spp. izolat1 sayis1 92 ve korpus bolgesinden izole edilen Candida spp. izolat1
sayist 67°dir. Her iki bolgeden toplamda 159 Candida spp. izole edilmistir.
48 hastanin hem antrum hem korpus bélgesinden, 30 hastanin sadece antrum
bolgesinden ve 16 hastanin sadece korpus bdlgesinden olmak iizere 159
Candida izole edilmistir. 46 hastanin mide biyopsi Orneklerinden bir, 48
hastanin mide biyopsi Orneklerinden birden fazla Candida izole edilmistir.
Saniee ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada 6rnek alinan hastalarin tamaminda
mide {lseri bulunmaktadir. Mide biyopsilerinden 5 gastrik maya oral
orneklerden 6 maya izole edilmistir (Saniee vd., 2013b). Chromagar Candida
ortaminda yapilan inceleme sonucundabu mayalarin C.albicans, C.tropicalis
ve Candida spp. oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismadaki gastrik mayalar C.
albicans ve Candida tiirlerini igermektedir. Fakat bu calismada maya
izolasyonu i¢in ka¢ mide biyopsi Orneginin kullanildigi, mide biyopsi
orneklerinin midenin hangi bdlgesinden alindig1 ve alman hangi bdlgeden
maya izole edildigine dair bir bilgi bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda
mide biyopsi Ornekleri midenin iki farkli bolgesinden alinmigtir. Mide
bolgelerinin fizyolojik 6zelliklerinin farkli olabilecegi goz oniine alindiginda
sonu¢larimiz 6nemlidir. Ayrica ¢alismamiz degerlendirmeye alinan hasta

sayist ve izolat sayist bakimindan oldukca zengindir. Ayni grubun yaptigi
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bagka bir caligmada ise mide biyopsi Orneginden 1 gastrik maya izole
etmiglerdir. Mide biyopsi Orneginin izole edildigi hastanin gastrik iilseri
bulunmaktadir (Saniee vd., 2013a). Bu calismada izole ettikleri 1 gastrik
mayanin vakuolii igerisindeki H.pylori’yi immunofloresan tekniklerle
saptamiglardir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi ¢caligmaya mide rahatsizhigi
olan 42 kadm hasta ve dogum 6ncesi muayene yapilan 50 hamile kadmn dahil
edilmistir. Mide hastalig1 olan 42 kadin hastadan 27 mide biyopsi 6rnegi ve
22 vajinal akinti toplanmistir. 7 hastanin hem vajinal hem mide biyopsi
ornegi, 15 hastanin sadece vajinal akint1 6rnegi, 20 hastaninda sadece mide
biyopsi 6rnegi almmustir. Bu ¢calismada 6rnekleme sayist bakimmdan Saniee
ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismaya gore yiiksek olsa da bizim
calismamizdaki saymn altinda kalmustir. 2 hastadan 2 Candida spp. izole
edilmistir (Yang vd., 2024). Bu caligmada analize alman hastalardan ¢ok az

sayida gastrik maya izole edilmistir.

Mide asiditesi nedeniyle, mide igerisinde Candida varligi oldukga
nadirdir ve diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Mide asiditesinin azalmasi gibi
durumlar, Candida'nin mide mukozasinda kolonize olmasma yol
acabilmektedir. Uzun siireli proton pompasi inhibitorii (PPI) kullanimi, mide
asiditesini azaltarak Candida’nin mide mukozasinda kolonize olmasini ve
boylece enfeksiyonlara neden olmasma yol agabilmektedir. Candida'nin
mide tizerindeki etkileri, dispepsi (hazimsizlik), epigastrik agr1 (mide agrisi)
ve bulanti gibi belirtilerle ortaya c¢ikabilmektedir. Ayrica, Candida'nin mide
mukozasinda asir1 ¢ogalmasi, mukoza biitiinliiglinii bozarak gastrit ve mide
tilseri gibi durumlara yol agabilmektedir (Pappas vd., 2009). Calismamizda
Candida izolasyonu gerceklestirdigimiz ~mide biyopsi Orneklerini
topladigimiz hastalarin %73l dispepsi, epigastrik agr1 ve malignite belirtileri

ile klinige bagvurmustur. Sonuglarimiz Candida izolasyonu yaptigimiz
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hastalarm OGD yapilma nedenleri Candida’nin mide {izerindeki etkisi

sonucu ortaya ¢ikan belirtilerle uyumludur.

Candida mayalarinin vakuolii igerisinde endofungal H.pylori varligmi
arastirmak amaci ile FISH analizi gergeklestirilmistir. 159 Candida izolatinda
hiicre-i¢i endofungal bakterilerin varliginin arastirilmas1 amaciyla bakterilere
6zgii EUB338 prob ve endofungal H.pylori varligin1 arastirmak amaciyla H.
pylori’'ye o6zgii Hpy prob kullanilarak es zamanli olarak FISH analizi
gerceklestirilmistir.

FISH analizi molekiiler biyoloji ve genetik aragtirmalarda sik kullanilan
bir molekiiler tekniktir. FISH spesifik DNA ve RNA dizilerinin tespit
edilmesi ve lokalizasyonunu belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Diisiik
bakteri yogunlugunda bile sonug alinabilen hassas bir tekniktir (Abdel-Moein
vd., 2015). H. pylori’ye spesifik floresan etiketli (cy3) Hpy prob H. pylori
DNA’sma baglanir ve floresan mikroskobu altinda bu baglanmalar floresan
1smmalar olarak kolayca tespit edilebilmektedir. Bu yontem bakterinin tespit
edilmesinin yaninda antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Bu amagla belirli direng genlerini hedef alan problar kullanilarak analiz
gerceklestirilir  ve tedaviyi belirleyen veriler elde edilir. H. pylori’nin
saptanmasinda kiiltiir yontemi, serolojik testler vb. yontemlere kiyasla FISH

yontemi daha hizli sonug vermektedir.

Candida izolasyonu gergeklestirdigimiz ortamlardan Chromagar
Candida ortaminda antimikrobiyal (kloramfenikol- 0,5 g/L) bulunmaktadr.
Maya icerisinde yasayan bakterinin antibakteriyel ajandan etkilenebilecegi
g0z Oniine alindiginda ayn1 biyopsi drnegine ait hem MY GP-A ortami hem
de Chromagar Candida ortamindan izole edilen Candida izolatlarmm FISH
analizi ayn1 zamanda gerceklestirilmistir. FISH analizi sonucunda her iki

ortamdan daizole ettigimiz mayalarin i¢inde dehiicre-i¢i bakterileri saptadik.
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159 Candida izolatmm 99 tanesinde hiicre-ici endofungal bakteri tespit
edilmistir. Incelenen Candida izolatlarmin sadece 48 (%31) tanesinde
endofungal H. pylori tespit edilmistir. 51 izolatta H. pylori tespit
edilmemistir. FISH analizi sonucunda H. pylori disinda bakteri igeren 51
izolat tez c¢alismast disinda baska c¢alismalarda kullanilmak iizere

stoklanmustir. Calismaya 48 Candida izolatiyla devam edilmistir.

