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OZET

Flukonazole Direncli ve Doza Bagimh Duyarh Kandida izolatlarinda Olas1 Disa

Atim Pompalarinin Fenotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Meéltem KAYA, Nilgiin CERIKCiOGLU, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Amag

Flukonazole (FCZ) direngli ve doza bagimli duyarli kandida izolatlarinda, pompa
inhibitorleri kullanilarak olasi attim pompalarinin varligmi iki fenotipik yontemle
arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem

Sekiz referans koken ve FCZ’ye direngli ve doza bagimli duyarli olan Candida
albicans, C.glabrata ve C.krusei tiirlerinden 11 klinik izolat kullanilmistir. Pompa
inhibitorleri olarak; ibuprofen, clorgyline ve tetrandrine secilmistir. Bunlarin sabit
subinhibitér konsantrasyonlarinin  varhiginda, kokenlerin FCZ MIK degerleri
mikrodiliisyon metoduyla ¢alisilmis ve orijinal FCZ MIK degerlerinde duyarlilik
diizeyinde degisim olup olmadigi arastirilmistir. Disk difiizyon metodunda, her
kdken, FCZ i¢in kendine ait supra-MIK konsantrasyonunu igeren agara ekilmis ve
inhibitorleri iceren diskler besiyerine yerlestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi disk
¢evresinde inhibisyon zonu olusumlar1 degerlendirilmistir.

Bulgular

Iouprofen ve clorgyline mikrodiliisyon yonteminde FCZ direngli iki Klinik
C.albicans izolatinda MIK degerinde duyarlilik diizeyinde diisiis olusturmustur,
tetrandrine ise 1 C.albicans kokeninde bu degisime yol agmistir. FCZ direngli 4
C.glabrata kokeninin iicii clorgyline varliginda duyarli hale déniismiistiir. Ibuprofen
ve tetrandrine ise hicbir klinik C.glabrata kokeninde anlamlhi MIK diisiisiine yol
agmanmustir. Ckrusel izolatlarimizda ii¢ pompa inhibitoriiniin hicbiri FCZ MIK
degerinde degisiklik olusturmamistir. Sadece clorgyline iki yontem arasinda uyumlu
sonu¢ vermistir.

Sonuc¢

En uygun inhibitoriin clorgyline ve en uygun yontemin mikrodiliisyon oldugu
sonucuna varldmustir. Rutin  laboratuvarlarda uygulanmak {iizere Oneride

bulunabilmek i¢in  sonuglarimizin  molekiiler  yontemlerle  dogrulanmasi
gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Candida, diren¢, atim pompa inhibitorleri



SUMMARY
Investigation of Putative Efflux Pumps in Fluconazole Resistant and Dose

Dependent Susceptible Candida | solates by Phenotypic M ethods.

Meltem KAYA, Nilgiin CERIKCiOGLU Department of M edical Microbiology

Aim

Investigation of efflux pumps in candida isolates with high MIC to fluconazole by
two phenotypic methods.

Material and Methods

Eight reference and 11 FCZ resistant and dose dependent susceptible Candida
albicans, C.glabrata and C.krusai clinical strains were used.

Ibuprofen, clorgyline and tetrandrine were chosen as pump inhibitors. In the presence
of them, MIC values of the strains were studied by microdilution method and any
changein original FCZ MIC values at susceptibility level was investigated.

In disk diffusion method, each strain was inoculated onto agar, including FCZ supra-
MIC vaues for themselves and inhibitor impregnated disks were put on the media.
After incubation, formation of inhibition zone around the disk was eval uated.

Results

In microdilution method ibuprofen and clorgyline caused decline in MIC values of
two FCZ resistant clinica C.albicans isolates at susceptibility level, tetrandrine
induced this change in 1 C.albicans strain. Three of 4 FCZ resistant C.glabrata
strains changed into susceptable form in the presence of clorgyline but not in the
presence of other inhibitors. None of the three pump inhibitors caused any change in
FCZ MIC vaues in Ckruse isolates. Only clorgyline exhibited concordance
between the two methods.

Conclusion
The most suitable inhibitor and method were found to be clorglyline and
microdilution, respectively. To offer for routine practise, results should be confirmed

by molecular methods.

Key Words: Candida, resistance, efflux pump inhibitors



1.GIRIS ve AMAC

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda mortalitesi %38’lerde olan Candida
enfeksiyonlari, invazif mikoz etkenleri siralamasinda %80 oranla halen ilk siradaki
yerini korumaktadir. Tiim nozokomiyal kandidozlarin %50-60’1nda birincil etken
olarak C.albicans izole edilmektedir. C.albicans en sik izole edilen tiir olmakla
beraber; son yillarda C.glabrata, C.parapsilosis, C.krusei gibi diger tiirlerde de artis
dikkat ¢ekmektedir (20, 34, 37).

Antifungal ilag ¢esitlerinin az sayida olmasi tedavi segeneklerini sinirlamaktadir.
Azoller diisiik yan etki ve uygun kullanimi nedeni ile mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardir. FCZ, genis etki spektrumlu olmasi ve
toksisitesinin az olmasindan dolayr yaygin kullanim alanina sahip bir antifungal
ajandir. FCZ’ nin yaygin kullanimina bagl olarak dogal direngli C.krusei ve primer
ya da sekonder direngli C.glabrata'ya bagli enfeksiyon oranlarinda artis
gozlenmektedir. Ancak diger tiirlerde de diisiik siklikta da olsa bu ilaca karst MIK
degerlerinde yiikselme ya da direng bildirilmektedir (42, 46).

Candida tiirlerinde FCZ’ye kars1 farkli direng mekanizmalari bildirilmistir.
Bunlardan biri hiicre membraninda yer alan 06zgil ila¢ pompalarinin fazla
ekspresyonudur.

C.albicans ve C.glabrata kokenlerinde basta FCZ’e ve bazilarinda vorikonazol
(VOR) ve itrakonazol (ITRA)’ ya kars:1 capraz direngde bu pompalarin aktif olarak
rol aldig1 gesitli molekiiler calismalarla gosterilmistir (13, 21, 35). Bu pompalarin
inhibitorlerinin gelistirilip; sinerjistik etki ile direngli maya hiicrelerinin tekrar
duyarli hale getirilmesi son yillarda kandidalarda antifungal ilag direnci ile
miicadelede Onemli bir yaklasim olarak Ongoriilmektedir. Spesifik bir pompa
inhibitori, hiicrenin normal iremesini inhibe etmez ancak substrat1 olan antifungalin
Minimal Inhibitér Konsantrasyonun altindaki (sub-MIK) seviyelerinde maya
hiicresini o ilaca kars1 duyarli hale getirir (12).

Uygun pompa inhibitdrlerinin se¢imi amaciyla agar difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon deneyleri bagvurulan yontemlerdendir. Flukonazoliin belirteg azol
olarak kullanildigi bu uygulamalarda tacrolimus (FK506), ibuprofen gibi bazi
spesifik pompa inhibit6rlerinin se¢ildigi bildirilmistir (12).



Klinik izolatlarda, bu pompalarin varliginin gosterilebilmesi doku ve organ
transplantasyonu gibi bilyiik ve riskli operasyonlarin gerceklestirildigi hastanelerde,
olasi diren¢ durumunun 6nceden belirlenmesi agisindan da 6nem tasiyacaktir. Dahasi
bu taramalar sayesinde belirlenecek toksik olmayan pompa inhibitorlerinin de
antifungd ilaglarla kombine tedavi segenegi olarak belirlenmesi miimkiin olacaktir.

Literatiirde bu amaca dayali c¢alismalarin ¢ogu PZR (polimeraz zincir
reaksiyonu) gibi molekiiler yontemlerle yapilmis olup genellikle bakterilerdeki
pompalarin varligi ve bunlarin inhibitorleri ile iliskilidir. Mantar ¢aligmalar1 heniiz
siurlt sayidadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; FCZ ile ibuprofen ve yeni pompa inhibitorleri olarak
bildirilen tetrandrine (TET) ve clorgyline arasindaki sinerjistik etkilesime dayanarak,
hastanemizde etken olarak izole edilmis olan ve bazilar1 ¢oklu azol direncine sahip
kandida izolatlarinda olas1 disa atim pompalarina bagh direnci, ‘agar difiizyon’ ve
‘stvi mikrodiliisyon’ yontemleri ile aragtirarak, rutinde uygulanabilecek en uygun

tarama yontemini Onererek literatiire katki saglamaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Kandidalarla ilgili calismalarn, ilk olarak M.O. dérdiincii yiizy1lda Hippocrates’
in agizdaki pamukc¢ugu tanimlamasi ile bagladigi kabul edilmektedir. 1771°de Rosen
von Rosenstein agizdaki pamukeugun akcigerlerde invazif olarak yerlesebildigini
bildirmistir (36).

1847°de Robin tarafindan mantarin Oidium albicans olarak smiflanmasi ile
albicans ismi ilk kez kullanilmigtir. Bugiine kadar Candida tiirleri igin birgok isim
Onerilmigtir. Fakat kullanilan biitiin isimler 1954 yilinda Paris’te yapilan 8th
Botanical Congress’ de onaylanan ‘Candida’ altinda birlestirilerek kabul edilmistir
(36).

1940’11 yillardan itibaren, 6zellikle immiinsiiprese hastalarda antimikrobiyallerin
artan kullanimma paralel olarak Candida enfeksiyonlarinin goriilme sikligi da
artmigtir. Bu durum arastirmacilar1 Candida tiirlerini belirlemeye ve Ozelliklerini
incelemeye  yoOneltmistir. Boylece Candida cinsi mayalarin  patojenite

mekanizmalarin1 ve uygun antimikotik ilaglar1 arastiran ¢alismalar hiz kazanmistir

(4).

2.2. Siiflandirma

Candida cinsi, mantarlar aleminin Deuteromycota subesinde, Blastomycetes
smifinda, Cryptococcales takiminda, Cryptococcaceae ailesinde yer almaktadir (19).

Kandidalarin gliniimiizde yaklasik 200 civarinda tiirii tanimlanmistir. Bunlardan
Candida albicans, enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiir olmakla birlikte
C.tropicalis, C.parapsilosis, C.glabrata, C.guilliermondii, C.kruse, C.kefyr
enfeksiyonlara yol acan diger 6nemli tiirlerdir. Candida lusitaniae, C.lipolytica,
C.norvagensis, C.famata gibi diger tiirler de etken olarak daha nadir izole
edilmektedir (15, 41).



2.3. Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Candida cinsi 2,0- 7,0 x 3,0- 8,5 um boyutunda, tek hiicreli tomurcuklanarak
(blastosporla) ¢ogalan, yalanci / gergek hifler olusturabilen maya morfolojisinde ve
gram pozitif boyanan mantarlardir. Candida tiirleri arasinda sadece C.albicans,
C.dubliniensis ve nadir olarak da C.tropicalis gergek hif olusturur. Yalanci hiflerin
goriinimii ve bunlara blastokonidalarin baglanma sekli, Candida tiirlerinin
identifikasyonunda gozlenecek 6nemli morfolojik 6zelliklerdir (40).

Bu tiirler kat1 besiyerlerinde, oda 1s1sinda veya 37°C’ de 24 saat i¢inde genellikle
kirli beyaz veya krem rengi, nemli ya dakuru, diizgiin veya burusuk yiizeyli, , mat ya
da parlak, maya kokulu koloniler olusturur (Resim 1) (40).

Resim 1.Candida albicans (solda) Candida krusel (sagda)’ nin SDA da koloni morfolojisi
http://www.studyblue.com/notes/note/n/yeasts--yeast-like-organi sms/deck/2606033 Erisim Tarihi:
Haziran 2014

2.4. Hiicre Yapisi

Kandidalar; hiicre duvari, sitoplazmik membran, sitoplazma i¢indeki mitokondri,
80S ribozom, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve membran ile ¢evrili
nukleustan olusan okaryotik hiicrelerdir (40).

Candida tiirlerinin hiicre duvar yapisi, karmasik iceriklerinin yani sira maya

formundan hif formuna degisim sirasinda kitin icerigindeki artis ile dikkat ¢ekicidir.



Hiicre duvar yapisinin yaklasik olarak %80-90 kadari karbohidrat, %6-25’1
protein, %1-7’si lipidlerden olusmaktadir. Karbohidratlar, B-glukan, mannan ve
kitindir. B-glukan dallanmis B-1,3 ve B-1,6 glukoz polimerlerinden, kitin ise
dallanmamis B-1,4 N-asetil glukozamin polimerlerinden olusur.

Hiicre duvarinin en Onemli bileseni, cesitli yiizeylere tutunmayi saglayan
mannoproteinlerdir.