Hpy-prob, H. pylori'nin ribozomal RNA'sma (rRNA) 6zgii dizilere
baglanan floresan isaretli bir oligoniikleotid probudur. FISH teknigi, H.
pylori'nin g¢esitli biyolojik 6meklerde, Candida vakuolii icerisinde
endofungal olarak bulundugu durumlarda bile tespit edilmesini
saglamaktadir. FISH analizi, 6zellikle H. pylorinin kiiltiir edilmesinin zor
oldugu durumlarda veya antibiyotik tedavisi sonrasinda bakteri yiikiiniin
diisiik oldugu hastalarda biiyiik avantaj saglamaktadir (Morak vd., 2012).
Caligmada cy3-etiketli Hpy prob kullanilmistir. Floresan mikroskop altinda
yapilan inceleme sonucunda H. pylori hiicreleri Candida vakuolii i¢erisinde
sari-yesil floresan 1simalar olarak gozlenmistir. Bakterilere 6zgii EUB338
prob ile gerceklestirilen FISH analizinde vakuol igerisinde birden fazla 1s1ma
gdzlenmesi maya vakuoliinlin belki ayni tiirde birden fazla bakteri, belki de
farkli tlirde bakterileri igerdigini gostermektedir. Maya vakuolii igerisindeki

bakteriyel ¢esitliligin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.

Igerisinde H. pylori tespit edilen Candida tiirlerinin izole edildigi 37
hastadan 9 hastanin(%25) mide biyopsi Orneklerinin H. pylori varlig
acisindan histopatolojik inceleme sonucu pozitiftir. 37 hastadan 28 hastanin
(%75) mide biyopsi orneklerinin H. pylori varligi agisindan histopatolojik
inceleme sonucu negatiftir. Ancak bu 28 hastadan izole edilen Candida tiirleri
icerisinde H. pylori tespit edilmistir. Hastalar aslinda H. pylori ile enfekte

olmalarma ragmen H. pylori kendisini maya igerisine sakladigi igin
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histopatolojik incelemede saptanmamis olabilir. Bu bulgu bize H. pylori
taramasi yapilirken, midede bulunan Candida’lar igerisinde yasayan H.

pylori’lerde g6z oniinde bulundurulmasi gerektigini diigiindiirmektedir.

Igerisinde H. pylori tespit edilen Candida tiirlerinin izole edildigi
hastalardan 12 hasta (%32) daha 6nce H. pylori eradikasyon tedavisi alirken,
25 hasta (%68) daha 6nce bu tedaviyi almamistir. Daha 6nce eradikasyon
tedavisi almamis 25 hastanin mide biyopsi Orneklerinin histopatolojik
incelemesinde 8 hastada (%32) H. pylori tespit edilmistir. Ayrica daha 6nce
H. pylori eradikasyon tedavisi alan 12 hastadan birinin (%8) mide biyopsi
orneginin H. pylori varhgi agisindan histopatolojik incelemesi sonucunda H.

pylori tespit edilmistir.

Daha once H. pylori tedavisi almis 11 hastanin mide biyopsi
orneklerinden izole edilen Candida tiirlerinde H. pylori tespit edilmistir. Bu
sonuglar belki de bireylerin midelerinde bulunan Candida’lar igerisinde
barmman H. pylori bilinmeyen kosullar altinda mide ortamma salindiginda
bireyin tekrar bu bakteriyle enfekte oldugu ve sikayetlerinin tekrarladigi
seklinde yorumlanmustir. Sonuglarmmz H. pylori’nin eradikasyonunundaki
basarisizligin  bakterinin endofungal yasam stratejisini kullanmasindan
kaynaklanabilecegine dair bilgilerle uyumludur. Hiengrach ve arkadaslari
Candida’nin tek bagma mide hasarina sebep olup olmadigini arastirdigi bir
calismada endofungal H. pylori barindiran Candida’larin oral yolla farelere
aktarilmastyla farelerde gastrit meydana getiemesine ragmen tek basina
Candida’nm gastrite neden olmadigmi rapor etmistir (Hiengrach vd., 2022).
Intravakuoler endofungal H. pylori mayadan disari salinarak, normal H.

pylori'ye benzer sekilde gastriti tetikleyebilmektedir.

Endoskopi raporu sonuglarina gore 2A kodlu izolatin izole edildigi

hastaya eritematdz antral gastrit, 4K kodlu izolatin izole edildigi hastaya
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normal iist GIS, 23A ve 24K izolatlarinin izole edildigi hastaya eritematdz
antral gastrit, 33A ve 34K izolatlarinin izole edildigi hastaya eritemat6z antral
gastrit, 37A ve 38K izolatlarinin izole edildigi hastaya eritematéz antral
gastrit,41 A izolatinin izole edildigi hastaya eritematdz antral gastrit, 74K
izolatinin izole edildigi hastaya hiatus hernisi (mide fitig1), 114K 1 ve 114K2
izolatlarmm izole edildigi hastaya normal iist GIS, 115A ve 116K
izolatlarmin izole edildigi hastaya normal iist GIS, 119A izolatinmn izole
edildigi hastaya intestinal metaplazi ve eritematdz antral gastrit, 126K
izolatinin izole edildigi hastaya eritematdz antral gastrit, 127A izolatinm izole
edildigi hastaya eritematdz antral gastrit, 129A izolatinin izole edildigi
hastaya intestinal metaplazi ve eritematdz antral gastrit, 136K izolatinin izole
edildigi hastaya eritematdz antral gastrit,165A ve 166K izolatlarmm izole
edildigi hastaya normal iist GIS, 199A izolatmm izole edildigi hastaya
intestinal metaplazi ve eritamatdz antral gastrit, 204K izolatinin izole edildigi
hastaya eritematdz antral gastrit, 214K izolatmm izole edildigi hastaya
normal iist GIS, 239A izolatlarmm izole edildigi hastaya eritematdz antral
gastrit, 246K izolatmin izole edildigi hastaya normal iist GIS, 250K
izolatlarinin izole edildigi hastaya eritematdz antral gastrit, 257A izolatmin
izole edildigi hastaya normal iist GIS, 260K izolatlarnin izole edildigi
hastaya eritemat6z antral gastrit, 263 A izolatinin izole edildigi hastaya kalkik
eroziv antral gastrit, 285A izolatinin izole edildigi hastaya atrofik korpus
gastriti, eritematdz antral gastrit, lilser, 299A1, 299A2 ve 300K2 izolatinin
izole edildigi hastaya intestinal metaplazi ve eritematdz antral gastrit, 305A
izolatinin izole edildigi hastaya intertinal metaplazi, eritematdz antral gastrit,
polipoid lezyon, 323A izolatinin izole edildigi hastaya eritematdz antral
gastrit, 332A2 izolatinin izole edildigi hastaya eritematdz pangastrit,
intestinal metaplazi, bulbit, 351A3 izolatinin izole edildigi hastaya kalkik
eroziv antral gastrit, 361A izolatmin izole edildigi hastaya kalkik eroziv antral

gastrit, 365A izolatinin izole edildigi hastaya hiatus hernisi, eritematdz antral
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gastrit, bulbit, 368K 2 izolatinin izole edildigi hastaya hiatus hernisi, kalkik
eroziv antral gastrit, 369A1, 369A3 ve 370K2 izolatinin izole edildigi
hastaya eritematdz antral gastrit, 392K izolatinmn izole edildigi hastaya
normal {ist GIS, 400K izolatmin izole edildigi hastaya eroziv antral gastrit,
405A2 ve 406K izolatmin izole edildigi hastaya antrumda polip (hiperplastik
polip) tanis1 koyulmustur. I¢erisinde H.pylori bulunan Candida’larm izole
ediligi hastalardan 21°nin endoskopi sonucundaki tanilarmnin eritematdz
antral gastrit oldugu dikkat cekmektedir. Eritematdz antral gastrit, midenin
antrum bolgesinin iltihaplanmasi ve bu boélgede kizariklik meydana
gelmesiyle karakterize edilmektedir. Eritematdz antral gastrite neden olan en
onemli faktorlerden birinin H. pylori enfeksiyonu oldugu bilinmektedir. H.
pylori, mide mukozasina yerleserek iltihaplanmaya yol agmaktadir. Boyle
eritematdz antral gastrite sebep olmaktadir. Tedavi edilmedigi siirece mide
mukozasmin siirekli iltthaplanmastyla kronik gastrite, siirekli iltihabin mide
duvarma zarar vermesiyle iilsere, lserlerin mide mukozasinda kanamaya
neden olmastyla mide kanamasina ve mide mukozasinda doku kaybmna ve

hiicre bozulmasina devamindaise mide kanserine neden olabilmektedir (Shah
vd., 2021).

FISH analizinin ardindan PCR tabanli molekiiler yontemler
kullanilarak Candida tiirleri igerisinde endofungal H. pylori’nin varhig:
arastirllmustir.  Icerisinde endofungal H. pylori barimdiran Candida
izolatlarmm total DNA’ s1 ve H. pylori 16S rDNA gen bdlgesi i¢in spesifik
primerlerin kullanildig1 Nested- PCR ile amplifiye edilmistir. Nested PCR,
polimeraz zincir reaksiyonu tekniginin bir modifikasyonudur. Diisiik
miktardaki DNA 6rneklerinin amplifikasyonu ve spesifikligin arttirilmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Nested PCR yéntemi 2 basamakldir. 1lk
basamakta dis primerler kullanilarak DNA amplifiye edilmektedir. Ikinci

basamakta, ilk basamakta elde edilen PCR iiriinii dis primerler ile amplifiye
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edilmektedir. Bu yontem yliksek spesifiklik ve duyarhilik gerektiren DNA
analizlerinde kullanilmaktadir (Calsamiglia vd.,1999). Boylece bu yontemle
calismamizda Candida tiirlerinden izole edilen total DNA’larda diisiik
miktardaki H. pylori DNA’s1 saptanmistir. Saniee ve arkadaslarinin 2013
yilinda yaptig1 calismada maya igerisinde yasayan H. pylori’nin genleri klasik
PCR yontemiyle amplifiye edilmistir. Calismada western blotlama
yapilmistir ve bunun sonucunda 3 oral (O1= C.albicans, O2= Candida sp.,
0O3= C. tropicalis) ve 2 gastrik (G2= Candida sp. ,G4=Candida sp.) mayada
H. pylori spesifik proteinler saptanmistir. O1, O2 ve G2 kodlu izolatta 6 H.
pylori spesifik protein, O3 ve G4 kodlu izolatta 4 H. pylori spesifik protein
saptanmustir. Incelenen 5 gastrik mayanm 4’iinde (G1, G2, G3, G4) , 6 oral
mayanin 5 ‘inde (O1, 02, 03, O4a, O4b) H. pylori’ye spesifik 16S rDNA gen
bolgesi saptanmistir. Yang ve arkadaslarmin yaptigi calismada gastrik
ornekten izole ettikleri 2 Candida spp. icerisinde H. pylori’ye spesifik 16S
rDNA gen bolgesi saptamislardir. Bizim ¢alismamizda 48 Candida
izolatinin hepsinde H. pylori 16S rDNA gen bolgesi saptanmustir.

48 Candida izolatinda H.pylori’ye 6zgii virulans genlerinden vacA
geninin varlig1 arastirlmistir.  Bu amagla H. pylori’nin vacA geninin s1/s2
allelinin  259-286 bp'lik fragmentinin amplifikasyonu VAI-F: 5'-
ATGGAAATACAACAAACACAC-3' ve VAI-R: 5'-
CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’ primerleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. H. pylori’nin vacA geninin ml/m2 allelinin 567-642
bp'lik fragmentinin amplifikasyonu VAG-F: 5'-
CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’ ve VAG-R: 5'-
GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3' primerleri kullanilarak Nested PCR
yontemi ile gerceklestirilmistir. Calismanin sonucunda 2A, 4K, 24K, 33A,
127A, 214K, 285A, 305A kodlu Candida sp. izolatlarinda (8 izolat) vacA

geninin s1/s2 alleli tespit edilirken, hicbir izolatta vacA geninin m1/m2 alleli
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tespit edilmemistir. Saniee ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada mide biyopsi
orneklerinden izole ettikleri 5 Candida izolatinin 4’tinde vacA sl genlerinin
varligin1 saptamiglardir. VacA sl genotipi istatistiksel olarak anlaml diizeyde
gastrik malignitelere sebep olan ciddi klinik sonuglarla iligkilidir.
Vakuollestirici toksin da yiiksek diizeyde inflamasyon ve gastrik mukozada
epitel hasarina sebep olmaktadir ve bu da gastrik adenokarsinom riskini

arttirmaktadir.

H.pylori’nin VacA toksininin en belirgin fonksiyonunun memeli
hiicrelerinde vakuolasyonu indiiklemek oldugunu ileri sliren raporlar
bulunmaktadir (Cover ve Blanke, 2005). H. pylori, insan hiicreleri tizerinde
cok cesitli etkilere neden olabilen bir toksin olan VacA'y1 salgilamaktadir.
VacA'nin trettigi hiicresel etkiler arasinda endositik kompartmanlarin
bozulmasi, mitokondriyal membran gecirgenliginde azalma ve hiicresel
sinyal yollarmin uyarilmas1 yer almaktadir. VacA, epitel hiicreleri, antijen
sunan hiicreler, fagositik hiicreler, mast hiicreleri ve T lenfositleri dahil olmak
tizere cesitli farkli hiicre tiplerinin fonksiyonlarini modiile edebilmektedir.
VacA plazma zarma baglanir, hiicreler tarafindan igsellestirilir ve endositik
kompartmanlarda veya mitokondride lokalize olabilmektedir. VacA'nin
neden oldugu bir¢ok hiicresel etki, VacA'nmin kanallar olusturmak igin
membranlara yerlesmesiyle baslamaktadir. Yapilan bir hayvan modeli deneyi
VacA'nin midede H. pylori kolonizasyonuna katkida bulundugunu
gostermektedir. VacA’nm, in vitro T lenfositlerin aktivasyonunu ve
cogalmasini inhibe ettigi tespit edilmistir. Cesitli calisgmalar VacA'nin H.
pylori ile iliskili peptik {ilserasyon ve mide adenokarsinomunun patogenezine
katkida bulundugunu gostermektedir. VacA'ya benzer sekilde, diger birgok
bakteri tiirii tarafindan iretilen bakteriyel toksinler birden fazla hiicresel
etkiye sebep olabilmektedir. Bakteriler tarafindan salgilanan toksinler,

bakterilerin 6karyotik konukgularinda kolonilesmesinde rol oynamaktadir ve
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toksinler, ¢cok sayida bulasict hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir.