Hiicre zar iki tabakali olup fosfolipid, sfingolipid, glikoprotein ve sterol igerir.
Kandidalarin hiicre membraninda; fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil
serin ve fosfatidil inozitol gibi fosfolipitler bulunur. Tiim mantarlarda oldugu gibi
Candida tiirlerinin hiicre membraninda bulunan sterol, membran lipitlerinin %20’sini
olusturur. Steroliin %95°1 ergosterol formundadir. Ergosterol antifungal ilaglar igin

en 6nemli hedeftir (40).

2.5. Tiir Tanisi

Gilinlimiizde antifungallere diren¢ agisindan tiirlerin tanimlanmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Candida tiirlerinin, morfolojik olarak tanimlanmasinda besiyerinde
olusturdugu koloni morfolojisi, germ tiipii ve klamidospor olusturma yetenegi,
yalanc1 ve gercek hif olusumu; biyokimyasal olarak tanimlanmasinda asimilasyon
ozellikleri gbz oniinde bulundurulur. Molekiiler yontem olarak PZR ve hibridizasyon
temelli deneyler kullanilmaktadir (26). Son yillarda da ‘Matrix assisted laser
desorption time of flight Mass Spectrofotometry’ (MALDI TOF MS) ozellikle sik

izole edilen tiirlerin tanimlanmasinda kullanima girmistir (14).

2.6. Antifungal Tlaclar

Antifungallerin uygulama alanina girmesi 1950°1i yillarda baslamis, ancak ¢esit
olarak artiglar1 enfeksiyon hizi ile paralellik gostermemistir. Bunun en Onemli
nedenlerinden birisi 6karyotik 6zellikteki mantarlarin, ayni 6zelligi tasiyan memeli
konakta hastalik olusturmalar1 nedeni ile, tedavi edici maddelerin yiiksek diizeyde

secicilige sahip olmasi gerekliligidir.



Giliniimiizde invazif mikoz tedavisinde kullanilan ve 2000’li yillar 6ncesine gore
sayica % 30 artig gosteren antifungaller; floropirimidin analoglari, poliyenler, azoller

ve ekinokandinler olmak tizere dort ana grupta yer alirlar (45).

2.6.1. Floropirimidinler

2.6.1.1. Flusitozin

Primidin tlirevi sitostatik ilag olup, DNA’daki sitozin niikleotidinin sentetik
analoglaridir. Flusitozin (5-fluorositozin) fungal bir enzim olan sitozin permeaz
tarafindan hiicre i¢ine alinarak deaminasyona ugrar ve yeni olusan bu bilesik (5-
fluorouracil) RNA sentezinde inhibitor rol oynar. Ayrica flusitozin piirin ve pirimidin
ile yarisarak DNA sentezini de inhibe eder. Monoterapi amacli kullanildiginda hizla
gelisen sekonder direng olusturabileceginden kombine tedavi programi igerisinde

uygulanmasi gerekir (43).

2.6.2. Poliyenler

Sreptomyces tiirlerinden elde edilmistir ve fungisidal 6zelliklidir. Amfoterisin-B
(Amf-B) nistatin, ve natamisin bu grupta yer aan antifungallerdir. Nistatin 1951°de
Sreptomyces noursel, natamisin 1956’da Shatalensis’ den elde edilmis olup, ¢ok
siirli sistemik aktiviteye sahip olduklar i¢in sadece lokal ya da oral yolla
kullanilirlar.

Giliniimilizde yasami tehdit eden invazif mikoz tedavisinde halen altin standart
olarak kabul edilen Amf-B’nin uzun siireli kullanimlarda ortaya ¢ikabilecek toksik
etkisinden dolay1, yan etkileri minimuma indirilmis lipozomal Amf-B (AmBisome;
Vestar), Amf-B lipid kompleksi [(ABLC) (Abelcet: Enzon)], Amf-B kolloidal
dispersiyon [(ABCD) ABD’de; Amphotec, diger iilkelerde: Amphocil] olmak {izere
ti¢ lipoidal formu gelistirilmistir.

Hiicre membraninda ergosterollere baglanan antifungal, mantar hiicre ¢eperinde
porlar olusturarak hiicre ge¢irgenliginin artmasina, makromolekiillerin disar1

sizmasina neden olur ve mantarin 6limii gerceklesir (43).



2.6.3. Ekinokandinler

Mayalar i¢in fungisidal, kiifler i¢in ise fungistatik Ozellik gosterirler.
Aspergillus rugulovalvus’dan elde edilen kaspofungin (FDA: 2001, EMEA: 2002),
mikafungin (FDA: 2005) ve anidulafungin (FDA:2006) bu grupta yer alir ve lipo-
peptitlerin sentetik tiirevleridir.

Hiicre duvarindaki B(1-3)- D glukan sentezinde gorev alan glukan sentazin
nonkompetitif inhibitorleridir. Bu etki ile mantar hiicre duvarinin biitiinliigiiniin
bozulmasina, sitoplazmik igerigin disari sizmasina ve sonugta hiicre 6liimiine yol

acarlar (43).

2.6.4. Azoller

Ik azol 1944°de Wooley tarafindan sentez edilmis, ancak imidazol grubundan
klotrimazol, ekonazol ve mikonazol formulasyonunda antifungal olarak kullanima
girmeleri 1960’larin sonlarina dogru gergeklesmistir.

Bu ilaglarn toksik yan etkileri nedeniyle kullanimlart sinirlandirilmigtir.1981°de
FDA ketakonazoliin kullanimina onay vermis ve takip eden 10 yil boyunca bu ilag
mayalara bagli sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde yegane azol olarak
uygulanmigtir.

Imidazollerin yol actigi pek ¢ok olumsuzluklar nedeniyle triazoller
gelistirilmistir. 1990°da flukonazol intravendz formda kolaylikla uygulanabilirligi ve
beyin omurilik sivist dahil viicutta iyi dagilimi nedeniyle tercih edilen bir ilag
olmustur.

Fakat 1990’1arda yaygin kullanimina bagli olarak azollere kars1 direng gelismeye
baslamis dahasi bu ilacin kiiflere karsi hemen hemen higbir etkinligi olmadig
belirlenmistir.

Diger bir triazol olan itrakonazol 1992°de FDA tarafindan onaylanmistir. Genis
spektrumda mantar tiirlerine karsi etkinligi nedeniyle artan siklikta kullanilmaya
baslanmistir. Fakat hidrofobik olmasi nedeniyle flukonazolden daha toksik oldugu
saptandiktan sonra sadece ylizeyel enfeksiyonlarin ve bazi sistemik aspergilloz
olgularinin tedavisinde Onerilmeye baslanmistir. 1997°de bu ilacin daha az toksik

formu gelistirilmis ve 2001°de de enjektabl formulasyonu FDA tarafindan



onaylanmistir. Her iki ilag da baska ilaglarla etkilesimlerine bagli istenmeyen
sonuglara yol agmalar1, Scedosporium, Fusarium ve Mucorales tiirlerine karsi etkisiz
olmalar1 ve azollere karsi artan diren¢ bildirimleri nedeniyle yeni jenerasyon
triazollerin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir.

Vorikonazol (VOR) 2002’de ve posakonazol (POS) 2006’da FDA tarafindan
onaylanmistir; ravukonazol de halen klinik uygulamalar agisindan deneme
fazindadir. Bu ilaglar Candida, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Scedosporium,
Acremonium,  Trichosporon tiirleri, dimorfik mantarlar, dermatofitler ve
Cryptococcus neoformans dahil genis yelpazede etkinlige sahip antifungaller olarak
kullanimdadir. Ancak klasik triazollere karst direngli olan mantar izolatlarinin bu
yeni jenerasyon triazollere kars1 da ¢apraz direng gelistirmeleri s6z konusudur.

Azoller ERGI1 geni tarafindan kodlanan ve mantar hiicre membranindaki
ergosterol biyosentezinde anahtar enzim olan lanosterol 14-o demetilazi inhibe
ederek etkinlik gosterirler. Bu inhibisyon, azol halkasindaki serbest nitrojen
atomunun, enzimin hem grubundaki demir atomuna baglanmasi ile ortaya ¢ikar ve
sonucta mantar hiicresine toksik etkili bilesimlerin sentezlenmesi ve birikimine yol

acar (5, 43).

2.7. Antifungallere Direnc:

Antifungallerin tedavi ve profilaksi amacl olarak gelisigiizel ve sik kullanimi
baz1 mantar tiirlerinde diren¢ gelisimine neden olmustur. Antifungal direng gelisimi
klinik, in vitro (mikrobiyolojik) ve molekiiler acidan incelenmeli ve izlenmelidir.

Antifungal diren¢ genellikle yavas gelisir ve esas olarak ya ilag hedeflerinde
veya transkripsiyon faktorlerindeki nokta mutasyona baglidir. Konu ile ilgili
caligmalarin ¢ogu Candida tiirleri, daha az olarak da Aspergillus cins ve
C.neoformans ile yapilmistir. Antifungallerin fungisidal veya fungistatik etkilerine
kars1, mantarlar {i¢ temel mekanizma ile yanit verirler:

1- Artan efluks(disa atim) etkisi ile hiicre i¢inde ila¢ birikimini azaltarak,

& ATP baglayan kaset (ABC) tasiyicilar: CDR1, CDR2,
b- Magor facilitator (kolaylastirici) stiper ailesi (MFs) tasiyici:
MDR(BEN),
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2- Hedef enzimde degisiklik yaparak (enzimin asirt sentezlenmes veya nokta
mutasyonlar ile ilacin hedefine afinitesini azaltarak),

3- Metabolizmada degisiklik yaparak (ergosterol biyosentez yolunun degisimi,
plazma membran sterol ve/veya fosfolipid bilesiminde degisiklige yol acarak,
gecirgenligi azaltarak, biyofilm olusturarak v.b.) (43).

Antifungallerin etki mekanizmalar1 ve bunlara karst mantarlarda gelisen direng

mekanizmalar1 Tablo-1’de 6zetlenmistir (43).

Tablo 1.Tedavide kullanilan temel antifungal ilaglarin hedefi, etki ve diren¢ mekanizmalari (43).

Antifungal

Hedef ve Etki Mekanizmalari Diren¢ Mekanizmalari
Maddeler
_ Ergostreloe baglanma, Ergesterol harabiyeti, ERG-3 veya ERG-6' da
Poliyenler o o
ergosterol azalmasi mutasyon, sterol iceriginde degisiklik

-(140-lanosterol demetilaz)
Disa atim pompalari, ERG11 mutasyonu,

Sitokrom p450 nin inhibisyonu,
Azoller ) ergosterol biyosentezi yolunda degisiklik, ERG11
(ERG11) sterol igerik
) ) agir1 ekspresyonu,
degisikligi

Sitozin permeaz kaybi, sitozin deaminaz kaybu,
5-florositozin | Niikleik asit sentez inhibisyonu | UPRTaz aktivitesi kaybilUPRT az' kodlayan FCY
genlerinde (FCY I, FCY 2) mutasyon|

1,3-B-D glukan sentaz FKS1 ve FKS2 genlerinin HS1 velveya HS2

Ekinokandinler S
inhibisyonu bolgelerinde nokta mutasyon

2.7.1. Candida ve Azol Direnci

Basta C.albicans olmak iizere Candida tiirlerinde azol direncinden sorumlu
farkli mekanizmalar bildirilmistir. Bu mekanizmalar:

(i) Tlacin hedefi olan lanosterol 14a-demetilazda degisiklik

(i1) Ergosterol biyosentezinde degisiklik

(iii) Ilacin hiicre i¢inde birikiminde azalma seklinde 6zetlenebilir (25).
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2.7.1.1.11acin hedefi olan lanosterol 14a-demetilazda degisiklikler

Azol grubu antifungallerin hedefi olan 14a-demetilaz1 kodlayan ERG11 geninin
fazla ekspresyonu hiicre i¢i enzim seviyesinde artisa ve dolayisiyla da FCZ direncine
neden olmaktadir. ERG11 geni, ERG yolagindaki diger genlerle birlikte UPC2
(uptake control 2) tarafindan kodlanan ve Zn2Cys6 baglayan bir motif igeren
transkripsiyon faktorii (tac 1) tarafindan diizenlenmektedir. UPC2’nin delesyonu
ergosterol yolaginda gorevli genlerin diizenlenmesini etkilemektedir. Ayrica
UPC2’deki baz1 mutasyonlarin siklikla ERG11’in artan ekspresyonuna neden olarak
azol direncine katkida bulundugu bildirilmistir (10).

Direngli klinik izolatlarin genellikle ERG11geninde nokta mutasyonlara da sahip
oldugu gosterilmistir. Bu mutasyonlar nedeniyle enzimde ortaya cikan yapisal
degisikliklerin, enzimin azollere afinitesinde azalmaya yol acgarak direngten daha
fazla sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir (25).