(Cover ve Blanke, 2005).

VacA memeli hiicre zarma yerlestikten sonra iyon kanallar
tiretir, hiicrenin 6nemli bir boliimiinii kaplayan biiyiik vakuollerin olusumunu
uyarmaktadir (Cover ve Blanke, 2005; Torres vd., 2005; Siavoshi vd., 2019).
VacA'nin endozomal-lizozomal kompartmanlara yolculuk yaptigi ve kiigiik
GTPaz Rab 7'ye bagh bir mekanizma aracilifiyla vakuolizasyona neden
oldugu ileri siirlilmiistiir. VacA ayrica, katepsin gibi lizozomal hidrolazlart
etkileyerek lizozomlarmm degredative kapasitesini de bozmaktadir. H.
pylori'nin otofajiyi indiikklemek igin VacA'y1 kullandig1 ve ¢esitli hiicre igi
bakterilere benzer sekilde otofajik yolu bozdugu, olgunlagsmasin1 engelledigi
ve hayatta kalmak ve replike olmak icin bir barinak sagladigi goriilmektedir.
Bu durumun hiicre i¢i endofungal bakteriler ve 6karyotik konukgu arasindaki
simbiyotik  iliskinin  gelistirilmesinde ~ temel admm  olabilecegini
diisiiniilmektedir. (Johansson vd.,2005; Cover ve Blanke, 2005; Siavoshi vd.,
2019).

Cahsmamzda 48 Candida izolatinda H. pylori’ye 06zgi virulans
genlerinden iireAB geninin varli@i arastirilmistir. Bu amagla ilireAB gen
bolgesinin 406 bp’lik fragmentinin amplifikasyonu 2 forward primer F1:5’-
AACGAATTCAAAAAAGCCGTTAGCGTGAAA-3> | F2: 5-
GTTTCCATGGCGCTAAAAGCGATGACAACT-3’ ve 1 reverse primer
5’-GCAGGATCCACGCTAAGATTGTTTTAA-3> kullanilarak ~ Nested
PCR gergeklestirilmistir. Calismanin sonucunda 4K, 37A, 38K, 41A, 246K,
257A, 260K kodlu Candida izolatlarinda (7 izolat) {ireAB geni tespit
edilmistir. Saniee ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptig1 ¢aligmada mide
biyopsi 6rneklerinden izole ettikleri 5 Candida izolatinin 4’{inde ircAB geni

varligint saptamislardir. Yang ve arkadaslarmin 2024 yilinda yaptigi
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calismada izole ettikleri 2 gastrik mayanin ikisinde de lireAB gen bdlgesi

saptanmugtir.

H. pylori'nin hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan kritik bilesenlerden biri
iireaz enzimidir. Ureaz enzimi ureAB gen kiimesi tarafindan kodlanmaktad.
Bu genler arasinda ureA ve ureB genleri, lireazin fonksiyonel aktivitesi i¢in
gereklidir. ureA yaklasik 26 kDa boyutunda olan iireazin alfa alt birimini
kodlamaktadir. Alfa alt birimi, aktif {ireaz enziminin olusumunda beta alt
birimine baglanarak kritik bir rol oynamaktadir. ureB Yaklasik 61 kDa
boyutunda olan {ireazin beta alt birimini kodlamaktadir. Beta alt birim, alfa
alt birimiyle birlikte {reyi hidrolize edebilen aktif iireaz enzimini
olusturmaktadir. Ureaz enzimi, {ireyi amonyak ve karbondioksite pargalayan
bir enzimdir. Bu reaksiyon, H. pylori'nin hayatta kalmasi i¢in hayati nem
tasir ¢iinkii cevresel pH't artirarak bakteriyi mide asidik kosullarmmdan
korumaktadir. Bu reaksiyonda iiretilen amonyak, mide asidini notralize
etmektedir ve bakterinin etrafinda koruyucu bir tampon olusturmaktadir.
Ureaz enzimi, iireA ve iireB tarafindan kodlanan alfa ve beta alt birimlerden
olusan bir nikel iceren metaloenzimden olugmaktadir. Nikel iyonlar, lireazin
katalitik aktivitesi igin esastir (Rutherford, 2014; Olivera-Severo vd., 2017,
Debowski vd., 2017).

ureAB geni, H. pylori'min mide mukozasinda kolonizasyonu ve
kahcihgr igin esastir. Ureaz aktivitesi sadece mide asidini nétralize etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda patojenin konukg¢u bagigiklik yanitindan kagmma
yetenegine de katkida bulunmaktadir. Ureaz tarafindan iiretilen amonyak
epitel hiicrelerine toksik etki gosterebilmektedir ve bdylece hiicre hasarina ve
inflamasyona neden olabilmektedir. Bu inflamatuar yanit, H. pylori
enfeksiyonunun bir belirtisidir ve gastrit ve peptik tilser gelisimi ile iligkilidir.

Ureaz aktivitesi H. pylori'nin mide mukozasnda koruyucu bir alan
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olusturmasimni kolaylastirarak H. pylori'nin kronik bir enfeksiyonu kurmasma
olanak tanimaktadir. Bu kronik enfeksiyon, mide kanseri riskinin artmasi da

dahil olmak iizere uzun vadeli komplikasyonlara yol acabilmektedir
(Rutherford, 2014; Olivera-Severo vd., 2017).

Candida spp. vakuolii igerisinde endofungal olarak yasayan H. pylori
arasindaki iliskide de iireaz enziminin 6nemi bulunmaktadir. Ureaz enzimi,
H. pylori'nin mide asidini ndtralize ederek hayatta kalmasina ve gogalmasina
olanak tanirken, ayni zamanda Candida'nin gastrointestinal sistemdeki
varligmi ve patojenitesini de etkileyebilmektedir. Hem H. pylori hem de
Candida, biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir. ~ Biyofilmler,
mikroorganizmalarin bir arada yasadigi ve dis etkenlere karst korundugu
kompleks yapilar olarak tanimlanmaktadir. H. pylori'nin iireaz aktivitesi,
mide asidini nétralize ederek, Candida i¢in daha uygun bir ortam yaratabilir
ve biyofilm olusumunu destekleyebilmektedir. Bu durum, her iki
mikroorganizmanmn da direngli yapilar olusturmasmna ve uzun siireli
enfeksiyonlara yol agmasina neden olabilmektedir. Candida tiirlerinin
icerisinde endofungal olarak yasayan H. pylori sayesinde patojenitesi
artmakta ve tedavi rejimlerinde kullanilan antifungal ajanlara karsi direng
gosterdigi bilinmektedir. H. pylori ve Candida'nin birlikte var olmasi

birbirlerinin hayatta kalma sansmnin artmasini saglamaktadir (Chen vd.,
2021).