Mutasyonlarin azollere olan afiniteyi etkilemesinde en énemli neden enzimde
konfigurasyon degisiklikleridir. Bu enzim A- M aras1 13 o heliks, betakatmani ve A',
J, K ve K2 gibi diger heliks konfigiirasyonlari olusturan 528 aminoasit igeren protein
yapisindadir. ERG11 geninde meydana gelen nokta mutasyonlar aminoasitlerde
degisikliklere ve enzimde farkli konfigiirasyonlarin olusmasina yol agarak enzimin
azollere kars1 afinitesini azaltmakta ve bu da azollere direncgli fenotiplerin ortaya
¢ikmasi ile sonlanmaktadir (43).

C.albicans ile yapilan son c¢alismalarda nokta mutasyonlarin 6zellikle FCZ ve

vorikonazole (VOR) kars1 direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (43).

2.7.1.2.Ergosterol biyosentez yolaginda degisiklik

Ergosterol biyosentez yolaginda 14a-demetilazdan daha erken bir basamakta rol
alan, A5,6 desatiiraz enziminin inaktivasyonu ile enzimi kodlayan ERG3 genindeki
mutasyonlara bagli olarak membran steroliiniin yapisinda meydana gelen
degisiklikler ve 14a-metil fekosterol birikimi 6zellikle C.albicans’da azol direncine

neden olmaktadir.
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Ozellikle vorikonazol tedavisini takiben bu mutasyonlarin saptandigi calismalar

ile gosterilmistir (24).

2.7.1.3.11acin hiicre ici birikiminde azalma

Mantar hiicresi i¢inde ilag birikiminde azalma; membran sterollerindeki ve/veya
fosfolipitlerindeki degisim nedeniyle membran gegirgenliginde ve buna bagli olarak
hiicre i¢ine ila¢ aliminda bozulma ya da ilacin pompa sistemleriyle disa atiliminin
artmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Kiiciik molekiillerin, mantar hiicresi plazma membraninin her iki yoniine dogru
hareketinde, attim pompalar1 islev gérmektedir. Funguslarda ABC ve MFs siiper
aileleri olmak tizere iki tip aktif attm pompa sistemi mevcuttur (3).

ABC siiper ailesi ATP’ye baglanir, enerji kaynagi olarak ATP’yi kullanir ve
hiicreye toksik olan kii¢iik molekiillerin aktif atilimlart ile iligkilidir. Bu kiigiik
molekiiller, azoller gibi hidrofobik veya lipofiliktir. Ozellikle C.albicans, C.glabrata,
C.krusei, C.tropicalis ve C.dubliniensis kdkenlerinde bu grup aktif pompalarin
o6nemli rolii oldugu bildirilmistir. C.albicans, C.dubliniensis ve C.glabrata’da azol
direnci ile ABC tastyicilarini kodlayan CDR (Candida Drug Resistance), CDR ve
INQ2 genlerinin iliskili oldugu gosterilmis; direngli C.albicans kokenlerinde CDRL,
CDR2, PDR16 ve direngli C.glabrata’da ek olarak CgSNQ?2’nin fazla eksprese
edildigi bildirilmistir (35).

MFs pompalar1 ise enerji kaynagi olarak membran potansiyelini kullanir ve
cesitli yapisal bilesiklerin transportu ile iliskilidir. C.albicans’da iki MFs pompa geni
tanimlanmistir. Bunlar MDR1 (Ben-R) geni ve FLU-1 genidir. Klinik C.albicans
izolatlarinda MDR1’in mRNA diizeylerindeki artigin, flukonazol i¢in 6zgilin oldugu
saptanmigtir. FLU-1 geninin de C.albicans ile yapilan g¢aligmalarda flukonazol
direncinde rol aldig1 gosterilmistir. Ancak FLU-1 geninin fazla ekspresyonu higbir
direncli klinik izolatta ortaya konamamistir (25).

Klinik C.albicans izolatlarinda azol direncine neden olan mekanizmalar arasinda
en sik goriilenin ¢oklu atim pompalarinin fazla ekspresyonu oldugu bildirilmektedir
(25).

Atim genleri olan CDR1 ve CDR2 genellikle birlikte regiile edilmektedir. CDR1

ve CDR2’nin regiilasyonu i¢in 6nemli ‘promoter’ bolgeleri tanimlanmistir. CDR1’in
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promoter bolgesindeki “drug response element (DRE)”, klinik izolatlarda bu
pompanin yiiksek diizeyde ekspresyonu ic¢in onemlidir. Diger iki eleman, “steroid
response element1,2 (SRE1 ve 2)”’ pompa genlerinin steroid ile indiiksiyonundan
sorumludur. Bunun yaninda “basal expression element (BEE)” ve ‘“negative
regulatory element (NRE)” tanimlanmistir. BEE ve DRE’deki delesyonlar bazal
CDR1 ekspresyonunu olumsuz etkilerken, NRE’deki delesyonlar CDR1’in bazal
ekspresyonunda artisa neden olur. CDR2 promoter bolgesinde sadece DRE motifi
mevcuttur (1, 22, 27, 28).

C.glabrata’da 6nceden PDH1 olarak gosterilen CgCDR1 ve CgCDR2 ve de
bunlarla koregiile edilen CgSNQ2 ABC tasiyicilarinin azollere direngli klinik
izolatlarda fazlaca eksprese edildigi belirlenmistir. C.glabrata’da CgCDR1 ve
CgCDR2’deki bozukluklar FCZ’ye, sikloheksimide ve kloramfenikole karsi asiri
duyarliliga yol agmaktadir. C.albicans ve C.glabrata’da ABC tasiyicilar1 arasinda
azol direncine en fazla katkida bulunan CDR1°dir (43).

CDR genlerinin transkripsiyonel aktivatorii olan taclp’nin in vivo ve in vitro
kosullarda DRE’ye baglandigi gosterilmistir. taclp yi kodlayan TAC-1 geni
C.albicans genomunda MTL(mating type locus) gen bolgesi ile yakin iliskilidir.
CDR1 ve CDR2 nin yiiksek diizeyde ekspresyonu i¢in, MTL gen bdlgesinin
homozigot olarak yer almasi ve ayni bolgede yer alan TAC-1 hiperaktif allellerinin
birlikte bulunmasi gerektigi gosterilmistir (1, 39).

Candida albicans, C.glabrata ve nadiren C.krusei klinik kokenlerinde azollere
karst direncte bu pompalarin aktif olarak rol aldigi cesitli molekiiler ¢alismalarla
gosterilmistir (13, 21, 35).

Kandidalarda diga atim pompasina bagli azol direnci ile miicadelede, pompa
inhibitorii ilag gelistirip, direncli maya hiicrelerinin mevcut etkili antifungallere

tekrar duyarli hale getirilmesi giinlimiizde 6nemli bir yaklagim olarak goriilmektedir
(12).
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2.8.Pompa Inhibitorii Maddeler ve Ozellikleri

Daha sik bakterilerde goriilmekle birlikte son yillarda kandidalarda da disa atim
pompalarina bagli diren¢ sorun olusturmaya baglamistir. Bu direncin {istesinden
gelmek lizere alternatif tedavi segeneklerine gereksinim olmasinin yani sira, disa
atim pompasinin etkilerini inhibe edebilen bilesiklerin gelistirilmesine de gereksinim
kagiilmaz goriinmektedir.

Son yillarda bu pompa sistemlerinin iistesinden gelebilecek ve boylelikle neden
olduklart ila¢ direncini ortadan kaldiracak bilesikler yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. Cesitli diga atim pompa inhibitdrlerinin tanimlanmasina ve in vitro
aktivitelerinin gosterilmesine ragmen, bunlarin ¢ogu Okaryotik hiicrelerde giicli
farmakolojik etki gosterdiginden gilinlimiizde higbiri klinik kullanimda degildir.

Literatiirde mantarlar i¢in atim pompa inhibitdrii olarak bildirilen birgok madde
vardir, bunlardan bazilari;; FK506, milbemycin, enniatins, ibuprofen ve son yillarda
tanimlanan tetrandrine, clorgyline gibi maddelerdir (12).

Calismamizda kullandigimiz disa atim pompa inhibitorii maddeler; ibuprofen,
tetrandrine ve clorgylinedir;

° ibuprofen; halen klinik kullanimda olan non-steroidal, antiinflamatuvar bir
ilagtir. Ibuprofenin FCZ ile sinerjistik etkisini gdsteren ¢ok sayida calisma
mevcuttur. Son yillarda yapilan c¢alismalarda ise ibuprofenin sabit sub-MIK
(100pg/ml) konsantrasyonunda FCZ Di C.albicans kokenlerini duyarli hale getirdigi
ve bunu da CDR pompalarimi bloke ederek gergeklestirdigi gosterilmistir (32, 33).

e Tetrandrine; Stephania tetrandra bitkisinden elde edilmis diisiik toksiteli bir
ilactir. Cin’de 1950’den bugiine hipertansiyon ve kardiyak aritmi tedavisinde
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda bu maddenin
sabit konsantrasyon larinda ( 40ug/ml) C.albicans’da atim pompa genlerinin (CDR1,
CDR2, MDR1 ve FLU1) ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (38, 47).

e Clorgyline, eski bir antidepresandir, ¢ok uzun yillar Once ¢esitli yan
etkilerinden dolay1 kullanimdan kaldirilmigtir. Literatiirde clorgylinenin atim pompa
inhibitorii oldugunu bildiren tek calisma mevcuttur. Bu calismada arastirmacilar,
clorgylinenin sabit sub-MIK (50pug/ml) konsantrasyon larinda FCZ direncli
C.albicans ve C.glabrata kokenlerinde ABC ve MFs pompalarini inhibe ederek, bu
kokenleri duyarli hale getirdigini gostermislerdir (12).
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2.9.Antifungal Duyarhlik Testleri

In vitro antifungal duyarlilik testleri;

i) iki ya da daha fazla antifungal ilacin goreceli etkinliklerinin giivenilir bir
Olclimiinii saglar,

i) in vivo etkinlik ile paraellik gosterir ve sagaltimin muhtemel sonucunu
ongortr,

iii) normalde duyarli olan bir organizma populasyonu i¢indeki direng gelisimini
izlemede kullanilan bir aragtir

iv) yeni bulunmus deneysel ilaglarin sagaltict potansiyelini 6ngoriir (6).

Ancak azollerin kullanima girmesinden once antifungal duyarlilik testleri igin
Klinik gereksinim olmamistir. Ciinkii 1950‘lerin baslarinda kullanima girmis olan
amfoterisin B, uzun bir siire fungal hastaliklarin tedavisinde yegane basvuru ilaci
olarak yer almistir. Fakat son yillarda hazirlayici faktorler varliginda artan fungal
enfeksiyonlar, bu enfeksiyonlara karst modern teknoloji ile gelistirilen kimyasallar
ve bu kimyasallara karsi mantarlarin olusturdugu direng, antifungal duyarlilik
testlerine gereksinimi arttirmistir (5).

National Committe of Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) / Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) Antifungal Duyarlilik Testleri Altkomitesi,
mayalar ve kiifler icin agar bazli ve sivi bazli duyarlilik deneyleri standartlar
gelistirmistir ve bu standartlar1 rehberler halinde yayinlamiglardir (5).

CLSI Antifungal Duyarlilik Testi Alt Komitesi mayalar i¢cin makrodiliisyon ve
mikrodilisyon (M27-A2, A3), disk difiizyon (M44-A2); kiifler i¢cin makrodiliisyon
ve mikrodilisyon (M38-A2) ile disk difiizyon (M51-A) duyarlilik testleri igin
referans yontemler gelistirmistir.

Ayrica EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
Antifungal Duyarlilik Testleri Alt Komitesi tarafindan mayalar ve kiifler i¢in benzer
mikrodillisyon yontemleri gelistirilmistir. Bu referans yontemler, elde edilen in vitro
verilerin tekrarlanabilirliginde ilerleme ve kullanimda olan antifungaller i¢in direng

sinir degerlerinin belirlenmesi agisindan mantarlar i¢in standardizasyon saglamistir.
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In vitro antifungal duyarlilik testleri; inokulum miktar1 ve hazirlama sekli,
besiyeri igerigi ve pH’s1, inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile MIK degerinin
saptanmasinda kullanilan kriterler de dahil olmak {izere bir¢ok degiskenden
etkilenmektedir.

En sik  kullanilan  antifungal duyarhilik testlerinin;  makrodiliisyon,
mikrodillisyon, kolorimetrik mikrodiliisyon, disk difiizyon ve E test yontemleri

oldugu bildirilmistir (17).

2.9.1.Diliisyon Temeline Dayal Testler

2.9.1.1.Makrodiliisyon Yontemi

Sivi makrodiliisyon testleri altin standart olarak kabul edilse de uygulanma
zorlugu nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir. CLSI tarafindan testte
kullanilmast 6nerilen besiyeri, L-glutamin ile bir pH indikatorii iceren ve sodyum
bikarbonatsiz olan RPMI 1640 siv1 besiyeridir. Besiyeri, son konsantrasyonu 0,165M
olacak sekilde morfolinopropanesulfonikasit (MOPS) ile 25°C’de pH’st 7,0’
tamponlanmis olmalidir. Test i¢in yuvarlak tabanli, kapakli ve steril polisitren tiipler

kullanilmaktadir.
Test sonuglarinin  degerlendirilmesi, 35°C’de ¢alkalamaksizin, 48 saatlik

(C.neoformans igin 72 saat) inkiibasyon sonrasinda yapilir. Azoller ve 5-FC igin,
tireme kontroliine gore, liremeyi %80 oraninda azaltan en diisiik ilag konsantrasyonu
MIK degeri olarak tanimlanirken; Amf-B igin, goriilebilir herhangi bir iireme

olusumunu engelleyen en diisiik konsantrasyon, MIK degeri olarak kabul edilir (6).

2.9.1.2.Mikrodiliisyon Yontemi

Antifungal duyarlilik testleri icinde en yaygin kullanilan yontemdir.
Mikrodiliisyon yontemiyle tutarli MIK sonuglari elde edilebilmektedir ve bazi ilaglar
i¢in elde edilen MIK degerlerinin laboratuvarlar aras1 uyumu, makrodiliisyon ile elde
edilen degerlerinkine gore daha yiiksek olabilmektedir. Mikrodiliisyon testi, steril, 96
kuyucuklu U tabanli mikrodiliisyon plaklarinda uygulanir. RPMI 1640 besiyeri, iki

kat yogunlukta hazirlanmis ilag ¢ozeltisi ve maya siispansiyonlar1 kullanilir. 35°C’de
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inkiibe edilen mikrodiliisyon plaklart Amf-B ve FCZ igin 24. ve gerekirse 48.
saatlerde, ekinokandinler i¢in 24. saatte, 5-FC ve diger azoller i¢in ise 48. saatte
degerlendirilir.

Degerlendirme gozle ve azoller i¢in spektrofotometrik olarak yapilir. Amf-B
icin; lremenin tam inhibe oldugu yani bulanikligin izlenmedigi kuyucuktaki
konsantrasyon; azoller, ekinokandinler ve 5-FC igin ise gozle okumada lireme
kontrole gore bulanikligin belirgin olarak azaldigi kuyucuktaki konsantrasyon ve de
spektrofotometrik olarak iiremeye gore bulanikligin %50 oraninda azaldigi
kuyucuktaki deger MiK degeri olarak kabul edilmektedir (7).

M27-A3- S3’¢ gore flukonazol igin sinir degerler duyarli (Du): <8ug/ml, doza
bagimli duyarli (DBD): 16-32 pg/ml ve direngli (Di): >64 pg/ml; itrakonazol i¢in
Du: <0.12pg/ml, DBD: 0.25- 0.5 pg/ml ve Di: >1 pg/ml; vorikonazol i¢in Du:
<lpg/ml, DBD:1ug/ml, ve Di: >4 pg/ml; 5- FC i¢in Du: <4pg/ml, orta duyarli: 8-16
pg/ml ve Di: >32 pg/ml; ekinokandin i¢in Du: <2ug/ml olarak belirtilmistir(Tablo- 2)
(7).

Tablo 2: M27-A3-S3’ e gore simir degerler (38)

Du DBD Di
Flukonazol <8ug/ml 16-32 pg/ml >64 pg/ml -
| trakonazol <0.12pg/ml 0.25- 0.5 pg/ml >1 pg/ml -
Vorikonazol <lpg/ml 2 pg/ml >4 pg/ml -
5 FC <4ng/ml - >32 ug/ml 8-16 pg/ml
Ekinokandin <2pg/ml - - -

I orta duyarli; Du: duyarli, DBD: doza bagimli duyarli, Di: direngli

EUCAST 1 gelistirdigi mikrodiliisyon yonteminde CLSI” dan farkli olarak daha

fazla inokulum ve %2 dekstroz eklenmis RPMI besiyeri kullanilmakta olup, 24

saatlik

inkiibasyonun

ardindan

MIK  degerleri

spektrofotometrik

olarak

belirlenmektedir. Bu yontemin laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi iyi olup, CLSI

mikrodiliisyon yontemi ile %95 uyumlu bulunmustur (17, 30).
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2.9.1.3.Kolorimetrik Mikrodiliisyon Yontemi

Mikrodiliisyon veya makrodiliisyon yontemlerine alternatif bir yontemdir. Bu
yontemde MIK’in belirlenmesi igin ticari olan veya olmayan kolorimetrik
indikatorler veya floresan boyalar kullanilir.

Alamar mavisini, oksidasyon-rediiksiyon kolorimetrik indikatorii (mantar
tiremesi indikatoriin rengini maviden pembeye doniistiiriir) olarak igeren ticari bir
test (Sensititre Y eastOne; TREK Diagnostic Systems) FCZ, itrakonazol ve 5-FC i¢in
FDA onay1 almistir (17).

2.9.2.Difiizyon Temeline Dayah Testler

2.9.2.1.Disk Difiizyon Yontemi

CLSI, Candida tiirlerinin flukonazol, vorikonazol duyarliligini disk difiizyon
testi ile arastirabilmek icin M44-A dokiimanini geligtirmistir. Bu yontem, %2
dekstroz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton agarda 25 pg’lik
FCZ, 5 ng’lik POSve 1 pg’lik VOR diskleri kullanilarak uygulanmaktadir.

Disk diflizyon yonteminin énemli bir avantaji sonuglarin inkiibasyondan 20-24
saat sonra elde edilebilmesidir. Yontemin diliisyon testlerine gore uygulamasi daha
kolay ve maliyeti diisiiktiir.

CLSI tarafindan sinir zon ¢ap1 degerleri flukonazol i¢in >19mm Du, 15-18mm
DBD, <14mm direngli; vorikonazol i¢in >17mm Du, 14-16mm DBD, <13mm Di
olarak belirlenmistir (17).

2.9.2.2.E-test yontemi

Belirli bir ilacin konsantrasyonlarimin siirekli ve stabil gradiyente dayali olarak
emdirilmis oldugu plastik bir serit, test kokeninin inokule edildigi besiyerinin iizerine
yerlestirilir. Inkiibasyonu takiben gozle goriilebilir {iremenin varliginda simetrik
inhibisyon elipsi gozlenir. Elipsin seriti kestigi nokta o ilacin MIK degeri olarak
degerlendirilir (17).
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Pahal1 olmasina ragmen uygulanmasi kolay bir yontemdir. %2 glukoz eklenmis
ve katilagtirllmis RPMI 1640 besiyeri E test uygulanmasinda iyi sonu¢ vermistir.
FCZ, ITRA ve 5-FC E-testleri FDA onay1 almistir (17).

2.9.3.Diger Yontemler

2.9.3.1.Flow ( Akim ) sitometrik yontem

Akim sitometri tekniginin antifungal duyarlilik testlerine uyarlanmasiyla elde
edilen bu yontemde, antifungal bir ilagla karsilastirildiktan sonra, mantar hiicresinde
olusan hasar1 saptamak icin, kiiltiir ortamina konulan boya maddesi hasar goren
hiicredeki DNA’ya baglanir ve canli-6lii hiicre sayisal degerlendirmesine gore MIK
saptanir. Yontemin dort-altt saat gibi kisa siirede sonu¢ vermesine ragmen, akim
sitometri cihazina gereksinim nedeniyle kullanimi yaygin degildir. Bu yontemin
CLSI mikrodiliisyon yontemiyle %96 ile %99 oraninda uyumlu oldugu bildirilmistir
(18).

2.9.3.2.Ergosterol kantitasyonu

Uremenin inhibisyonu yerine, ergosterol miktarmin kantitatif olarak lciilmesi
esasina dayanan bir yontemdir. Azol grubu ilaglarin etkinligini 6lgmek igin
kullanilan bu ydntem, &zellikle azol MIK sonuglarmin zor okundugu, kismi

inhibisyon gosteren Candida suslari igin Gimit vericidir (2).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1.Cahsmaya alinan klinik Candida izolatlarr:

2001-2012 yillarr arasinda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Birimi’ne gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden (kan, idrar, balgam, cilt
insizyonu, fistiil siiriintiisii, kalp kapak¢igi) etken olarak izole edilmis; standardize
yontemlerle ve API ID 32C (bioMerieux, Fransa) kiti ile C.albicans, C.glabrata ve
Ckrusaei olarak tanimlanmigs ve de CLSI M27-A  dokiimaninin Onerdigi
makrodiliisyon yontemine gére FCZ’ye direngli (Di) ve doza bagimli duyarli (DBD)
olarak saptanmis kandida kokenleri ¢alismaya dahil edilmistir. Ayn1 zamanda klinik

kokenlerin ITRA ve VOR’ a karsi direng durumlari da arastirilmistir.

3.1.2. Referans Kokenler

Asagidaki kokenler belirtilen 6zellikleri molekiiler yontemlerle de kanitlanmig
olup, caligmalarimizda kontrol kokenler olarak kullanilmistir. Kokenlerin saglandigi

kaynaklar parantez igerisinde belirtilmistir.

> Candida albicans ATCC 90028: FCZ’e duyarli kdken (FCZ MIK:
2pg/ml) negatif kontrol olarak kullanildi.

» Candida albicans 95-142: CDR1 ve CDR2 asir1 ekspresyonu (FCZ
MIK: 128pg/ml), (White, ABD).

» Candida albicans 95-190: CDR1,CDR2 asir1 ekspresyonu (FCZ
MIK:16 pg/ml ), (White, ABD).

» Candida albicans 12-99: MDR1, CDR1, CDR2, ERG11 asir1
ekspresyonu (FCZ MIK: 64pg/ml), (White, ABD).
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» Candida glabrata DSY-530: CDR1, ERG11 asir1 ekspresyonu, (FCZ
MIK: 32ug/ml), (Sanglard, isvigre).

» Candida glabrata DSY-565: CDR1 ve ERG11 asir1 ekspresyonu (FCZ
MIK: 128pg/ml), (Sanglard, Isvicre).

> Candida glabrata DSY-562: FCZ’ ye duyarli kdken (FCZ MIK:
8ug/ml), (Sanglard, isvicre), negatif kontrol olarak kullanildi.

» Candida glabrata YEM 19: CDR1 ve CDR2 asir1 ekspresyonu (FCZ
MIK: 128ug/ml), (Lomovskaya, ABD).

» Candida albicans DSY-292: ERG11 mutasyonu, MDR asir1
ekspresyonu (FCZ MIK: 64pg/ml), (Doluca, DEU izmir).