Ureaz aktivitesi sonucu iiretilen amonyak, hem H. pylori'nin hem de
Candida tiirlerinin konukc¢u hiicrelerde hasar olusturmasina katkida
bulunabilmektedir. ~Amonyak sayesinde hasar goren epitel hiicrelerine
kolonizasyonun dahakolay oldugu bilinmektedir. Boylece Candida tiirleri bu
hasarli bolgelerde daha kolay kolonize olup enfeksiyonlara neden

olabilmektedir. H. pylori ve Candida tiirleri bagisiklik sisteminden kagma
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yeteneklerine sahiptir. H. pylori'nin {ireaz aktivitesi, lokal pH'1 degistirerek ve
immiin  hiicrelerin ~ fonksiyonlarmi1  etkileyerek  bagisiklik  yanitmi
baskilayabilmektedir. Candida tiirleri de bagisiklik hiicrelerini hedef alan
enzimler salgilayarak ve hiicre duvarmi modifiye ederek bagisiklik
sisteminden kacabilmektedir. Bu ortak mekanizmalar, her iki patojenin de
konuk¢uda daha uzun siire kalmasmi saglayabilmektedir (Heitman, 2014;

Chen vd., 2021).

Caligmada igerisinde endofungal H. pylori barindiran Candida
izolatlarnda H. pylori’nin virulans genlerinin saptanmasi énemlidir. Virulans
Ozellikleri kodlayan bu genlerin varligi organizmalarin  konukg¢uda
enfeksiyon meydana getirmesi ve ileriki asamada ciddi patolojilerle
sonuclanabilecek hastaliklara sebep olmasini desteklemektedir. Calismada
izole edilen 4K kodlu izolatta ¢alismada arastirilan her iki virulans geninin
varhg1 saptanmustir. 4K kodlu izolatin izole edildigi hasta dispepsi sikayetiyle
Klinigine basvurmustur, ayn1 zamanda hastada ek olarak malignite (Over CA -
takip) bulunmaktadir ve ilgili hekimi tarafindan OGD islemi yapilmasina
karar verilmistir. Endoskopi sonucunda hastanm normal iist GIS sahip oldugu
belirlenmistir. Bu hasta daha 6nce H. pylori eradikasyon tedavisi almistir ve
suan ki mide biyopsi 6rneginin H. pylori agisindan histopatolojik inceleme
sonucu negatif ¢ikmustir. Histopatolojik incelemesi sonucu negatif ¢iktig i¢in
hastaya H. pylori eradikasyon tedavisi onerilmemistir. Fakat ¢calismamizda bu
hastadan izole ettigimiz maya icerisinde H. pylori tespit edilmesi ve ayni
zamanda bakterinin enfeksiyona neden olup ciddi patolojik hastaliklara sebep
olmasi i¢in 6nemli olan virulans faktorlerini kodlayan genlerin saptanmasi
klinik ag¢idan ¢ok 6nemlidir. Candida mayasinm mide ortaminda bilinmeyen
kosullar altinda bakterisini disariya salmast durumunda, bireyin virulans
oOzelliklere sahip patojen H. pylori ile enfekte olabilecegi dikkate almmasi
gerekli bir konudur. Malignite tanisi almig bireylerde bagisiklik sistemi diisiik
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oldugu i¢in patojen mikroorganizmalar cok ciddi enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir. = Calismamz Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmus,
gastrointestinal sistemde kanser geg¢misi olan bireylerde hastaligin
tekrarlamas1  ve/veya ilerlemesi agisindan bireylerin  gastrointestinal
sistemindeki mikroorganizmalarda endofungal gelisim mekanizmasmin daha

ayrmtil sekilde arastirilmasi gerektigine de dikkat ¢cekmektedir.

Caligmada icerisinde endofungal H. pylori barindiran
Candida’lardan 2A, 4K, 23A, 24K, 33A, 34K, 37A,38K, 41A, 74K, 114K1,
114K2, 115A, 116K, 126K, 127A, 129A, 136K, 165A, 166K, 199A, 204K,
214K, 239A, 246K, 250K, 257A, 263A, 305A, 368K2,369A3, 370K 2, 400K,
406K kodlu izolat Candida albicans; 119A kodlu izolat Nakaseomyces
glabratus (Candida glabrata); 260K, 285A, 299A1, 299A2, 300K2, 323A,
332A2, 351A3, 361A, 365A, 369A1, 392K, 405A2 kodlu izolat Candida

tropicalis olarak saptanmustir.

Candida tiirleri, ozellikle Candida albicans, Candida glabrata ve
Candida tropicalis, insan viicudunun gesitli mukozal yiizeylerinde yaygm
olarak bulunan firsatg1 patojenlerdir. Normalde, bu funguslar bagisiklik
sistemi tarafindan kontrol altinda tutulmaktadirlar ve herhangi bir sorun
yaratmazlar. Ancak, bagisiklik sisteminin zayiflamasi, genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi veya mide asiditesinin azalmasi gibi durumlar, Candida
tlirlerinin asir1 gogalmasina ve enfeksiyonlara yol agmasma sebep olmaktadir.
Mide, yiiksek asiditesi nedeniyle genellikle mikroorganizma yogunlugu
diistik bir ortamdir; ancak belirli durumlarda Candida tiirleri burada da
cogalabilmektedir (Pappas vd., 2009).

C. albicans, mide mukozasinda varhigiyla gastrit ve peptik iilser gibi
durumlara yol acabilmektedir. Ozellikle bagisikik sistemi zayif olan

hastalarda, C. albicans enfeksiyonlar1 ciddi komplikasyonlara neden
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olabilmektedir. C. glabrata, C. albicans'a gore daha az yaygindir, ancak
antifungal tedavilere kars1 daha direncli olmasi nedeniyle tedavi siirecinde
zorluklar yaratabilir. Bu fungusun mide mukozasmda bulunmasi, 6zellikle
yagh hastalarda ve immiin yetmezlik durumlarinda ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. C. tropicalis ise Ozellikle gastrointestinal —sistem
enfeksiyonlarina neden olabilen bir tiirdiir ve yayilimi hizhidir. C. tropicalis
enfeksiyonlar, 6zellikle ndtropenik hastalarda daha sik goriilmektedir ve

sistemik enfeksiyonlara yol agabilmektedir (Sobel, 2006; Pappas vd., 2009).