3.1.3. Pompa inhibitorii maddeler:

Calismamizda, literatiirde C.albicans ve C.glabrata i¢in pompa inhibitori

oldugu bildirilen;

» TET (12-99 C.albicans’da MDR1,CDR1, CDR2 inhibitorii) (Sigma) sabit
sub-MIiK * degeri: 40pg/ml

» Clorgyline (12-99 C.albicans’da CDRI,CDR2 ve MDR1, CBS-138
C.glabrata ‘da CDR1 inhibitdrii), (Sigma), sabit sub-MIiK degeri: 50pg/ml

> Ibuprofen (12-99 C.albicans’da CDR1 ve CDR2 inhibitérii)(sigma) sabit sub-
MIK degeri: 100ug/ml

maddeleri kullanilmistir,

*sabit sub-MIK degeri: Literatiire gore belirlenen ve referans kokenlerde
pompayi inhibe eden en diisiik inhibitdr sub-MIK degeri (12, 33, 47).
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3.1.4. Besiyerleri

» Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Oxoid)

» Y PDA (yeast extract peptone dextrose agar) (Sigma)

> Y PDB (yeast extract peptone dextrose broth) (Sigma)

» RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) Besiyeri (Sigma)

3.1.5. Kimyasal Maddeler ve Antifungal Ilaglar

» MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid] (Sigma)

» NaCl (Merck)

» NaOH (Merck)

» Flukonazol (Sigma), potensi: %100

» Vorikonazol (200mg infiizyon ¢ozeltisi i¢in toz, V FEND IV, Pfizer)
> Itrakonazol (Sigma), potensi: %100

» DMSO (Dimetil siilfoksit) (Merck)

3.1.6. Filtrder:

» 0.22 um’lik membran filtre (Sartorius)

3.1.7. Araglar ve Aygitlar:

» Tek kanalli otomatik pipetler (Thermo)

» Petri kutulari, balonlar, pipetler, tiipler, sar1 ve mavi pipet uglari,
sporlar

» 96 kuyucuklu U tabanli Plak (LP Italiana)

» Etiiv (Memmert)

» Pasteur firin1 (Memmert)

» Otoklav (Hirayama)
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» Buzdolab1 (Argelik)

» (-20 °C) Dondurucu (Ugur)

» Hassasterazi (Sartorius)

» Kabaterazi (Scaltec)

» Vorteks (Yellowline, Ika)

» Su banyosu (Memmert)

» Kurutma kagitlari

» Steril pamuklu ekiivyonlar

» pH metre cihazi (Hana Instruments)
» Manyetik karistirict (Elektro-mag)
» Enjektor 5, 10 ml

» Kagit diskler 6mm (Oxoid)

» 100 pl’lik ve 1000 pl’lik pipet uglar
» Isik mikroskobu (Nikon)

» Mikroplak okuyucu (Weida)

3.2.Yontemler

Pompa inhibitorii maddelerin ‘sabit degerleri” kullanilarak klinik kokenlerdeki
olast pompa varligir ‘sivi mikrodiliisyon’ ve ‘agar disk difiizyon’ yontemleri ile

arastirildi.
3.2.1.S1v1 Mikrodiliisyon
CLSI M27 A3 dokiimani referans alinarak, sivi mikrodiliisyon yontemi ile
pompa inhibitorlerinin sabit konsantrasyonlarin yoklugunda ve varliginda referans

kokenlerin ve klinik izolatlarin FCZ MIK degerleri ve bu degerlerdeki degisimler
degerlendirildi.
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1.basamak:

Her bir test edilecek maya kokeninin SDA’da 37°C‘de, 24 saatlik kiiltiirde
iiremis kolonilerinden % 0,85°lik NaCl ile steril tiipte 0,5 McFarland (1-5x10°

hiicre/ml ) yogunluktaki siispansiyonu hazirlandiktan sonra, final konsantrasyonuna
ulasmak iizere, bu siispansiyon RPMI’li besiyeri ile seyreltilerek 1-5x10°
hiicre/ml1’lik yogunluga getirildi.

Mikroplaklardaki 2-11 arasi her bir siitunda bir FCZ konsantrasyonu (512-
1ng/ml) olacak sekilde 100’er ul dagitildi. Son siitundaki kuyucuklara iireme kontrol
olarak kullanilmak tizere 100’er pl ilag igermeyen besiyeri dagitildi, ardindan ilk
stitun hari¢ (2-12) her bir siraya bir koken gelecek sekilde maya siispansiyonundan
100’er pl eklendi. Bu islem sonucunda hem ilag hem de maya konsantrasyonlar1 2
oraninda seyreltilmis olarak final konsantrasyonlarina ulasildi. Her yatay siranin ilk

kuyucuguna (A1-H1) 200 pl ilagsiz besiyeri konularak sterilite kontrolii yapildi.

Mikroplaklarin tizeri steril kapak ile kapatilarak, 35°C*de 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda iireme kontrol kuyucuguna gére yapilan karsilastirmada,
tiremenin %50 inhibe edildigi en diisiik ila¢ konsantrasyonunu igeren ilk kuyucuk o
koken icin FCZ MIK olarak belirlendi. Sonuclar 630nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ve aynaile okundu (7).

2.basamak:

Pompa inhibit6rii maddelerin sabit konsantrasyonlarinin varliginda, CLSI M27
A3 referans alinarak, kontrol ve klinik kokenlerin FCZ MIK degerlerindeki

degisimler arastirildi.

Steril tiiplerde, hem inhibitor maddeler i¢in, hem de FCZ i¢in mikroplaklardaki
son konsantrasyonlarinin 4 katin1 iceren diliisyonlar hazirlandi. Her bir maya kokeni
icin de yukarida belirtildigi sekilde 1-5x10° hiicre/m1’lik maya siispansiyonlar1 elde
edildi.

Mikroplaklarda son ve ilk siitun hari¢ (2-11) her siitunda bir FCZ
konsantrasyonu olacak sekilde 50’ser upl dagitildi. Ayni kuyucuklara inhibitor
maddenin hazirlanan soliisyonundan 50°ser pl dagitildi. Ardindan ilk siitun harig (2-

12) her bir siraya bir kdken gelecek sekilde maya siispansiyonundan 100’er pl
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eklendi. Son siitunda her kuyucuga 100ul ilagsiz besiyeri de eklenerek iireme kontrol
olarak kullanild. Ilk siitunda her bir kuyucuga(A1-H1) 200ul ilag igermeyen besiyeri
dagitilarak sterilite kontrol hazirland1 (Sekil-1).

Test kokenlerinde lireme kontrole gore %50 oraninda inhibisyon gerceklesen
kuyucuktaki deger, ilgili pompa inhibitdriiniin sabit konsantrasyonunun varliginda o
koken i¢in FCZ MIK degeri olarak belirlendi.

Kokenler ic¢in inhibitér maddeler olmaksizin (1.basamak) ve bu maddelerin

varliginda (2.basamak) elde edilen FCZ MIK degerleri karsilastirildi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

A* S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | UK
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

B S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | UK
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

C S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | U.K
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh.+

D S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | U.K
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh.+

E S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | U.K
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

F S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | UK
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

G S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | UK
FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ + FCZ +
inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh. + inh.+ | inh. +

H S.K maya maya maya maya maya maya maya maya maya maya | U.K

Sekil 1.ikinci basamak islemlerin sematik olarak gdsterilmesi

* A-H arasi yatay sira farkli test kokenlerine ait diizenegi gostermektedir. S.K:

sterilite kontrol, U.K: iireme kontrol, inh.: inhibitor madde

Ayrica CLSI M27-A3-S3 metoduna gore; klinik kdkenlerimizin vorikonazol (VOR)
veitrakonazol (ITRA) MIK degerleri s1vi mikrodiliisyon metodu ile belirlendi.
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3.2.2Agar Disk Difiizyon Yontemi

Test edilecek referans kokenler ve klinik kokenler; YPD sivi besiyerinde, 150

r.p.m’de, 37°C calkalayici etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, steril

distile su ile 0,5 McFarland bulaniklifinda maya siispansiyonu hazirlandi. YPD agar

besiyeri su banyosunda 45°Cye sogutulduktan sonra besiyerinin mililitresinde her

bir koken igin supra-MIK konsantrasyonunu elde etmek iizere FCZ eklendi,
sonrasinda 9 cm’lik plaklara dokiildii. 0,5 McFarland bulanikli§inda hazirlanan maya
slispansiyonlar1 steril ekiivyon ile plaklar iizerine homojen yayildi.

Her bir pompa inhibitéri madde icin, 10ul de o maddeye ait sabit
konsantrasyonu i¢cermek iizere, DMSO ile stok ¢ozeltileri hazirland1 ve 6mm ¢apinda
steril bos disklere 10’ar ul emdirildi. Diskler 2 saat kurumaya birakildiktan sonra
FCZ igeren ve ekim yapilmis YPD agar plaklarina yerlestirildi. FCZ icermeyen fakat
maya inokulasyonu yapilmis plaklara da inhibitor madde ve DMSO emdirilmis

diskler yerlestirilerek, bu maddelerin antifungal etkilerinin olup olmadig: incelendi.

Sonuglar, 37°C‘de 48 saatlik inkiibasyon sonunda disklerin gevresinde inhibisyon

zonlarinin varhigina ya da yokluguna gore degerlendirildi (33).
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4BULGULAR

4.1. Referans ve Klinik Kokenlerin Pompa Inhibitorii Varhginda FCZ MIK

Sonuclan

Referans  ve klinik  kokenlerin,

pompa

inhibitori maddelerin  sabit

konsantrasyonlarmin varliginda orijinal FCZ MiK degerlerindeki degisim Tablo 3 ve

4’ de gosterilmistir.

Tablo 3: Referans kokenlerin FCZ MIK degerleri iizerine pompa inhibitorii maddelerin etkileri

) ) : IBUPROFEN  CLORGYLINE 4(:- E;:nl
REFERANS KOKEN: Koken Ozellik: FCZ MIK 100pg/ml + FCZ 50pg/ml+ FCZ +l|l:gcz
MiK MiK :
MIK
) CDR1,CDR2,MDR,ERG11 . >256
12-99 C.albicans agir1 ekspresyonu 64pg/ml 64pg/ml 4pg/ml wg/ml**
. CDR1,CDR2 asir1 .
95-142 C.albicans ekspresyonu 128pg/ml 32 pg/ml 4pg/ml 32 pg/ml
! - CDR1,CDR2 asirt
95-190 C.albicans ekspresyonu 16 pg/ml 16pg/ml 16pg/ml 16pg/ml
: ERG11 mutasyonu, *
DSY-292 C.albicans MDR agiri ckspresyonu 64pg/ml 64pg/ml 8pug/ml 64pg/ml
CDR1, ERG11 asint
DSY-530 C.glabrata ekspresyonu 32pg/ml 32pg/ml 16pg/ml 32pg/ml
CDR1, ERG11 asint .
DSY- 565 C.glabrata ekspresyonu 128pug/ml 128ug/ml 8ug/ml 32pg/ml
CDR1,CDR2 asir1 .
YEM-19 C.glabrata ekspresyonu 128ug/ml 64pg/ml 8ug/ml 64pg/ml
DSY-562 C.glabrata*** CDR1, ERG11 ekspresyonu 8ug/ml 8pg/ml 8pg/ml 8ug/ml
90028 ATCC C.albicans®** Duyarli koken 2pg/ml 2pg/ml 2pg/ml 1pg/ml

* FCZ MIK degerinde duyarlilik diizeyine diisiis ( pompainhibisyonu )

** FCZ MIK degerinde artis ( indiiksiyon? )

*** FCZ MIK degisimi gézlenmeyen kokenler
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Tablo 4: Klinik izolatlarin FCZ MIK degerleri iizerine pompa inhibitérii maddelerin etkileri

Tiir FCZ FCZ+ 100pg/ml FCZ+ 50pg/ml FCZ+ 40pg/ml
MIK IBUPROFEN CLORGYLNE TETRANDRINE

C.albicans(CA-1) 512pg/ml 0.5 pg/ml* 0.5 pg/ml* 0.5 pg/ml*
Calbicans(CA2)  512pg/ml 2ug/ml* 0.5 pg/ml* 512 pg/ml
C.albicans (CA-3) 16ug/ml 16pg/ml 8 pg/ml 16pg/ml
Cglabrata(CG-1)  256pug/ml 128pg/ml 4pg/ml* 128ug/ml
C.glabrata(CG-2) 64pg/ml 64pug/ml 8pg/ml* 16pg/ml
C.glabrata (CG-3) 64pg/ml 64pg/ml l6pg/ml 32pg/ml
C.glabrata (CG-4) 64pg/ml 64pg/ml 8pg/ml* 16pg/ml
C.glabrata (CG-5) l6pg/ml 8 ng/ml 8 ng/ml 8 png/ml
C.glabrata (CG-6) 16pg/ml 16ug/ml 4pg/ml 16pg/ml
Ckrusel (CK-1) 64pg/ml 32ug/ml 32pug/ml 64pg/ml
Ckrusei (CK-2) 32pg/ml 16pg/ml 16pg/ml 32pug/ml

* FCZ MIK degerinde direncli diizeyden duyarh diizeye diisiis ( pompainhibisyonu )

Calismamizda, pompa inhibitorii yoklugunda ve varliginda (6rnek: clorgyline) FCZ

MIK degerindeki degisimin mikroplaktaki goriintiisii Resim-2” de gdsterilmistir.

MiK

64 32 16 8 2_1_05 UK

NS AN )
\\ @j

FCZ MiK

FCZ + clorgyline MiK

Resim 2: CG-2 klinik izolatinin clorgyline yoklugunda ve varliginda FCZ i¢in MiK degerindeki
degisim ( Direngliden — duyarli hale doniisiim 64-8ug/ml )
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4.2. Referans ve Klinik Kokenlerde Pompa Inhibitorii Varhginda Agar Disk
Difiizyon Sonug¢lar:

Referans kokenlerin FCZ supraMIK degerlerini iceren YPD agar
besiyerinde, disklere emdirilmis pompa inhibitorlerinin sabit konsantrasyonlarimnin
varliginda inhibisyon zonu olusumuna gore sonuglar1 Tablo 5 de gosterilmistir.

Tablo 5. Inhibitér madde varhiginda referans kokenlerin agar disk difiizyon sonuglari
100pg/disk 50pg/disk

Referans Koken: FCZ Supra-MiK Ibupr ofen Clorgyline 40pg/disk TET
12-99 C.albicans 128ug/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
95-142 C.albicans 256pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
95-190 C.albicans 32pg/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
DSY-292 C.albicans 128pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
DSY-530 C.glabrata 64pg/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
DSY- 565 C.glabrata 256pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
YEM-19 C.glabrata 256pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
DSY-562 C.glabrata 16pg/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK

* Inhibisyon zonu olusumu ( atim pompasi inhibisyonu )

Klinik izolatlarin FCZ supra-MIK degerlerini iceren YPD agar besiyerinde,
disklere emdirilmis pompa inhibitorlerinin sabit konsantrasyonlarinin varliginda
inhibisyon zonu olusumuna gore sonuglar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Inhbitdér madde varliginda klinik izolatlarn agar disk diflizyon sonuglar
FCZ+ 100 pg/ml FCZ+ 50 pg/ml FCZ+ 40 pg/ml

FCZ supra-MiK

IBUPROFEN CLORGYLNE TETRANDRINE
CA-1 1024pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
CA-2 1024pg/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
CA-3 32ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CG-1 512ug/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
CG-2 128ug/ml ZON YOK ZON VAR* ZON YOK
CG-3 128pg/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CG-4 128ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CG-5 32ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CG-6 32ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CK-1 128ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK
CK-2 64ug/ml ZON YOK ZON YOK ZON YOK

*[nhibisyon zonu olusumu (atrm pompas1 inhibisyonu )
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Ornek olarak C.albicans DSY-292 referans kokenin FCZ igermeyen ve FCZ
iceren YPD agarda, pompa inhibitérleri emdirilmis disklerin varhiginda plaklardaki

tireme goriintiileri Resim-2’de gosterilmistir.

i)
iBUPR?FEN p,'
' {mug m(' =
mt;":' '.V'” y-

Resim 3. DSY-292 C.albicans: (A) FCZ icermeyen YPD agarda, pompa inhibitérleri ve DMSO
emdirilmis disklerin varliginda plaktaki iireme, (B) FCZ supra- MiK (128ug/ml) iceren plakta pompa
inhibitorleri emdirilmis disklerin varliginda farkli zon olusumu

(ibuprofen: zon yok, tet: zon igi tireme, clorgyline: tam inhibisyon zonu).

iki fenotipik yontemle elde edilen tiim kokenlere ait sonuclar Tablo 7°de

karsilastirmali olarak gosterilmistir.
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Tablo 7: iki fenotipik yontemle tiim kokenlere ait elde edilen sonuglar

.. P . Clorgyline .
" Koken Ozellik / : : : 100pg/disk S0pg/disk TET 40pg/ml + . :
Koken Ad1 Klinik Materyal FCZ MiK | iBU 100pg/ml + FCZ MiK g 50pg§4nill+( FCZ | Qo ine FCz K | 4Ong/disk TET MiK
12-99 C.albicans CDR;;E?S(%’?S&E‘?GH 64pg/ml 64 pg/ml ZON YOK dpg/ml* ZONVAR* | >256 pg/ml** ZON YOK
95-142 C.albicans Cnigfgggn?‘“ 128ug/ml 32 pg/ml ZON YOK dpg/ml* ZON VAR* 32 ug/ml ZON YOK
&
)
§ 95-190 C.albicans CDeRk;fggn?m 16 pg/ml 16pg/ml ZON YOK 16pg/ml ZON YOK 16pg/ml ZON YOK
g
S | Dsv2eCalbicans | ERGLLMULMDRasin | (oo 64ug/ml ZON YOK Sug/ml* ZON VAR* 64ug/ml ZON YOK
= eksp.
%)
Z | Dsv-s30Cglabrata CDRI1, ERG11 asin 32pg/ml 32ug/ml ZON YOK 16pg/ml ZON YOK 32ug/ml ZON YOK
é ekspresyonu
W | DSY- 565 C glabrata CD‘;&;;‘;%;SS‘“ 128ug/ml 128ug/ml ZON YOK 8ug/ml* ZON VAR* 32ug/ml ZON YOK
w
o YEM-19 C.glabrata CDeRk;(r:gjn?m 128pg/ml 64pg/ml ZON YOK 8pg/ml* ZON VAR* 64pg/ml ZON YOK
DSY-562 C.glabrata CDRI, ERG11 agin 8ug/ml 8ug/ml ZON YOK 8ug/ml ZON YOK Sug/ml ZON YOK
ekspresyonu
90028 ATCC C.albicans Duyarh kiken 2pg/ml 2pg/ml ZON YOK 2pg/ml ZON YOK 1pg/ml ZON YOK
pg
CAl idrar 512pg/ml 0.5 pg/ml* ZON YOK 0.5 pg/ml* ZON VAR* 0.5 pg/ml* ZON YOK
& CA2 Kalp kapakeigi 512pg/ml 2pg/ml* ZON YOK 0.5 pg/ml* ZON VAR* 512 pg/ml ZON YOK
CA3 Kan 16pg/ml 16pg/ml ZON YOK 8 ng/ml ZON YOK 16ug/ml ZON YOK
S ng
CG1 Cilt insizyonu 256pg/ml 128ug/ml ZON YOK Sug/ml* ZON VAR 128pg/ml ZON YOK
I
§ CG2 Balgam 64pg/ml 64pg/ml ZON YOK Spg/ml* ZON VAR 16ug/ml ZON YOK
'g CG3 idrar 64pg/ml 64pg/ml ZON YOK 16ug/ml ZON YOK 32ug/ml ZON YOK
< CG4 Kan 64pg/ml 64pg/ml ZON YOK Spg/ml* ZON YOK 16ug/ml ZON YOK
Z CG5 Kan 16pg/ml 8 pg/ml ZON YOK 8 ng/ml ZON YOK 8 ng/ml ZON YOK
L
> CG6 Kan 16pg/ml 16pg/ml ZON YOK 4pg/ml ZON YOK 16pg/ml ZON YOK
CK1 Kan 64pg/ml 32ug/ml ZON YOK 32ug/ml ZON YOK apg/ml ZON YOK
CK2 Fistiil siiriintiisii 32pg/ml 16pg/ml ZON YOK 16pg/ml ZON YOK 32ug/ml ZON YOK™
ug ug

* FCZ MIK diisiisii/ zon olusumu = atim pompa inhibisyonu , **FCZ MIK degerinde artis (indiiksyon ?), iBU: ibuprofen
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4.3. Klinik izolatlarin 3 Azol icin S1ivi Mikrodiliisyon ile Duyarlihk Sonuglar

Calismaya alman FCZ ic¢in Di

veya DBD degerlerine

sahip  Klinik

izolatlarimizin, CLSI M27-A3-S3 dokiimani ( Tablo-2 ) referans alinarak yapilan
mikrodiliisyon c¢alismas1 sonucunda VOR, ITRA MIK degerleri Tablo 8‘de

gosterilmistir.

Tablo 8. Klinik izolatlarda VOR ve ITRA MIK sonugclari

Tiir
CA1l
CA2*
CA3*
CG1l~*
CG2
CG3
CG4 **
CG5**
CG6 **
CK1
CK2

* VOR ve ITRA’ ya ¢apraz direng gdsteren kdkenler
** ITRA’ ya gapraz direng gosteren kokenler

FCZ MIiK
512pg/ml
512pg/ml

16pg/ml
256pg/ml
64pg/ml
64pg/ml
64pg/ml
16pg/ml
16pg/ml
64pg/ml
32pg/ml
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VOR MIK
1pg/ml
>32pg/ml
>32pg/ml
4ng/ml
0.5pg/ml
0.5pg/ml
0.25pg/ml
0.5pg/ml
0.5pg/ml
0.5pg/ml
0.25pg/ml

ITRA MIiK
0.03pg/ml
>32pg/ml

2pg/ml
4pg/ml
0.5ug/ml
0.5ug/ml
1pg/ml
1pg/ml
1pg/ml
0.5ug/ml
0.5ug/ml



5. TARTISMA VE SONUC

Flukonazol, genis etki spektrumlu ve diisiik toksisiteli bir antifungal ila¢ olup,
yaygin kullanimina bagli olarak dogal direngli C.krusei ve primer ya da sekonder
direngli C.glabrata'ya bagli enfeksiyon oranlarinda artis gozlenmektedir. Ancak
diger tiirlerde de diisiik siklikta da olsa bu ilaca karst MIK degerlerinde yiikselme ya
da direng bildirilmektedir (42, 46).

Kandida izolatlarinda, azol direncinden sorumlu maor mekanizma plazma
membraninda yer alan efluks (disa atim) pompalarinin asir1 eksprese edilmesi ve
bunun sonucunda hiicre i¢i ila¢ birikiminin azalmasidir.

Son 10 yilda kandidalarda disa atim pompasina bagli azol direnci ile miicadelede
pompa inhibitorii ilag gelistirip, direngli maya kokenlerinin mevcut etkili
antifungallere tekrar duyarli hale getirilmesi ©Onemli bir yaklasim olarak
goriilmektedir.

Ideal bir pompa inhibitériinden beklenen, pompa ekspresyonuna bagl olarak
direng gosteren mantar hiicrelerinin normal iremesini inhibe etmeyerek o antifungale
kars1 duyarhilik diizeyinde MIK diisiisiine yol agmasidir. Bu pompa substratlarmin,
insandaki benzer yapilara olumsuz etki géstermemesi onlarin ayni zamanda klinik
kullanimlarina da imkan saglayacaktir (12).

Bu yaklasimla beraber son zamanlarda mantarlarda azollere kars1 direncin disa
atim pompalarina bagl olup olmadigin1 saptamak amaciyla da ¢esitli maddelerin bu
pompalar1 inhibe etmelerine ve bu yolla olast pompa varligin1 belirlemeye yonelik
fenotipik testler az da olsa literatiirde yer almaya baslamistir.

Literatiir taramalarinda, pompa inhibitorii maddeler kullanilarak atim pompasina
bagl direncin fenotipik olarak arastirildigi caligmalarin ¢ogunlukla bakterilerle
yapilmis oldugu goriilmektedir.

Omegin, Mesaros ve ak. , yaptiklart genis kapsamli bir calismada
P.aeruginosa‘da 50mg/l PABN varliginda norfloksasin, eritromisin, karbenisilin,
imipenem ve gentamisin MIK degerlerinde anlamli diizeyde azalma oldugunu
bildirmislerdir (23).

Cetinkaya ve ark. 42 P.aeruginosa klinik izolatinda, PABN varliginda
kokenlerin > %90’1inda siprofloksasin igin MIK degerlerinde >4 kat, azalma
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oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar bulgularina gore bu kokenlerde florokinolon
direncinin gelismesinde baglica mekanizmanin disa atim pompasinin  asir
ekspresyonu oldugunu ileri siirmiislerdir (8).

Ulkemizde ve yabanci literatiire gére Candida tiirlerinde atim pompasina bagl
direncin gosterildigi caligmalarin neredeyse tamami molekiiler ve/veya akim
sitometri yontemleri ile yapilmistir. Ancak bu testler pahali ve zor oldugundan,
direngli klinik izolatlarda direncin mekanizmasini aragtirmak ve bdlge ya da hastane
diizeyinde epidemiyolojik veriler elde etmek {izere gelistirilebilecek fenotipik
testlerin yararli olabilecegi gorlisii yayginlagmistir. Bu goriise dayanarak
calismamizda mikrodiliisyon yontemini ve literatiirde yalnizca 2 calismada
rastladigimiz agar disk difiizyon metodunu fenotipik testler olarak uyguladik.

Yapilan ¢aligmalarda herhangi bir ilaca karsi direncin atim pompalarina baglh
oldugunu gostermek i¢in, pompa inhibitdriiniin Onerilen sabit miktardaki varliginda
kokeni 6ldiirmeyen / iiremesini inhibe etmeyen ancak, o ilaca kars1 orijinal MiK
degerinde duyarlilik diizeyinde diisiise yol acgacak inhibitér konsantrasyonu goz
Online almmustir. Direngli kokenlerin inhibitér madde varliginda duyarliya
doniismesi atim pompalarmin inhibisyonunun gostergesi olarak kabul edilmistir (12,
33).

Calismamizda bu yaklasimdan yola ¢ikarak 3 farkli pompa inhibitorii
(ibuprofen, clorgyline ve tetrandrine) 6zelligine sahip oldugu ileri siiriilen maddeleri
kullanarak, iki fenotipik yontem ile kendi hastanemizdeki direngli kandida
izolatlarinda, azol direncinin olast atim pompalarna bagli olup olmadigim
gostermeyi ve bu amaca yonelik en dogru fenotipik yontemi belirlemeyi ve boylece
rutin uygulamaya ve literatiire katkida bulunmay1 hedefledik.

Bu konuda literatiirde en fazla ¢aligma ibuprofen ile yapilmistir.

Non-steroidal, antiinflamatuvar ilag olarak klinik kullanimda yer alan ibuprofen,
son yillarda yapilan c¢alismalarda C.albicans’ da CDR1 ve CDR2 genlerinin
ekspresyonunu inhibe eden pompa inhibitorii olarak 6nerilmistir (33).

Calismamizda ibuprofenin referans kokenler tizerindeki etkisi mikrodiliisyon
metodu ile incelendiginde; bu maddenin varliginda, FCZ Di 95-142 C.albicans
kdkeninin MIK diizeyi 128°den sadece 32pg/ml’ye diismiistiir. Ayn1 kdken icin agar

disk difiizyon testinde de inhibisyon zonu olugsmamis olmasi bu iki yontem arasinda
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uyumlu bir sonug olarak degerlendirilebilir. FCZ Di 12-99 ve DSY-292 referans
C.albicans kokenlerinde ise bu maddenin varliginda her iki yontemle de FCZ’nin
orijinal etkinliginde bir degisiklik gbzlenmemistir (Tablo-3, 5, 7) ; bu durum
kokenlerde, CDR disinda diger mekanizmalarin da varligi ile agiklanabilir. Bu
gozlemimiz, Ricardo ve ark. galismasindaki, ibuprofenin CDR iizerindeki inhibitor
etkisinin diger direng genlerinin de aktif olmasi1 durumunda anlamsiz kaldig: bulgusu
ile uyumludur (33).

Calismamizda albicans disi diger FCZ Di referans Candida kokenlerini
irdeledigimizde, her iki yontemle de ibuprofenin pompa inhibisyonu olarak kabul
edilen diizeyde bir degisime yol agmamis olmasini, bu maddenin literatiir 1s181nda
sadece C.albicans’da CDR1 ve CDR2 pompalarini bloke edebiliyor olmasiyla
aciklamak mimkiindiir (Tablo-3, 5, 7). Benzer olarak Pina ve ark. , 28 FCZ Di
C.albicans kokeninin 20 sinin ibuprofen varliginda duyarli hale doniistiglini
gozlemlemisler ve bunu kokenlerdeki disa atim pompalarin inhibisyonu ile
aciklamiglardir. Arastirmacilar FCZ Di 5 C.glabrata kokeninde ise ibuprofen
varliginda MIK degerlerinde degisim saptamamuslardir (32).

Ricardo, E. ve ark. , 2009 yilindaki 62 C.albicans ( 20 FCZ Du, 42 FCZ Di)
izolat1 ile yapmis olduklar1 genis kapsamli calismada, duyarl kdkenlerin ibuprofen
varliginda MIK degerlerinin degismedigini, FCZ Di kokenlerin 40’ min duyarli hale,
I’inin DBD’ye doniistiigiinii ve diger kokenin ise direngli olarak kaldigim
bildirmislerdir. Arastirmacilar bu kokenleri agar diflizyon yontemiyle, kanitlanmis
bir pompa inhibitdrii olan FK506 varliginda tekrar degerlendirmislerdir. Ibuprofen
varliginda duyarlilasan kokenler agar difiizyonda FK506 nin sub-MIK degerlerinde
inhibisyon zonu olusturmuslardir ve bu iki sonuca gore bu kokenlerde baslangi¢daki
direncin disa atim pompalarina bagli oldugu one siiriilmistiir. Arastiricilar bu
sonuglart molekiiler yontemler ile dogrulamak ftizere, revers transkriptaz PZR ve
takiben gercek zamanli PZR yontemlerini kullanmuslardir. ibuprofen ile MIK
degisimi gosteren veya gostermeyen direngli kokenlerde CDR1 ekspresyonu, FCZ’ye
kars1 bastan duyarli olan kokenlere gore yiiksek bulunmustur. Bu farklilik 6zellikle
bastan duyarli ve ibuprofene ragmen direngli kalanlar arasinda anlamli iken (
P=0,008); duyarliya doniisen ve bastan duyarli olanlar arasinda anlamsiz

bulunmustur (P>0,05). CDR2 ekspresyonu agisindan bakildiginda bastan duyarl ile
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direngli kalanlar ya da duyarliya dontisenler arasinda anlamli farkliliklar vardir.
Fakat iki direngli grup arasinda CDR2 ac¢isindan anlamli bir fark bulunmamistir. Bu
durumda ibuprofenin CDRL iizerine inhibitor etkisinin CDR2’ye gére daha giiglii
oldugu goriisiine varilmistir. Bu ¢alismaya gore bu inhibitdr, direngli iken duyarliya
doniisen ya da doniismeyen kokenlerde CDR1 ve CDR2 genlerinin eksprese edilmesi
acisindan anlamli bir degisiklik yapmamis fakat, muhtemelen o6zellikle cdrlp
(pompa) tizerinde blokaj yaparak maya hiicrelerini duyarli hale doniistirmiistiir (33).

Ibuprofen, klinik izolatlar {izerindeki etkisi agisindan incelendiginde, sivi
mikrodiliisyon deneylerinde; FCZ’ye yiiksek diizeyde direngli 2 adet C.albicans
izolatinda (CA-1,2) >4 MIK diisiisine yol agarak bu kokenleri duyarli hale
getirmistir. Bu 2 koken icin agar disk difiizyon metodunda inhibisyon zon olusumu
gbdzlenmemistir. Sivi mikrodiliisyon sonuglari, bu iki kdken i¢in olast bir pompa
varhigimi diisiindiirmiis iken agar difiizyon ile uyumsuzluk gostermistir (Tablo-4, 6,
7).

Yiiksek MIK degerlerine sahip klinik C.glabrata kékenlerini (CG1, 2, 3, 4, 5, 6)
ele aldigimizda, her iki yontemle de ibuprofenin olasi CDR pompa varligim
gosterebilen herhangi bir FCZ MIK diisiisiine yol agmadig1 saptanmustir. Bu durum
yukarida referans kokenlerde de belirtildigi gibi, ibuprofenin yalnizca C.albicans
CDR genlerinin inhibisyonu ya da cdrlp blokaji tarzindaki etkileri ile agiklanabilir
(Tablo-4, 6, 7) (33).

FCZ igin Di ve DBD ozelliklerine sahip iki adet klinik C.krusei kokeninde (CK-
1,2), bu madde her iki yoéntemle de pompa varligini gésteren bir MIK degisikligine
neden olmamustir. Bu da C.krusel kokenlerinde atim pompalari digt mekanizmalarla
aciklanan intrensek direngle uyumlu bir bulgudur (Tablo-4, 6, 7) (11).

Elde ettigimiz sonuglara gore ibuprofenin iyi bir CDR inhibitorii olabilecegi
mikrodiliisyon yontemi ile gosterilmistir. Ancak deneylerimiz C.albicans (CA-1,2)
kokenlerinde dahi, agar difiizyonda beklenenin tam tersi bir sonu¢ vermistir. Bu
durumu da ibuprofenin agar ortaminda iyi difiize olmamasi ile agiklayabiliriz.
Dolayisiyla ibuprofen literatiirle uyumlu olarak sadece FCZ direngli C.albicans
kokenlerinde olast pompa varliginin taranmasi agisindan mikrodiliisyon yontemi ile

uygulanabilir bir inhibit6r olarak 6nerilebilir.
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Literatiirde pompa inhibitorii olarak bildirilmis olan bir diger madde ise
tetrandrindir.

Tetrandrine (TET) 1950’den beri Cin’de antihipertansif olarak kullanilmakda
olan bitkisel bir iiriindiir. Ilk kez 1997°de yapilan bir calismada MDR eksprese eden
tiimor hiicrelerinde MDR’yi modiile edici bir potansiyele sahip oldugu saptanmustir.
Hayvan deneylerinde tiimér hiicrelerinde MDR ekspresyonunu inhibe ederek ¢oklu
ilag direncini geriye doniistiirdiigii, timorlerde kiigiilmelere ve hayvanlarda yasam
stiresinin uzamasina neden oldugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
TET’in C.albicans’da CDR1,CDR2 ve MDR pompalarini inhibe ettigi gosterilmistir
(16).

Literatiirde bu madde ile ilgili ¢alismalar sadece C.albicans ile olup, sinirli
sayidadir. Bu nedenle oncelikle referans ve klinik C.albicans kokenlerimize ait
sonuglar1 degerlendirdik.

Calismamizda, sekiz referans koken i¢inde FCZ direngli olan 95-142 C.albicans
kokeninde (128 pg/ml) TET, FCZ MIK degerinde 4 kat diisiise yol agmistir; ancak
bu diisiis kokenin MIK degerini sadece DBD (32 pg/ml) diizeyine indirmistir (Tablo-
3, 7). Bu sonucu literatiir 1s1¢inda degerlendirecek olursak, Zhang, H. ve
arkadaslarmin 2009 yilindaki ¢alismasinda, MIK diizeyleri 0.250-64 pg/ml olan 16
adet C.albicans kokeninde 30pg/ml TET varliginda FCZ MIK diizeylerinin 0,125-
16 pg/ml’ye diistiigii bildirilmisdir. Ayni1 ¢alismada TET varliginda bu kdkenlerdeki
MDR1, FLUI, CDRI, CDR2 disa atim pompa genlerinin mRNA diizeyinde
ekspresyonlarinin inhibe edildigi gosterilmistir. MDR ekspresyonunda diisiisii en ¢ok
Di kokenlerde saptamiglardir. FLU-1 gen ekspresyonu da hem DBD hem Di
kokenlerde TET varliginda 6nemli diizeyde diisiis gostermistir. CDR1ve CDR2
genleri ise Du, DBD ve Di kokenlerde hatta MIK diizeyleri ayni olan kokenler
arasinda bile farkli diizeylerde eksprese edilmekte olup, TET varliginda da diistisleri
farkli  diizeylerde olmustur (47). Calismamizda TET’in 40ug/ml  sabit
konsantrasyonunda yani arastirmacilarinkinden daha yiiksek degerde dahi, FCZ
direncinin, sadece DBD diizeyine diigmiis olmas1 yukaridaki ¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir; ek olarak agarda da inhibisyon zonu gozlenmemistir. Her iki
fenotipik yontemle de bu referans kdkenin duyarhi diizeye diismemis olmasi yiiksek

MIK diizeyinin sadece CDRI1, CDR2 ile baglantili olmasi ve bunlarin
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ekspresyonlarinin muhtemelen farkli diizeylerde azalmasi ile iligkilendirilebilir (
Tablo-3, 7).

FCZ direngli diger referans koken DSY-292 C.albicans’da ise, TET her iki
fenotipik yontemde de FCZ MIK degisime yol agmamistir. Bu sonug bu kokende
CDR ekspresyonu olmamasi ancak mevcut MDR ekspresyonunun yanisira ERG11
mutasyonu gibi gii¢lii bir direng mekanizmasiin da varligi ile agiklanabilir ( Tablo-
3,5, 7).

FCZ DBD 95-190 C.albicans referans kokenimizde ise herhangi bir MiK diisiisii
olmadig: gibi, agarda inhibisyon zonu da meydana gelmemistir ( Tablo-3, 5, 7). Bu
sonu¢ Zhang, H. ve ark. , bulgularina dayanarak, DBD kdkenlerde CDR pompa gen
ekspresyonunun farkli diizeylerde olmasindan dolay1, TET varliginda anlamli MiK
diistislerinin gézlemlenmemesi ile agiklanabilir (47).

FCZ Di 12-99 C.albicans kokeninde ilging olarak TET varliginda FCZ igin
64pg/ml MIK degeri, >256’ya yiikselmistir. Literatirde de rastlamadigimiz bu
durumu herhangi bir olgu ile agiklayamamaktayiz (Tablo-3, 7).

Tetrandrinin klinik C.albicans izolatlarimiz iizerindeki etkisi incelendiginde,
FCZ DBD olan CA-3 kokeninde MIK diisiisii ve zon olusumu gdzlenmemesi
referans kokenler ile uyumluluk olarak degerlendirilmistir. Benzer olarak 512pg/ml
MIK diizeyinde degisiklik olusturmadigi kdken (CA-2) i¢in bu maddenin inhibisyon
zonu da olusturmamis olmasi muhtemelen kokendeki atim pompasi dis1 olasi
mekanizmalar ile ozellikle de ERGI1 agir1 ekspresyonu ya da mutasyonlar ile
aciklanabilir. Ancak FCZ i¢in 512pg/ml diizeyinde diren¢ gosteren CA-1
izolatimizda TET’ in 0,5 pg/ml duyarhilik diizeyinde doniisiime yol agmasina karsin,
agar diflizyonda inhibisyon zonu olugsmamasi bu koken i¢in beklenmeyen bir
sonugtur. Bu durum TET’in agardaiyi difiize olmamasi ile agiklanabilir (Tablo-4, 6,
7).

Calismamizda TET’in C.glabrata tiirii tizerindeki etkisi ilk kez incelenmistir.
Bu nedenle referans ve klinik C.glabrata kdkenlerimiz {izerine bu maddenin etkisini
ayrica degerlendirdik. Referans kokenleri irdeledigimizde; FCZ Di DSY- 565
C.glabrata kokeninin TET varliginda MIK degerinde 4 kat ancak DBD diizeyinde

bir azalma goriilmiistiir. Bu da bu kdkende CDRI {izerine inhibitor etkisi olsa da,
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ERGI11 asir1 ekspresyonun baskin mekanizma oldugunu akla getirmistir. FCZ Di
Y EM-19 kékeninde ise anlaml1 bir MiK diisiisii gozlenmemistir (Tablo- 3, 7).

FCZ DBD DSY-530 ve Du DSY-562 C.glabrata referans kokenlerinde TET
varliginda MIK degisimi ve inhibisyon zonu gériilmemesi, referans C.albicans’ larda
One siirdiiglimiiz gibi, atim pompalarinin diisiik ekspresyonu ile iligkilendirilebilir
(Tablo-3, 5, 7).

Klinik C.glabrata izolatlarimiz tizerinde TET etkisini inceledigimizde ise
referans kokenlerle uyumlu olarak, direngli 3 kékende ( CG-2, 3, 4) DBD diizeyinde
MIK degisimi gdzlenirken, FCZ DBD kokenlerde (CG-5, CG-6 ) ise anlamli MIK
degisimleri saptanmamustir. Yiiksek diizeyde dirence sahip (256pug/ml) izolatimizda
(CG-1) TET’in 1 dilisyonluk diisiis saglamasina ragmen koken direngli olarak
kalmistir. Tim bu izolatlarda TET’ in anlaml bir etki gostermemesi muhtemelen
C.glabrata tiirtinde atim pompalarinin bazal diizeyde ¢alismasi ya da izolatlarimizda
bunlarin diginda olasi diren¢ mekanizmalarinin varligr ile agiklanabilir (Tablo-4, 7).

Referans ve klinik kokenlerimizin hi¢ birinde agarda inhibisyon zonu
olugsmamasi biiyiik 6l¢iide (CA-1 klinik kdkenimiz disinda) mikrodiliisyon yontemi
ile uyumu yansitmaktadir. Ancak bu uyum da tetrandrinin ideal bir pompa inhibitorii
olmamasi kuskusunu ortadan kaldirmamaktadir (Tablo-5, 6, 7).

TET FCZ Di ve DBD klinik C.krusei kokenlerimizde her iki yontemde de olasi
pompa varligin1 gosterebilecek herhangi bir etki ortaya ¢ikarmamustir ( Tablo-4, 6,
7).

Calismamizda kullandigimiz inhibitorlerden biri de 2012 yilinda literatiire
girmis olan clorgyline maddesidir.

Clorgyline, kullanimdan kaldirilmis bir antidepresandir. Bu maddenin
kandidalarda diga atim pompa inhibitorii oldugunu bildiren tek ¢aligma mevcuttur.
Holmes ve ark. , 2012°de yaptiklar1 bu ¢alismaya gore; clorgyline’in C.albicans ve
C.glabrata’da CDR1, CDR2 ve MDR pompa inhibitorii olarak FCZ direncini geriye
dontistiirebildigini gostermislerdir (12).

Calismamizda clorgyline, sivi  mikrodiliisyon deneylerinde, referans
kokenlerimizden Di C.albicans, 12-99, 95-142, DSY-292 ve C.glabrata; DSY -565,
YEM-19 kokenlerinde direngliden duyarli diizeye diisiisiin yanisira agarda genis

inhibisyon zonlarinin olusumuna yol agmistir (Tablo 3, 5, 7 ). Bu sonug clorgylinin
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bu kokenlerimizde CDR1, CDR2 ve MDR ekspresyonu iizerine kuvvetle inhibitor
etkili oldugunu gostermistir. Dolayisiyla bu referans kdkenlerde FCZ direncinden
major sorumlu mekanizmanin disa atim pompalari1 oldugunu ileri siirebiliriz.

Clorgyline, FCZ MIK degerleri DBD diizeyinde olan 95-190 C.albicans ve
DSY-530 C.glabrata kokenleri iizerinde, mikrodiliisyon ve agar difiizyonda
pompalarin inhibisyonu ag¢isindan etkisiz kalmistir (Tablo-3, 5, 7). Yukaridaki
orneklere benzer olarak bu iki kdkende CDR1 ve CDR2 pompalarinin yiiksek
diizeyde eksprese olmamasi ve bu nedenle clorgylinden ekspresyon diizeyinde
etkilenmemeleri s6z konusu olabilir.

Clorgyline i¢in klinik kokenleri inceledigimizde; FCZ Di CA-1, CA-2 ve CG-1,
2, 4 kokenlerinde MIK degerlerinde duyarlilik diizeyinde >4 kat diisiis ve CG4
kokeni harig, diger izolatlar icin paralel olarak agar difiizyonda da genis inhibisyon
zonu gdzlenmis olup bu izolatlarda FCZ direncinin olas1 atim pompalari ile baglantili
oldugunu one siirebiliriz. DBD C.albicans (CA-3) ve DBD C.glabrata (CG-5,6)
izolatlarinda duyarlilik sinirinda da olsa sadece 1 diliisyon diisiis goriilmiistiir; bu
kokenlerde biiyiik olasilikla disa atim pompalarinin yiiksek diizeyde aktif olmadigini
dolayisiyla clorgylinin de anlamli bir etki gostermedigini ileri siirebiliriz. Di CG3
kokeninde ise DBD diizeyinde MIK diisiisii gézlenmistir. Agarda inhibisyon zonu
olusmamasi da bu kdokenler agisindan mikrodiliisyonla uyumlu bir sonugtur (Tablo-4,
6, 7). Bulgularimiza gore gerek referans gerekse klinik kokenlerimizde clorgylinin
sadece yiiksek diizeyde eksprese olan atim pompalar1 i¢in iyi bir inhibitdr oldugu
goriilmektedir. Bu daHolmes ve ark. , calismasi ile uyumludur (12).

FCZ Di CK-1 ve DBD CK-2 klinik kdkenlerinin FCZ MIK degerlerinde
clorgyline varliginda anlaml bir degisiklik gozlenmedigi gibi bu sonugla uyumlu
olarak agarda da inhibisyon zonu saptanmamistir ( Tablo-4, 6, 7). Dolayisiyla bu iki
kokende direng, diger pompa inhibitorleri ile elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu
olarak, pompa dis1 mekanizmalarla iliskilendirilebilir.

Literatiirde clorgylinin kandidalarda pompa inhibitorii oldugunu gosteren tek
calisma, 2012°de Holmes ve ark., (12) tarafindan yayinlanmistir. Arastirmacilar bu
calismada sadece CDR ve MDR eksprese eden FCZ direngli C.albicans ve
C.glabrata kokenlerinin bu antifungale karsi clorgyline varliginda duyarli hale

doniistiiklerini agar disk difiizyon yontemiyle gostermisler ve bu bulgularini sivi
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mikrodiliisyon ve akim sitometri ile de dogrulamiglardir. Fakat hem C.kruse
kokenlerinde hem de bu kokenlerin diga atim pompa genleri ile elde ettikleri
rekombinant Saccharomyces cerevisiae kokenlerinde bu maddenin CDR ve MDR
pompalarinda etkili olmadigin1 gostermisler ve C.krusei kokenlerinde direncin
pompa dist mekanizmalara bagli oldugunu birkez daha kanitlamislardir.
Calismamizda referans ve klinik kokenlerimizle elde ettigimiz sonuglar hem
uyguladigimiz yontemler arasinda hem de Holmes ve ark., bulgulan ile yiiksek
uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda negatif kontrol olarak kullandigimiz FCZ Du DSY-562
C.glabrata ve C.albicans ATCC 90028 kokenlerimiz ile ilgili sonuglara gore 3
pompa inhibitoriiniin islerligi agisindan her iki yontemle de uyumlu ve beklenen
sonuglar elde edilmistir (Tablo-3, 5, 7).

Son 10 yil iginde, immiinokompromize hastalarda C.glabrata’ya bagh
kandidemilerde artis vardir. Ancak, bu hastalarin ¢ogunda Onceden azol grubu
ilaglarla karsilagsma s6z konusudur. Flukonazole in vitro DBD ya da direng gosteren
izolatlarda, VOR’e karsi da capraz direng bildirilmistir. Bu hasta gruplarindaki
kolonizan kokenlerle yapilan ¢alismalarda da, FCZ veya VOR ya da ITRA’ya maruz
kalindiginda her ii¢ ilaca karsi MIK degerlerinde artis gdzlenmistir; yani bir ¢apraz
direng gelisimi s6z konusudur. CLSI’a dayali duyarlilik testlerinde FCZ duyarli olan
kokenlerin VOR’e de duyarli olduklari; ancak FCZ MIK degeri >64 olan izolatlarn
ise VOR’e de direngli olduklari belirlenmistir. Bundan yola ¢ikarak o6zellikle
C.glabrata icin baglangicta saptanan FCZ direncinin VOR direnci i¢in bir belirteg
olabilecegi ileri siirilmiistiir (29, 31).

Ancak caligmamizda FCZ Di 3 adet C.glabrata izolatindan ikisi (CG2,CG3)
VOR ve ITRA ya kars1 duyarl olarak saptanmustir; digeri ise (CG-4) VOR e duyarl,
ITRA’ya direngli bulunmustur. FCZ i¢in DBD olan CG-5, CG-6 ise CG-4’¢ benzer
olarak VOR’e kars1 duyarli ¢ikarken, ITRA’ya kars1 direngli saptanmustir. Ornek
sayis1 az olmakla birlikte bu sonuglar hastanemizdeki C.glabrata izolatlarinda heniiz
VOR agisindan bir direng tehlikesinin bulunmadigini gostermektedir. FCZ Di ve
DBD olan CK-1 ve CK-2 izolatlarimiz ise diger iki azole karsi duyarli olarak
saptanmustir. Literatiirde de FCZ direngli C.krusel kokenlerinde diger azollere karsi
capraz direng olmadigi bildirilmistir (11) (Tablo-8).
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Calismamizda dikkat ¢ekici bir bulgu olarak; biri FCZ Di (2008 izolat1) digeri
ise FCZ DBD (2012 izolat1) olan 2 adet C.albicans kokeni (CA-2 ve CA-3) diger iki
azole de direngli bulunmus ve bu kokenler ¢apraz direngli olarak degerlendirilmistir (
Tablo-8 ). 2001-2005 arasinda yapilan genis kapsamli bir calismaya gore
C.albicans’da her 3 ilaca direng oran1 yalnizca % 0,2°dir (44).

Literatiirde, atim pompalarina bagli FCZ direnci gosteren Candida kdkenlerinde,
diger azollere de ¢apraz direng gelisebilecegi bildirilmistir (9). Bunlarla uyumlu
olarak calismamizda olas1 bir pompa varligini ileri siirdigiimiiz CA-2 ve CG-1
kokenlerinde hem ITRA hem VOR capraz direngleri goriiliirken; CG-4, CG-5,CG-6
kokenlerinde ise sadece ITRA ya capraz direng goriilmiistiir (Tablo-8).

Koken sayist az olmakla birlikte azollere ¢oklu direng saptadigimiz tiim
kokenler invazif enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmis olup, bu durum hastanemizde
risk altindaki hastalardan izole edilen kolonizan kokenlerde de hem ¢apraz direng
hem de olasi disa atim pompalarmin varligi agisindan taramalarin yapilmasi

gerekliligini diisiindiirmiistiir.

SONUC

FCZ’ye direncin disa atim pompalarina bagli oldugunu gdstermek amaciyla
kullanilabilecek ideal bir pompa inhibitorii, s6z konusu antifungale karsi direncli
maya hiicrelerini tekrar duyarli hale getirebilmelidir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar arasindaki uyuma ve FCZ Di referans ve
klinik kokenler iizerindeki giiglii etkinligine dayanarak clorgylinin ideal bir atim
pompasi tarama inhibitorii olarak kullanilabilecegini dngdrmekteyiz.

Uyguladigimiz iki fenotipik yontemi karsilastirdigimizda, 3 pompa inhibitorti ile
de CLSI’ya dayali sivi mikrodiliisyon yontemi, pompa taramalari agisindan agar
diflizyon yontemine gore daha iistiin bulunmustur.

Literatire  katkida  bulunabilecek  verilerimizin  dogrultusunda  rutin
laboratuvarlara yonelik onermelerin yapilabilmesi igin, sonuglarimizin daha fazla

kokenle ve RT-PZR gibi molekiiler yontemlerle de dogrulanmasi gerekmektedir.
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