C. albicans tek basma gastrite neden olamayabilir fakat, H. pylori
kaynakli gastritin Candida tarafindan desteklendigine dair raporlar
bulunmaktadir (Karczewska vd.,2009; Massarrat vd., 2016; Chen vd.,2021).
Hiengrach ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Candida’nin
tek bagina mide hasarina sebep olmadigini, endofungal H. pylori barmdiran
Candida’larin oral yolla farelere aktarilmasiyla farelerde gastrit meydana
geldigini rapor etmistir (Hiengrach vd., 2022) Intravakuoler endofungal H.
pylori mayadan digar1 salinarak normal H. pylori'ye benzer sekilde gastriti
tetikleyebilmektedir. Tek basina H. pylori'nin neden oldugu gastritin siddeti
ile Candida icindeki H. pylori'nin neden oldugu gastritin siddeti farkh
degildir. Bu bulgu, H. pylori ve Candida'nin bir arada bulunmasiyla artan
pro-enflamasyona iliskin Onceki raporlardan farkhidir. H. pylori’nin
Candida’dan disartya salinmasindan sonra Candida’nin pro-inflamatuar
Ozelliklerini kaybettigi diisiiniilmektedir. Yani maya igerisinde H. pylori
varken gastrit olusumunu tetiklemektedir, bakteri yokken inflamatuar
ozelligini yitirdigi diistiniilmektedir. H. pylori'nin C. albicans vezikiillerinden
salimmasmin, Toll benzeri reseptorler, 6zellikle TLR4 ve TLR2 gibi gesitli
adaptor molekiilleri aracihigiyla, mukozanin gastrik enflamasyonunu aktive
eden enterositlerin  pro-inflamatuar tepkisini arttirdigi diistiniilmektedir
(Hiengrach vd., 2022).
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Endofungal bakteriler konukcu iginde hayatta kalmak icin gerekli
genleri igceren kiiclik genomlara sahiptir ve ayn1 zamanda konukgu i¢in gerekli
metabolitleri saglamaktadirlar. Bu durumda, endofungal bakterilerin
konukgularina yiiksek diizeyde adapte olduklar1 bildirilmektedir. Ayrica
kalict veya zorunlu endofungal bakterilerin 6karyotik konukgularin igine
milyarlarca yil 6nce girmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda
mide biyopsi drneklerinden izole edilen Candida tiirlerinden endofungal H.
pylori izolasyonu yapilamamistir. Bulgularimiz  diger c¢ahismalar ile
uyumludur. Candida igerisinde bulunan H. pylori’ nin izolasyonu daha 6nce
yapilamamistir. Bunun nedenleri endofungal bakterilerin konuk¢usu olan
fungal hiicreler igerisinde az sayida bulundugu ve tespit edilmesinin zor
oldugu veya konukcuya siki bagmmliliklart nedeniyle kiiltiirlenebilirliklerini
yitirdikleri gosterilmistir. Arastirmacilar maya igerisinde yasayan hali hazirda
tanimlanmay1 bekleyen endofungal bakteriler i¢in daha fazla ve genis
kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. (Gortz ve Brigge,
1998; Cavalier-Smith, 2002). Bunun tersine, konukguya alternatif girisleri
olan, yeni ve gecici olan fakiiltatif endosimbiyontlar kiiltiire daha uygundur
(Jargeat vd., 2004).

Candida-H. pylori endofungal birlikteliginde, Candida igerisinde
yasayan H. pylori suslarimi kiiltire etme ¢alismalarinda basariya
ulagilamamustir. Mide enfeksiyonu sirasinda, H. pylori biiyiik 6l¢iide aktif
olarak boliinen, spiral sekilli (sarmal) bir morfolojiye sahiptir. Bununla
birlikte, H. pylori, bagirsak kanalina girdikten sonra, oradaki olumsuz
anaerobik kosullarla miicadele edebilmek icin canli ancak kiiltiiri
yapilamayan /kiiltiire edilemeyen bir kokoid forma doniismektedir. Bu
dontisiim, aerobik kosullar ve antibiyotiklerin varligi, uzun siire kiiltiir gibi
olumsuz kosullar altinda da gozlenmistir. Kokoid formun, standart

laboratuvar yontemleriyle in vitro olarak kiiltliri yapilamaz. Bununla birlikte,
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bu hiicrelerin canli ve muhtemelen bulasici oldugu form olarak kabul
edilmistir. Kokoid formlar, “canli ama kiiltiirii yapilamayan hiicreler” olarak
kabul edilirler. Bu formun H. pylori'nin uygun olmayan ortamlarda hayatta
kalmasma izin veren uyku asamasi oldugu varsayilmistir (Hirukawa vd.,
2018). Bu bilgiler H. pylori’nin Candida hiicreleri disina ¢ikarildiginda canli
fakat kiiltiire edilemeyen forma doniisebileceginden kiiltiire edilemedigini

diisiindirmektedir.

Kokoid formu in vitro olarak kiiltiirii yapilabilir olmasa da, aktif
transkripsiyon ve translasyon yapabildigine dair kanitlar vardir. 2018 yilinda
yapilan bir ¢alisma da H. pylori’nin kokoid ve sarmal formunun yaninda
fragmentli formunun da oldugu tespit edilmistir. =~ Anaerobik ortam
kosullarmin morfolojik olarak degisiklie nedenolup olmadig test edilmistir.
Yapilan ¢aligmada H. pylori ATCC 43504'(in bir mikroaerobik siv1 kiiltiirii,
anaerobik kosullar altinda calkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir ve
bakteri morfolojileri  taramali  elektron mikroskobu (SEM) ile
degerlendirilmistir. H. pylori ayrica kamgi benzeri, uzun filamentli yapilarin
varlig1 agisindan da degerlendirilmistir. Bakterilerin uzunluk ve genislikleri
Ol¢iilmiistiir. Deneyin baglangicinda (0. Giin), sadece sarmal haldeki
bakteriler gozlenmistir. Hiicreler 1 giin siireyle anaerobik kosullar altinda
inkiibe edildiginde, bakterilerin >%90 sarmal ve <%6 kokoid formda oldugu
gozlenmistir. Mikroskobik incelemede sarmal bakteri orani 6. giin itibariyle
kademeli olarak %0'a diistiigii goriiliirken; kokoid form orani 3. giinde %64'e
yukselmistir ve ardindan 7. giinde %19'a diismiistiir. Parcalanms sekilli
(fragmentli) bakteriler de gézlenmistir. Bu par¢alanmus sekilli bakteri oranlari
zamana bagh bir sekilde 3. giinde %0, 5. giinde %36 ve 7. giinde %80’e
yiikselmistir. Bu hiicreler kabaca kiire bi¢cimindedir ve diiz olmayan bir
ylizeye sahiptir. Bu yeni morfolojiye fragmentli form adi verilmistir. Bu

sonuglar, anaerobik kosullarin kokoid form aracihigiyla H. pylori'nin
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sarmaldan yeni tanimlanmis fragmentli forma morfolojik doniistimiinii
indiikledigini gostermektedir. Daha 6nceki ¢alismalar H. pylori'nin kokoid
formunun kiiltiiriiniin yapilabilirligini tamamen kaybettigini belirtmis olsa da
diger calismalar in vitro ve in vivo olarak kokoid formundan geri
kazanimlarmi1  gOstermistir. Bu veriler, anaerobik kosullar altinda
inkiibasyonun neden oldugu par¢alanmis formda olan H. pylori'nin sarmal

forma geri donebilecegini gostermektedir (Hirukawa vd., 2018).

Bakteri-maya endofungal birlikteligine dair yapilan c¢aligmalar
sonucunda mayanin  tipki Truva ati gibi davranarak bakteriyi stres
kosullarindan koruyarak hayatta kalmasmni sagladigmi ve bu sekilde
bakterinin kendisini ileriki nesillere aktararak hayatta kalmaya devam ettigini
gostermektedir. H. pylori’nin gastrointestinal patolojik hastaliklarla iliskili,
tehlikeli ve klinik 6neme sahip bir bakteri oldugu g6z 6niine alindiginda bu
bakterinin mide icerisinde bilinmeyen kosullar altinda mayadan disartya
salmmi durumunda insan saghigi agisindan tehlike teskil edebilme konusu

Onem arz etmektedir.

Mikrobiyal ekologlar hi¢bir organizmanin yalniz olarak yasamadigini
vurgulamaktadir. Tek hiicreli olsa bile farkli organizmalar arasindaki
etkilesim ve iligkilerin 6nemi g6z ard1 edilemez. Bakteri (6zellikle endofungal
bakteriler) maya etkilesimleri hala belirsizligini korumaktadir ve bu konu
hakkinda hala pek fazla sey bilinmemektedir (Nowack ve Melkonian , 2010;
Frey-Klett vd.,2011; Bonfante ve Desiro, 2017; Mondo vd.,2017; Devau vd.,
2018; Pawlowska vd., 2018; Alvarez-Pérez vd., 2019; Indu vd., 2021).
Mayalar predasyon ve otofaji gibi ¢cok cesitli iligkilere girmektedirler. Yapilan
caligmalar mayalarin ve bakterilerin ¢cogu zaman ayni ortamda bir arada
bulundugunu, ancak etkilesimlerinin  derinlemesine incelenmedigini

gostermektedir. Fungal mikrobiyom calismalari, fungus konuk¢usundaki her
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mikrobiyomun ne kadar farkli oldugunu gdstermektedir. Mayalarin
endofungal bakterileri ile ilgili bazi arastirmalar halen devam ediyor olsa da,
tespit edilen birlikteliklerin sayis1 azdwr. Bu tiir birliktelige dair en eski
raporlardan biri Candida tropicalis ve Microbacterium sp. arasindaki olasi
bir simbiyotik iligkidir (Indu vd., 2021). Rhodotorula mucilaginosa
mayasimin Pseudomonas stutzeri'yi barmdirdig1 rapor edilmistir. Bu maya-
endobakteri sistemi, mayay1 barindiran piring bitkisi ile etkilesime girmistir;
burada bu mikroorganizmalar toplu olarak nitrojen fiksasyonuna yardimci

olmaktadir (Sen vd., 2019).

Klinik 6rneklerin yani sira ¢evresel 6rneklerden, gidalardanizole edilen
mayalar icerisinde yasayan endofungal bakterilere dair birkag ¢alisma
mevcuttur. Siavoshi ve arkadaglart insanlarda H. pylori enfeksiyonunu
kontrol etmek icin ¢evresel rezervuarin belirlenmesine dair bir ¢alisma
yapmuslardir (Siavoshi vd., 2018). Bu c¢aligmada, bireylerden alman oral
stirtintiiler (7), ¢icekler ve meyveler (6), bal ve bal arilar1 (12), ¢esitli 6rnekler
(4) dahil olmak iizere toplamda 29 &rnekten mayalar izole edilmistir. zole
edilen ; 9 Candida izolatmmn 5’inde, 5 Komagataella izolatmm 4’tinde, 4
Pichia izolatnin 3’iinde, 2 Cytobasidia izolatmm 2’sinde 2 Hansenia
izolatinin 2’sinde 1 Meyerozyma izolatinda ve 3 sekanslanmamis mayanin 2
sinde H. pylori tespit edilmistir. Ci¢ekler, meyveler, bal ve bal arilarindan
izole edilen farkli ozmotolerant maya tiirlerinin vakuollerinde H. pylori tespit
edilmistir. Bu orneklerde H. pylori pozitif mayalarin goériilme sikliginin
yuksek olmasi, yiiksek seker igerikleriyle iliskili  olabilecegi
diistiiniilmektedir. Bu mayalarin nektarlara gecisini kolaylagtiran bal arilari
gibi bocekler, mayalarin ana rezervuarlari olarak gorev yapmaktadirlar ve
korunmalart ve dagilmalarinda onemli rol oynamaktadirlar. Buna gore,
mayalarin igindeki H. pylori, bal arilar1 tarafindan seker ve besin agisindan

zengin farkli ortamlara tagmabilmektedir. H. pylori pozitif mayalarin dogada



175

dagilminda seker agisindan zengin ortamlar ve bal arlart 6nemli rol

oynamaktadir (Siavoshi vd., 2018).

Siavoshi ve arkadaglart 2020 yilinda yaptigi bir calismada seker
acisindan zengin gidalardan izole edilen maya izolatlarinda hiicre i¢i H. pylori
ve Staphylococcus spp. varhigmi incelemislerdir. Calismada izole edilen
mayalar ~ Candida,  Saccharomyces,  Zygosaccharomyces, Pichia,
Meyerozyma, Metschnikowia ve Wickerhamomyces olmak {izere 7 cinsin
tiyeleri olarak tanimlanmistir: PCR analizi sonucunda izole edilen 32
mayanin, % 531 H. pylori-pozitif, % 6’s1 Staphylococcus-pozitif, % 18,7'si
mayalarm vakuollerinde birden fazla endofungal bakterinin var olabilecegini
gostermistir. Mayada H. pylori ve Staphylococcus'un birlikteligi sofistike bir
hayatta kalma stratejisi iken, maya giiclii bir bakteri deposu gorevi

gormektedir (Siavoshi vd., 2020).

Endofungal bakterilerin kendilerini maya hiicrelerinin i¢inden disariya
salmasmin yaninda hangi kosullar altinda kendilerini maya hiicrelerinin i¢ine
sakladig1 da biiyiik bir arastirma konusudur. Bu alanda daha ¢ok ¢alismaya
ihtiyac vardir. Insan saghgi acisindan oldukca dnem tastyan H. pylori’nin
kendini maya igerisine saklamasina neden olan faktorlere dair calismalar son
yillarda yapilan birka¢ calismayla sl kalmistir ve mekanizma heniiz

netlige kavusmamustir.

Son olarak c¢aligmada icerisinde endofungal H. pylori barmdiran
Candida izolatlarmin amfoterisin B ve flukonazol antifungal ajanlarina karsi
duyarhlik testleri gergeklestirilmistir. Candida tiirleri ve H. pylori arasindaki
etkilesimler, Ozellikle mide mukozasinda birlikte bulunmasi Candida'nin
antifungal ajanlara kars1 daha direngli hale gelmesine katkida bulunabilir mi

sorusu, giderek artan bir ilgi gdrmektedir. Bazi ¢aligmalar, Candida ve H.
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pylorinin  endofungal birlikteliginin ~ Candida'nin antifungal direncini
artirabilecegini 6ne siirmektedir. Hem Candida hem de H. pylori, biyofilm
olusturma yetenegine sahiptir. Biyofilmler, mikroorganizmalarm yiizeylere
yapisarak olusturduklart koruyucu yapilar olup, antifungal ve antibiyotik
tedavilere karst direng saglamaktadir. H. pylori'nin varhgi, Candida
biyofilmlerinin daha saglam ve direngli hale gelmesine katkida
bulunabilmektedir. H. pylori, mide mukozasinda ¢esitli enzimler ve toksinler
salgilayarak mikrogevresini degistirmektedir. Bu degisiklikler, Candida'nin
daha elverisli bir ortamda hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini
saglayabilmektedir. Ormegin, H. pylori‘nin iireaz enzimi ile mide asiditesini
notralize etmesi, Candida'min biiyiimesi icin uygun pH seviyesini

saglayabilmektedir.

H. pylori bagisiklik yanit1 modiile ederek Candida'nin immiin
sistemden kagmasma yardimectr olabilmektedir. Bu durum, Candida
enfeksiyonlarmin daha kronik ve tedaviye direngli hale gelmesine neden
olabilmektedir. H. pylori ve Candida arasinda genetik materyal veya
metabolit aligverisi olmasi durumunda, bu durumun Candida'nin antifungal
ajanlara  kars1  direngli  hale gelmesine katkida bulunabilecegi

diisiiniilmektedir (Tobudic vd., 2010; Peters vd., 2010; Chen vd., 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada mide biyopsi 6rneklerinden izole edilen ve igerisinde endofungal
H. pylori barindiran tiirlerin ¢ogunlugunu C. albicans olusturmaktadir. Bunu
C.tropicalis ve C. glabrata izlemektedir. Tiirkiye’de maya iginde yasayan
endofungal bakterilere dair baska c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz
iilkemizde bu alanda yapilacak olan ¢alismalar i¢in temel olusturacaktir. Calismada
mide biyopsi 6rneklerinden izolasyonunu gerceklestirdigimiz igerisinde endofungal
H. pylori bulunan Candida’larn, igerisinde barmdirdigr H. pylori’yi bilinmeyen
kosullar altinda mide ortamina salmasi durumunda bireyin tekrar bu bakteriyle
enfekte olacagmi ve belkide ciddi patolojilerle sonuglanabilecek hastaliklara neden
olacagma dikkat c¢ekilmektedir. Candida maya hiicreleri igindeki H. pylori'nin
spontan gelisimi, her hastadaki Candida ve H. pylori varligina bagh olabildigi ve
boyle bir gelisimin standart tedaviye kars1 direnci tetikleyecegi diisiiniilmektedir.
Ileri yas ve proton pompasi inhibitdrlerinin kullanimmin yanmda midenin maya
kolonizasyonunu arttiran diger faktorlerin belirlenmesi ve H. pylori’nin kesin
olarak hangi durumlarda arttiginin belirlenmesi 6nemlidir. Calismamiz H. pylori
eradikasyonunda basartya ulagabilmek igin tedavi rejimlerine belki de H. pylori
tedavisinin yaninda (iilii tedavi) Candida yogunlugunun azaltilmasi (antifungal
tedaviler) amaciyla antifungal ajanlarda eklenebilecegine dair fikir olusmaktadir.
Endofungal maya-bakteri birlikteligi sayesinde Candida’nin antifungallere karsi
direncizamanla artmaktadir. Belkide bu sayede yeni daha giiclii antifungal ajanlarin
kesfedilmesini saglanacaktir. Candida bollugu ile H. pylori'nin tedavi direnci
arasindaki iligki hala bilinmemektedir. H. pylori'nin maya hiicrelerinde biiylimesini
destekleyen c¢evresel kosullarin ayrintilhi olarak arastirilmast gerekmektedir.
Mayanm mide ortamindaki hangi kosullar altinda H. pylori’yi disartya saldigi hala
netlige kavusmamistir ve bu alanda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Endofungal birlikteligi anlamak i¢in yapay olarak laboratuvar ortaminda maya-

endobakteri sistemleri olusturmayla ilgili calismalar artmaktadir.
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Tezi konumun belirlenmesinde, hazirlanmasinda, tez calismalarimin
ylriitiilmesi siirecinde bana rehberlik eden, yol gosterici olan, bilgi ve
deneyimlerini cOmertce paylasan ve bilimsel arastirma etigine olan baghihigi ve
akademik miikemmeliyet anlayisiyla bana ilham kaynagi olan danisman hocam
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Doktora tezimde birlikte calismalar yapabilmek adina kendisiyle
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giinden itibaren katki saglayan, tesvik edici yaklasimi, motive edici sdzleri, doktora
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sunarim.
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tesekkiirlerimi sunarim.
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degerli hocalari, Prof. Dr. Hac1 Halil BIYIK ve Prof. Dr. Atag UZEL e katkilarindan

dolay1 tesekkiir ederim.
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ALDI ve Bahar GOKCEN e sonsuz tesekkiir ederim.
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tesekkiir ederim.
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OZGECMIS

Lisans egitimini Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji ABD’datamamlamistir (2009-2015). Lisans egitimini zorunlu stajmni
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Laboratuvari'nda yapmustir. Ayni
boliimde 2015 yilinda Yiiksek Lisans egitimine baslamustir. (2015-2018) Yiiksek
lisans egitimleri siiresince mikrobiyal etkilesimler,bitki patojeni funguslar,
endofungal birliktelikler, endofungal bakterilerle ilgili ¢aligmalarda yer almistir.
Yiiksek lisans egitiminde  Izmir ili Tlgelerinin Tarim Arazilerinden Ahnan
Toprak Orneklerinden Izole Edilen Rhizopus genusu Uyelerinde Rhizoxin
Ureticisi Endofungal Bakterilerin Varhgmm Arastirilmasr” isimli 1162588
proje numarali TUBITAK 3001 projesinde bursiyer dgrenci olarak cahismuistir.
2018 yiinda Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji ABD’da doktora egitimine baglamistir. Doktora egitimi boyunca
YOK 100/2000 “Hastane Enfeksiyonu ve Antimikrobiyal Diren¢” Oncelikli
Alanmda bursiyerlik yapmustir.
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OLGU RAPOR FORMU

OLGU RAPOR FORMU

Arazhrmanm Ady: Midede Camdidr spp. ifinde Helicobarter pyior varhgmn arastnimas
Arashrmaaya Kanlacak Coniilliinin Cene] Bilzileri
«  AdSoyad:
»  Cinsiyet
« TC
» Protckol no:
Sigara-allzol ahskanhi:
Egitim Dizeyi:
Beslenme ablanhllan:
Dit; proezi olup olmadsin:
Enllandsin daclar, son 1 kaftadir antibivotil: kullands m?:
Ek hastahklar:
OCD yapilma nedeni:
Daha doce Hp tedavis alp almadeiy:
Telefon Numaras:
Arashrmaya Dabil Edildizi Tarih:



