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OZET

Bu ¢alismada Trichosporon asahii kdkenlerinde virtilans faktorlerinin ve antifungal

ajanlara duyarliligin arastirilmasi amaglandi.

Idrar, kan ve plevra sivis1 &rneklerinden izole edilen 21 Trichosporon asahii
kokeninin asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz enzim aktiviteleri, epitel hlcrelerine adezyonu,
hicre ylzey hidrofobisitesi ve slime Uretimi arastirildi. Caligmaya alinan 21 kokenin
hicbirinde asit proteinaz ve fosfolipaz akitivitesi saptanmaz iken tim kokenlerde esteraz
aktivitesi pozitif bulundu. Yizey hidrofobisitesi, mikrokire yontemi ile %76 ile %100
arasinda bulundu. Epitel hiicrelerine %51 ile %287 arasinda baglanarak adeziv ozellik
gosterdikleri saptandi.  Slime Uretimini belirlemek icin modifiye tiip testi yapildi.
Kokenlerin %52.4’linde orta, %28.6’sinda zayif, %19’unda kuvvetli slime {retimi

saptandi.

Amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve kaspofunginin, 21 T asahii
izolatina kars1 in vitro aktivitesi, CLSI M27-A2 referans mikrodillisyon yontemi ve E test
yontemi ile belirlendi. Izolatlarin tiimiiniin amfoterisin B MIK degerleri >2.0 pg/mL idi.
Itrakonazol ve dzellikle de vorikonazol, tiim izolatlara in vitro olarak en etkili ilag bulundu.

Ekinokandin olan kaspofungin, T asahii kdkenlerine kars1 aktivite géstermedi.

T asahii’nin viriilans faktorleri ve antifungal ajanlara duyarliliklar1 hakkinda
literatiirdeki veriler heniiz yetersiz oldugundan, bu sonuglarin literatiirdeki mevcut verilere

katk1 saglayabilecegi diistintildii.

Anahtar sozcukler: Trichosporon asahii, virlilans faktorleri, antifungal duyarlilik,
mikrodillsyon, Etest



SUMMARY

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS AND ANTIFUNGAL
SUSCEPTIBILITIES OF GENOTYPE 1 AND 3 TRICHOPORON ASAHII
STRAINS

In this study, we aimed to investigate the virulence factors and susceptibility to

antifungal agents of Trichosporon asahii strains.

Acid proteinase, phospholipase, esterase enzyme activities, epitelial adhesion, cell
surface hydrophobicity and slime production of a total of 21 Trichosporon asahii strains
from urine, blood and plevra fluid were investigated. In this study, in none of the 21
strains acid proteinase and phospholipase acitivities could be detected, while all were
found to be esterase positive. Cell surface hydrophobicity were found between 76% and
100% by using microspheres assay. Adhesive properties by the binding to epitelial cells
were between 51%-287%. Establishing the production of slime, modified tube assay was
performed. 52.4% of strains were found to be moderate producers (++), 28.6% of strains

were weakly positive (+) and 19% of strains were defined as strongly positive producers.

In vitro activities of amphotericine B, fluconazole, itraconazole, voriconazole and
caspofungine against 21 isolates of T asahii were determined by the CLSI M27-A2
reference microdilution method and Etest method. All isolates exibited amphotericin B
MICs >2.0 ug/mL. Itraconazole and voriconazole were the most potent agents in vitro
against all isolates, particularly voriconazole. The echinocandin, caspofungin,

demonstrated no activity against T asahii.

Since the current data on virulence factors and antifungal susceptibilites of T asahii

is insufficient already, these results may contribute to the present data in the literature.

Key words: Trichosporon asahii, virulence factors, antifungal susceptibility,
microdilution, Etest



1. GIRIS

Funguslar dogada yaygin olarak bulunurlar. Immiinsiiprese konakta genellikle hizl
ilerleyen, cesitli organ ve sistemleri tutan invaziv seyirli enfeksiyonlara yol agma
potansiyeli gosterirler. Son yirmi yil iginde kanser, immun yetmezlik, kollajen doku
hastaliklarinda, organ nakli olanlarda, genel durumu kotl hastalarda yasam siirelerinin
uzamasl, invaziv girisimlerin artmasi, genis spektrumlu ¢oklu antibiyotik kullaniminin,
steroid kullaniminin artmasi gibi nedenlerden O6tlri immunsiprese hasta sayisinin
artmasina paralel olarak; fungal etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin olusturduklar

mortalite ve morbidite de giderek artmaktadir (1, 2).

Nozokomiyal enfeksiyonlara yol acan etkenlerin yaklagik %10’unu olusturan
funguslar i¢inde en sik izole edilen etkenler Candida ve Aspergillus tirleridir (3). Son 20
yil iginde Ozellikle hematolojik malignitesi olan nétropenik hastalarda, antifungal ajanlara
kars1 direng gosteren ve nadiren enfeksiyon olusturan diger mantar etkenleri artan siklikla
izole edilmeye baslanmistir (4-6). Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus
neoformans gibi sik goriilen firsatg1 etkenlerin haricinde “nadir gorilen ancak 6nemi
giderek artan fungal etkenler” olarak tanimlanan mikroorganizmalarla olusan ciddi, yasami
tehdit eden enfeksiyonlar daha sik goriilmeye baslamistir (6, 7). Klinisyenlerin ve
mikrobiyoloji uzmanlarmin goézden kagirmamasi gereken husus; bagisiklik sistemi
baskilanmis bir konak igin herhangi bir fungusun, oldirict bir enfeksiyon etkeni
olabilecegi ve bu etkenin laboratuvarda izole edildiginde kontaminan olarak
diistiniilmemesi gerektigidir. Fungal bir etkenle olusan ciddi bir enfeksiyonun tanisi, klinik
stiphe ile birlikte kiiltiir ve histopatolojik inceleme i¢in uygun materyalin alinmasina
baghdir. Etkenin kiltirde izolasyonu ve identifikasyonu tanida olduk¢a 6nemlidir. Bazi
fungal etkenler standart antifungal ajanlara direngli oldugundan alternatif antifungal ilag

kullanimini ya da ek bir cerrahi girisimi de gerektirebilir (7).

Trichosporon turleri nadir goriilen ancak sikligi giderek artan fungal etkenler
arasinda yer almaktadir. Trichosporon tiirleri dogada (toprak, su, bitkiler) yaygin olarak
bulunurlar. Insanda deri, solunum yollar1, gastrointestinal ve genitodriner sistemde flora

uyesi olarak yer alabilirler (8). Kutandz enfeksiyonlara yol acabildikleri gibi 6zellikle
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hematolojik malignite, Edinsel Bagisiklik Yetmezlik Sendromu (AIDS), yanik, solid
tumorla olgularda, sistemik, lokalize ya da dissemine enfeksiyona neden olabilmektedirler.
Immiinsiiprese olmayan konakta da nadiren enfeksiyon olusturabilirler. GOz cerrahisi
sonrasi, protezi bulunan, intravendz ila¢ kullanan ya da periton diyalizi olan hastalarda

olgu sunumlari tarzinda bu tip enfeksiyonlar nadir de olsa bildirilmektedir (9).

Trichosporon tir funguslar enfeksiyon etkeni olarak seyrek goérilmekle birlikte;
antifungal tedaviye nispeten direncli etkenlerdir (8). Konakta prognozu kéti, mortalitesi
yuksek (%80) enfeksiyonlar olustururlar. Etkenin hizli ve dogru identifikasyonu, tedavi

basarisinda ciddi rol oynamaktadir (10).

Trichosporon genusunda yer alan tiirlerden insanda hastalik etkeni olarak T asahii
ve T mucoides sistemik enfeksiyonlara, T cutaneum ve T asteroides Yyiizeysel
enfeksiyonlara, T ovoides ve T inkin sagli deri ve genital bdlgede ak piedraya neden
olabilmektedir. Buna ek olarak Trichosporon tirlerinin yaz tipi asir1 duyarlilik (Summer

type hipersensitivity) pndmonisine neden olduklari da gosterilmistir (11-12).

Son yillarda artan izolasyon sikliklar1 nedeniyle Trichosporon tirlerinde virdlans
faktorleri ve antifungal duyarlilik iizerine yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Candida turlerinde adezyon (mukoza epitel hiicrelerine yapisma), dimorfizm (hif
Ureterek fagositoza direng gosterme), toksin ve enzim (proteinazlar, fosfolipazlar ve
lizofosfolipazlar) liretimi gibi baz1 viriilans faktorlerinin patogenezde rol oynadigina iliskin
caligmalar mevcuttur (13). Ancak ¢ok daha nadir olarak gorulen; 6zellikle imminstprese
konakta mortalitesi ylUksek enfeksiyonlara yol agan Trichosporon kdkenleri i¢in bu konuda

cok sinirli sayida yayin vardir (14).

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)’in (eski adiyla National Committee
for Clinical Laboratory Standards, NCCLS), M27-A3 dokiimaninda (15), Candida ve
Cryptococcus tirlerinde in vitro mikrodiliisyon antifungal duyarlilik yontemleri ve
duyarlilik sinirlarina  (breakpoint degerleri) iliskin detayli bilgi olmasina ragmen

Trichosporon kdkenleri ile ilgili bir standardizasyon yer almamaktadir.



Bu ¢alismada Trichosporon asahii kdkenlerinde virtilans faktorlerinin ve antifungal

ajanlara duyarlili§in arastirilmasi1 amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

Trichosporon kelimesi, Yunanca sa¢ anlamina gelen “Trichos” ve spor anlamina
gelen “sporon” kelimesinin birlesiminden tiiremistir. ilk Trichosporon klinik izolat1, 1867
yilinda ak piedra nodiillerinden yapilan kiiltiirde izole edilmistir. Behrend 1890 yilinda
etkeni detaylica tanimlayarak Trichosporon ovoides olarak adlandirmigs ve insanlarda
yuzeyel mikoz etkeni fungal izolatlar1 gruplandirmistir. Bundan sonra da diger
Trichosporon tirleri rapor edilmeye baslanmistir.  Vuillemin 1902 yilinda tim
Trichosporon tiirlerini  artrosporlu maya anlaminda Trichosporon beigelii olarak
tanimlamistir. Beurmann 1909 yilinda bir cilt lezyonundan aldig1 6rnekten kiiltiir yaparak
etkene Oidium cutaneum adin1 vermistir. Ota tarafindan 1926 yilinda ayni etken
Trichosporon cutaneum olarak yeniden adlandirilmistir. Diddens ve Lodder 1942 yilinda
T beigelii ve T cutaneum’un ayni tiir oldugunu belirtmislerdir. T beigelii yillarca ¢evresel
ve saprofitik bir fungus olarak ve ak piedra’nin etkeni olarak bilinmistir. Trichosporon
tirleri ile olusan sistemik enfeksiyon ise ilk olarak 1970 yilinda serebral abseli bir hastada

tamimlanmig ve T cutaneum tremesi olarak raporlanmistir (8).

2. 1. Epidemiyoloji

Trichosporon tirleri Candida tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlara benzer sekilde
yasami tehdit eden fungemi ve dissemine enfeksiyonlara yol acabilmektedir (16).
ARTEMIS Global Antifungal Siirveyans Programi verilerine gore, klinik 6rneklerden izole
edilen non Candida mayalar iginde Trichosporon tiirleri en sik izole edilen etkenler
arasinda %10.7 siklikla 3. sirada yer almaktadir (17). Hematolojik malignitesi olan
hastalarda mayalarla gelisen fungemilerde, Candida tiirlerinden sonra en sik rastlanan
etken Trichosporon tirleridir. Amfoterisin B ve ekinokandinlere direngli olmalar1 ve kotii
prognoza sahip olmalar1 karakterize 6zellikleridir. Invaziv fungal enfeksiyonlara yol acan
baslica Trichosporon tirleri daha Onceleri T beigelii olarak tanimlanan T asahii, T
asteroides, T cutaneum, T inkin, T mucoides, T ovoides'dir (18). Trichosporon tirleri (T
asteroides, T cutaneum, T inkin, T ovoides) invaziv enfeksiyonlar disinda, ak piedra olarak

adlandirilan yiizeyel enfeksiyonlar; T asahii, T dermatidis turleri ise Japonya’da yaygin

4



olarak gorilen yaz tipi asir1 duyarlilik pndmonisinin etkeni olarak da gosterilmislerdir (6,
8).

2.2. Risk Faktorleri

Trichosporon tirleri solid organ ve hematolojik kok hicre transplant alicilarinin
yani sira; en sik 16semi olmak (izere immunkompromize hastalarda fatal enfeksiyonlara yol
agmaktadirlar. Risk faktorlerinden en sik goriilenleri asagida siralanmustir (6, 18);

1. Néotropeni
Kortikosteroid kullanimi
Immiinsiipresyon
Cerrahinin neden oldugu mukoza biitiinliigiinde bozulma
Vaskiiler kateter takilmasi
Mukozit ve enterite yol acan sitotoksik kemoterapi
Ileri derecede yanik

Edinsel immin yetmezlik sendromu

© © N o g~ w N

Kalp damar cerrahisi

Hematolojik maligniteli hastalarda invaziv trikosporonoz ve geotrikoz konusunda
en genis, ¢ok merkezli ¢alisma Girmene ve ark. (19) tarafindan yapilmistir. Trichosporon
ve Geotrichum enfeksiyonlarina ait yirmi yillik bir siireyi kapsayan donemdeki veriler
incelendiginde; dinyada 287 trikosporonoz ve 99 geotrikoz olgusu ile ilgili verilere
ulasilmigtir. Trikosporonoz ile iligkili goriilen altta yatan kosullardan en sik goriilenlerinin,
hematolojik hastalik varligi, periton diyalizi olmak ve solid tiimor varligi oldugu

saptanmstir (19).

2.3.  Trichosporon Tiirlerinin Olusturduklar1 Klinik Tablolar

Trichosporon tirleri toprakta, suda, insan cilt ve gastrointestinal sistem normal

florasinda bulunabilir. Yzeyel, subkutan ya da sistemik enfeksiyonlar olusturabilirler.

Yuzeyel Enfeksiyonlar
1-Ak piedra: Trichosporon tirleri tarafindan olusturulan bening yiizeyel lezyonlardir.

Etkilenen sagli deride beyaz ya da parlak kahverengi nodiller seklinde gorilur. Sakal,
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biyik, koltuk alt1 ve genital bolgede de enfeksiyon olusturabilirler. T asteroides ve T
cutaneum, yuzeyel cilt enfeksiyonlarina neden olurlar. Pubik bolgede T inkin, sacta ise T
ovoides genellikle etkendirler (7, 8).

2-Onikomikoz: En sik izole edilen onikomikoz etkeni Trichosporon, T cutaneum’dur (8).
3-Tinea pedis: T loubieri’nin de insanlarda ylzeyel enfeksiyonlarla iligkili oldugu son
zamanlarda rapor edilmistir (8).

4-Diger lokal enfeksiyonlar: Go6z cerrahisi sonrasi, protezi bulunan, intravendz ilag
kullanimi1 olan ya da periton diyalizi alan hastalarda olgu sunumlari tarzinda enfeksiyonlar

nadir de olsa bildirilmistir (9).

Alerjik Hastahklar

T asahii ve T dermatitis, Japonya’da yaz tipi asirt duyarlilik pndmonisinin etkeni
olarak rapor edilmektedir. Trichosporon tlrleri Batt ve Giiney Japonya’da c¢ok sicak,
yagisli ve nemli yaz sezonunda, artrokonidyalarin tekrarlayan inhalasyonu ile Tip Il ve
Tip IV alerji ile yaz tipi asir1 duyarlilik pnémonisine yol agmaktadirlar. Baslangigta olusan

immuinkompleks aracili akciger hasarini hiicresel doku hasari izlemektedir (8).

Invaziv Enfeksiyonlar

Trichosporon tarleri ile invaziv enfeksiyonlar, respiratuvar ve gastrointestinal
sistem kolonizasyonu sonrasinda ve siklikla da santral vendz kateterlerin kullanimi
sonrasinda gelismektedir (8). Kateterle iliskili ya da kateterle iliskili olmaksizin gelisen bu
fungemiler, genellikle nétropenik hastalarda gorilmektedir. Yaygin hematojen yayilim,
pozitif kan kiiltiirleri ve ¢ok sayida cilt lezyonlar1 ile belirgin hale gelebilmektedir (7).
Hepatik kandidoza benzer bir tablo olan kronik hepatik trikosporonoz, nétropeninin
diizeldigi donemde ortaya g¢ikabilmektedir. Ekinokandin grubu antifungal ilag ile tedavi
altinda iken gelisen invaziv Trichosporon enfeksiyonlari da (breakthrough enfeksiyon)
bildirilmistir (18). Trikosporonoz ¢ogunlukla kanser, diyabet, notropeni gibi altta yatan
immunsupresyon durumunda gelismektedir. Ancak Rastogi ve ark. (20) tarafindan
immiinsiiprese olmayan bir konakta gelisen T asahii'nin etken oldugu bir meningoensefalit

ve pndmoni olgusu bildirilmistir.



Yaygin trikosporonozda hematolojik yayilim sonucu asagidaki klinik tablolara
iliskin bulgular olusabilmektedir (6);
1. Renal yetmezlik
Pulmoner infiltratlar
Multiple kutan6z lezyonlar
Koriyoretinit
Septik sok

o g > w D

Kronik hepatik trikosporonoz

2.4.  Trichosporon Tirlerinin Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Trichosporon tarleri standart mikolojik besiyerlerinde kolayca ureyebilirler (21).
Genis bir sicaklik araliginda (25-40°C) iireme yetenegine sahip olup ortalama (reme
sicakliklart 30°C’dir (14). Trichosporon turlerinin bilinen seksuel Greme evreleri yoktur
(21). Kat1 besiyerinde 30°C’de, 48-72 saatte; makroskobik olarak diizgiinden burusuga

kadar degisebilen; krem renginde, yumusak kivamli ve parlak koloniler olustururlar (14).

Trichosporon basidiomycetous bir maya genusudur. Mikroskobik olarak
Trichosporon turleri hiyalen septali hifler ve yalanci hifler, bu hifler boyunca olusmus oval
veya koseli 2-4 x 3-9 pum boyutunda artrosporlar veya blastosporlar seklinde goriiliirler
(14, 22). Hifler ile birlikte blastosporlarin varligi, Trichosporon tirlerini Geotrichum
tirlerinden farkli kilar. Az sayida blastospor olusturmalar1 halinde Geotrichum
kdkenlerinden mikroskobik olarak ayirt edilmeleri gii¢ olabilir. Bu durumda, Malt extract
broth besiyerinde, oda sicakliginda, 48-72 saaatlik inkiibasyon sonrasinda artan blastospor

tiretimi ile ayirt etmek kolaylasir (21). Diger bir ayirici nokta da ireaz aktiviteleridir (22).

Trichosporon tlrleri karbonhidratlar1 fermente etmezler, iireaz pozitiftirler (21).

Farkli karbonhidratlar1 asimile edebilirler (8).

Karbonhidrat Asimilasyon Testleri

Karbonhidrat asimilasyon testleri, mantarlarin oksijen varliginda spesifik bir
karbonhidrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanip kullanamadigini saptayan testlerdir.

Trichosporon turleri ¢esitli kompleks sekerleri asimile edebilirler (Tablo-1).
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Tablo-1: Klinik Olarak Onemli Trichosporon Tirlerinin Ozellikleri (21)

2
s
2
Ozellik 8 E _ 8 £
= 'S e 3 2 e 8
= |E |2 |£ |5 |8 |z |%
@ @ 3 £ k=, E E 3
~ - ~ - — [ [ ~
Melibiose - - + - + T T N
Raffinose - - + - + T T V;
j=1
§ L-Rhamnose + - + - v n + n
2]
= | L-Arabinitol + + + - Vv + W -
=
'55 Galactitol - - - - - ¥ T N
& | Ribitol Y, v " - 5 " - -
[P
ur Sorbitol - vV + - V; T T N
Xylitol \V + + - \V; + W Vv
37°C’de reme + vV - + + + T T
42°C’de Ureme - - - vV + - R B
§ Urease + + + + + + + +
_g % 0.01 cycloheximide + \ - \ + + + +
>§o % 0.1 cycloheximide - \Y; - - + + n -
A Appressoria (Lam kiltiriinde) - - - + - - - +
Fusiform dev hiicreler - - - - + - + -

Ticari olarak mevcut biyokimyasal ve enzimatik panellerden API 1D32C
(bioMerieux, Marcy-I’Etoile, France) ve VITEK ID-YST (bioMerieux, Vitek, Hazelwood),
maya mantarlarinin identifikasyonunda kullanilmaktadir. API ID32C kiti daha genis bir
veri tabanina sahiptir ve 69 tiirii tamimlamaktadir. Ancak 69 tlrden 11’inde tur
dogrulamasi igin ek testleri gerektirmektedir. VITEK sistemi ise 15 saatlik inkibasyon
sliresi 6n gordiigiinden 48-72 saat inkubasyon gerektiren APl ID32C sisteminden daha
avantajli olarak goziikmektedir. Bu ticari Kitlerin avantaji ile dezavantajlar1 hakkinda
siirl sayida veri mevcuttur ve bu kitlerin kullanimi ile olusan yanlis identifikasyonlar da

rapor edilmistir (23).

API 20C AUX sistemi, mantarlarin identifikasyonu i¢in karbonhidrat asimilasyonu

yontemini esas alan ticari bir kittir. Bu sistemle T asahii ve T inkin kolayca identifiye
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edilebilir. Ancak diger tiirlerin APl 20C AUX sistemi ile identifikasyonu giictiir ve gesitli
sicakliklarda treme gibi diger yontemlerle desteklenmesi gerekir. Ornegin genellikle
yuzeyel enfeksiyonlara yol acan T cutaneum, 35°C’de Ureyemez; T loubieri ise 42°Cde

kolayca Ureyebilir (22).

Identifikasyonda Kullanilan Diger Testler

Ureaz, fenol oksidaz, nitrat asimilasyon testleri, mantarlarin cins ve tiir diizeyinde

identifikasyonunu saglayan diger testlerdir (22).

Dissemine Trichosporon enfeksiyonlarinda, Cryptococcus neoformans'in kapsiil
antijeni ile benzer antijenik yapiya sahip olduklarindan, Kkriptokok lateks testi pozitif
bulunabilir (24).

Pek ¢ok fungusun hiicre duvarinda (1,3)-B-D-glukan yer almaktadir. Candida
enfeksiyonlariin yani1 sira Trichosporon, Aspergillus, Fusarium, Saccharomyces ve
Acremonium  enfeksiyonu varliginda da  (1,3)-B-D-glukan  testi  pozitifligi
gorulebilmektedir. Ancak Cryptococcus ve Zygomycetes enfeksiyonlarinda pozitiflik

saptanmamaktadir (18).

2.5.  Trichosporon Tiirlerinin Identifikasyonunda Molekiiler Yontemler

Trichosporon tirlerinin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonunda, genellikle
hicre ve koloni morfolojisi ile biyokimyasal 6zellikleri temel alinir; giic ve zaman alici
olup tecriibe gerektirir. Her zaman kesin bir netice de vermeyebilir (22, 23). DNA’y1
temel alan molekuler yontemler ise Trichosporon turlerinin identifikasyonu ve
tanimlanmasinda alternatif ve daha faydali yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (9, 23).
Sekans analizini temel alan molekiler yontemler, fenotipik ve biyokimyasal yontemlerin
coguna alternatif olarak; hizli, daha etkili ve dogru sonuglar vermektedir (22). Spesifik
niikleotid sekanslarinin degerlendirilmesi, taksonomik problemlerin ¢oziimiinde kesin bir

yontem olabilir. Ancak rutin laboratuvarlar icin maliyeti hala oldukca yiksektir (8).



Ribozomal RNA (rRNA)’nin Internal transcibed spacer 1 ve 2 (ITS1 ve ITS2)
bolgelerinin sekans analizi, mantarlarin tiir diizeyinde identifikasyonunda etkin bir sekilde

kullanilmustir (22, 23)

Sugita ve ark. (25), 26S ve 5S rRNA genleri arasinda lokalize olan intergenic
spacer (IGS) bolgesi farkliliklarinin, ITS bolgesi farkliliklarindan daha belirgin oldugunu
gostermislerdir (Sekil-1).  Trichosporon genusundaki yakin tiirlerin ayrilmasinda IGS

sekans analizinin, ITS sekans analizinden daha tistiin oldugu bildirilmistir (26).

Ancak DNA sekans analizi, daha kesin sonuglar vermesine ragmen birgok
laboratuvar icin ulasilabilir bir teknik degildir. Boylece Trichosporon kokenlerinin tir
diizeyinde identifikasyonunda, rutin kullanim i¢in daha pratik bir yaklagima ihtiya¢ vardir

(22).

2.6.  Trichosporon Tirlerinin Taksonomik Ozellikleri

Trichosporon tirleri septal porlarin ultra yapisal analizi, guanin- sitozin igerigi,
DNA reaassociation degerleri, niitrisyonel profil, r RNA’nin 26 S bolge sekanslart gibi
yeni taksonomik kriterlere dayanilarak tekrar siniflandirilmistir (6). T beigelii taksonu
yerine T cutaneum, T asahii, T asteroides, T mucoides, T inkin, T ovoides olmak Uzere 6
insan patojeni tanimlanmistir. Sugita ve ark. Tarafindan (27), rRNA’nin ITS1 ve 2 gen
bolgelerinin sekans analizi yapilmig; Trichosporon genusu 17 tur ve 5 varyete’den
olusacak sekilde siiflandirilmistir. rRNA’nin 26S ve 5S genleri arasinda lokalize 1GS1
bolgesinin 2002 yilinda yapilan sekans analizi sonucu Trichosporon genusunda 25 tir 6n
goriilmiis; bunlardan 8’inin insanlarda olasi patojen oldugu belirtilmis; T domesticum ve T
montevideense olmak iizere iki yeni tiir tanimlanmistir (25). Aymi grup 2004 yilinda,
Middehoven tarafindan Onerilen 5 yeni tiriin (T vadense, T smithiae, T dehoogii, T
scarabaeorum, T gamsii) de dahil oldugu, 36 Trichosporon tiiriinii tanimlamiglardir. Ayni
zamanda Trichosporonales order’1, Gracile, Porosum, Cutaneum, Ovoides olmak (izere, 4’e
ayrilmigtir.  Ayni yil Brassicae de bunlara eklenmistir (8). Niikleotid sekanslarinin
karsilastirmali analizlerinde 1GS1 bdlgesinde, ITS bolgesine oranla daha fazla varyasyon
saptanmistir. Bu nedenle Trichosporon identifikasyonunda IGS sekans analizinin daha
uygun oldugu belirtilmistir (25). Diinyanin farkli bolgelerinden 16’si klinik olarak anlamli

olmak Uzere, 50 Trichosporon tiirii tanimlanmistir (28).
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Sekil-1: Trichosporon rRNA lokiisiiniin sematik goriiniimii (25)

IGS 1 bolgesindeki farkliliklara dayanilarak Trichosporon tiirlerinde 9 farkli
genotip (genotip 1-9) tanimlanmistir (26). Bu genotiplerin dagilimi cografi olarak
farkliliklar gosterebilmektedir. Japonya'da en sik genotip 1, ABD'nde genotip 3 ve 5,
Ispanya'da genotip 1 ve 5 goriilmektedir (26, 29). Kalkanci ve ark.(26), Tiirkiye'de farkli
merkezlerden izole edilmis toplam 87 T asahii kokeninde IGS sekans analizi ile yaptiklar
genotiplendirme ¢alismasinda %79.3 oraninda genotip 1 tespit etmisler; genotip 5, 3, 6, 4

ve 9'u sirasiyla %8, %6.9, %3.4, %1.1 ve %]1.1 oranlarinda saptamislardir.

2.7.  Fungal Enfeksiyonlarda Patogenez

Mantar hicreleri ile konak hiicreleri arasindaki etkilesim oldukc¢a karmasiktir.
Saglikli kisilerde, cilt ve mukoza yilizeylerinde kolonize olabilirler; gastrointestinal sistem,
oral kavite ve vajende kommensal olarak bulunabilirler. Genellikle orofaringeal, 6zafajial,
vulvovajinal ve kutandz yizeyel enfeksiyonlar olustururlar (30). Ayrica doku hasari
sonrasinda epitelden dogrudan penetre olarak ya da kateter, dental implantlar, protezler,
santral sinir sistemi santlari gibi cisimler iizerinde olusturduklar1 biyofilmler yoluyla
dogrudan kan dolagimina gegebilirler (31). Kan dolasimi ile akciger, bobrek, kalp,
karaciger, dalak, beyin gibi tiim i¢ organlara yayilabilir; fungemi ve yasami tehdit eden

septik bir tabloya yol acabilirler (32).

Klinik tablonun olusumu ve seyrinde, konak immudinitesi ile firsat¢1 patojen mantar
arasindaki denge ve bu dengedeki bozulma énemli rol oynar (31, 32). Konak bagisiklik
sistemi normal olan olgularda yuzeyel mantar enfeksiyonlari ile sonug¢lanan durum;
bagisiklik sistemini etkileyen altta yatan risk faktorleri olan konakta, konak hucresel
savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi ile birlikte mantarin kan dolagimina gegisi ile

sonuglanir (32).
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Enfeksiyon asamasinda konak ve mantar hiicreleri ile ilgili bir¢cok farkli faktor rol
oynamasina ragmen mutlak temel rol oynayan bir komponent heniiz tanimlanmamustir.
Fungal enfeksiyonun ciddiyeti ve prognoz, temel olarak patojenin konak immiin yanitinin
ustesinden gelme yetenegine ve olusturacagi doku hasarina baghidir. Konak immin
yanitinin bozulmasi, kontrolsiiz olmasi ya da asiri reaktif olmasi invazif mikoz seyrinin

ciddiyetini ve prognozu dogrudan etkilemektedir (18).

Kandidozda konak savunmasinda hem antikor hem de hiicre aracili immiin yanit rol
oynamaktadir. Organizmanin kolonizasyonu i¢in ilk sart konak epitel hicre yizeyine

adezyondur; bunu penetrasyon ve dokulara invazyon izler (32).

Fagositik hucreler (notrofiller ve mononikleeer fagositler) dogal bagisikligin
efektor huacreleridirler.  Bu hicreler oksidatif ve oksidatif olmayan mekanizmalar ile
Candida hiflerine zarar verirler. Notropeni dissemine kandidozda baslica risk faktoriidiir
(18).

Solunum yolundan alinan C neoformans ilk olarak akcigerlerdeki fagositik hiicreler
(dendritik hicreler ve alveolar makrofajlar) ile karsilasir. Fagositoz, fungal DNA ve soliibl
glikoantijenlere maruz kalma, sitokin ve kemokin salinimina ve maya hiicrelerinde yikima

yol acar (18).

Lokal fagositoz (dogal immiin yanit) fungal enfeksiyonun kontrol altina
alinmasinda ilk islem olmasina ragmen hiicre aracili bagisiklik (kazanilmis bagisiklik)
baslica konak savunma mekanizmasini olusturur. Naif T helper hicrelerinin (ThO)
aktivasyonu farkli efektor hiicrelere farklilagsmalarina neden olur. Thl ve Th2 immin
yanit1 arasindaki denge, inmiinkompromize konakta gelisen fungal enfeksiyonun seyir ve
prognozunda esas rolii oynamaktadir. Efektor T hiicreler i¢inde baslicalar1 Th1 ve Th2
olmasma ragmen regulatuvar T hucreleri (Tregs) ve Thl7 gibi yeni T hicreleri de
tanimlanmistir. Transforming growth faktor g (TGEP), interlokin 6 (IL-6) ve interlokin 23
(IL-23) varliginda, ThO, Th17'ye donlismektedir. Th17'nin uzamis inflamasyon ve Candida
ile Aspergillus enfeksiyonlarinda patojen klirensinde bozulma ile iliskili oldugu

saptanmustir (18).
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Trichosporon hiicre duvarindan  glukuronoksilomannan (GXM) eksprese
edilmektedir. Trichosporon hiicre duvarinda bulunan GXM, antijenik ve biyokimyasal
olarak C neoformans’in eksprese ettigi GXM’a benzerlik gosterir.  GXM monosit
fagositozunu inhibe etmektedir. C neoformans’da oldugu gibi fungemili hastalardan izole
edilen Trichosporon kokenlerinin de GXM antijenlerini yiiksek konsantrasyonda eksprese

ettikleri gosterilmistir (6).

Interferon-y (IFN-y)’nin yan1 sira monosit ve graniilosit-monosit koloni stimiile
edici faktor (GM-CSF) ile yapilan in vitro ¢alismalar, Trichosporon’a karsi fagositozda
artig1 gostermektedir. Bu da rekombinant sitokinler ve ¢zellikle de GM-CSF ile adjuvan

immunoterapi i¢in olas1 bir roli diistindiirmektedir (6).

Epitel Hiicre invazyonu

Mantarlar i¢ginde en sik etken olarak tanimlanan tiir olmasi sebebiyle organizmanin

epitel hiicreleri ile etkilesimi {izerine detayli ¢alismalar C albicans ile yapilmustir.

Yizeyel enfeksiyonlarda en karakteristik histopatolojik bulgu mantar hicrelerinin
epitel hiicreleri igindeki varligidir. Organizmanin hiicre i¢i yerlesiminin organizmayi

konak immiin yanitindan korudugu diistiniilmektedir (30).

Oral epitel hicrelerine invazyonda iki mekanizma tanimlanmistir.  Birinci
mekanizma, organizma tarafindan aspartil proteinaz (SAP; secreted aspartyl proteinases)
gibi litik enzimlerin Gretimidir. Bu enzimlerin epitel hiicre yiizeyinde olusturduklari litik
etki ile organizmanin epitel hiicresi i¢ine giriginin saglandig ileri siiriilmektedir. SAP’1n
Ozellikle keratinize epitel hiicrelerine invazyonda 6nemli rol oynadigi disiiniilmektedir.
Cesitli SAP genlerinde mutasyon olan C albicans mutantlarinin vajinal ve oral epitel
hiicrelerinde olusturduklar1 hasarin daha az oldugu in vitro gosterilmistir. Candida SAP’1
muhtemelen, organizmanin konak hiicreleri arasindaki ge¢isini artirarak doku

penetrasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (30).

Epitel hucrelerine invazyonda bir diger mekanizma epitel hiicre endositozunun
indiksiyonudur.  C albicans epitel hiicrelerini, psddopotlar olusturmalar1 ydniinde

indiklemekte; epitel hiicre mikrofilamanlarinin organizma ¢evresinde birikimi ile olusan
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psodopotlar organizmayi g¢evrelemekte ve hiicre igine girisi saglamaktadir. Hem maya
hem de hif formundaki organizmalar bu sireci tetiklese de hifler bu siirecte daha etkin
g6zukmektedir (30).

C albicans’in viriilansinda anahtar faktoriin, oval yapidaki blastosporlarin
filament6z yapidaki hiflere doniisiimii oldugu diisiiniilmektedir. Caligsmalar hiflerin,
mikroorganizmanin invaziv formu oldugunu goéstermistir. CUnku blastosporlar epitel

hlcreleri arasinda ve yiizeyinde yer alirken; hifler epitel hiicresi i¢inde bulunmaktadir (30).

Endotel Hiicre invazyonu

Duyarli kisilerde Candida tirleri gastrointestinal mukozadan translokasyon ya da
intravaskiiler kateter yoluyla kan dolasimina gecebilmektedir. ~ Organizmanin kan
dolasimindan hedef organlara ulasabilmesi i¢in kan damari boyunca siralanmis endotel
hiicrelerini gecmesi gerekmektedir. Bu siiregte ii¢ mekanizma rol oynamaktadir. lk
mekanizma organizmanin bir 16kosit tarafindan fagosite edilerek diapedez yoluyla kan
damar1 boyunca siralanmis endotel hiicrelerine girisidir. Ikinci mekanizma organizmanin
endotel hiicreleri arasindan gegisidir. Bdylesi bir durum muhtemelen, kan damarlarinda
endotel hicrelerinin fenestrali yapida oldugu bobrek gibi organlarin damar yataklarinda
mimkindir.  Uglincti bir mekanizma da organizmanin endotel hiicreleri tarafindan
endositozudur (30). C albicans hiflerinin Als 3 (Agglutinin-like sequence 3) adli bir
“invasin-like protein”i eksprese ettigi; bu proteinin de endotel hiucre yizeyindeki N-
cadherin ve diger proteinlere baglanabildigi gosterilmistir. Yiizey proteinlerine baglanma
en azindan iki farkli endotel hiicre proteininde fosforilasyonu indiiklemektedir. Bu da
endotel hiicre mikrofilamanlarinin tekrar diizenlenmesi ile psddopot olusumu ve

endositozun baslamasina yol agmaktadir (26).

2.8.  Virulans Faktorleri

Patogenezde mikroorganizma ile iliskili virtlans faktorleri icinde hidrolitik
enzimlerin salinimi, antijenik degiskenlik, konak hiicre ve dokularma ve yabanci

maddelere adezyon, dimorfik degisim (maya-hif), fenotipik degisim ya da farkli hiicre

fenotiplerine doniisiim yer almaktadir. Birgok virtlans faktorinin ekspresyonu in vitro
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olarak cevresel parametreler ile duzenlenir; in vivo olarak enfeksiyonun evresine, ayrica
konak ve dokularina gore de degiskenlik gosterir (33) (Sekil-2).

Trikosporonoz patogenezinde ise konakla iligkili risk faktorleri yaninda etkene ait
virtilans faktorlerinin de dnemli roli oldugu diisiiniilmektedir. Viriilans faktorlerine iliskin

calismalar ¢ok az sayida olup galigsmalar daha ¢ok Candida tlrlerinde yapilmustur.

Adezyon

Bircok patojen mikroorganizmada oldugu gibi Candida tirlerinde de konak doku
hiicrelerine baglanma patogenezde en énemli asamadir. Etkenin hiicrelere baglanmasina
“adezyon”, bu Ozellige de “adeziv Ozellik” denir. Kolonizasyonun ve enfeksiyonun
baslangicinda “adezyon” ilk basamaktir. C albicans’in konak hiicrelerine (epitel ve
endotel hucreleri, solibl faktorler, hiicre dist matriks) ve implant maddelerine
adezyonunda, adezinler olarak tanimlanan hiicre duvari komponentlerinin aracilik ettigi

bircok aderans mekanizmasi etkin rol oynamaktadir (34).

Viriilans Faktorleri

Adezinler
Evre 1: Kolonizasyon g;g:)(ﬂ:;lfnfgﬂmler
Fpitele adezyon Fenotipik degisim

Molekuler benzerlik?

Yl M . .. .
eErY;:kii \gﬁze el Hidrolitik enzimler
Entexsiyon Hif olugumu
Epitel penetrasyonu
Konak proteinlerinin "y £ I & .
degasyons BT TR EaLE
Evre 3: Derin yerlesimli Hidrolitik enzimler
enfeksiyon Hif olusumu
Doku penetrasyonu Konak benzerligi?
Vaskiiler invazyon Immiinomodiilatdrler?
Immiin saklanma ya da
kacis
Adezinler
Evre 4: Dissemine enfeksiyon I"{'!g“i“t'k enzimler
Endotel adezyonu 1rolusumu -
Diger konak dokularinin i eI:_Otlkpl_l; delglilm
enfeksiyonu Antioksidanlar
Immiinomodiilatorler?

Koagiilasyonun aktivasyonu

Sekil-2: C albicans patogenezinde cesitli viriilans faktorlerinin rolii (33)
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Adezyonda esas rolii hiicre duvari ve hiicre zar iistlenmektedir. Hiicre duvart maya
formu mantarlarin karakteristik bigimini slrdirmesinden; konak, c¢evre ve diger
mikroorganizmalar ile etkilesiminden ve C albicans’in patogenezinden sorumlu en 6nemli
virtilans faktorii olarak tanimlanir. Hucre duvari polisakkarit (%47-60 B glukan, %30
mannan, %0.5-9 kitin), protein (%6-25) ve lipitten (%1-7) olusmaktadir (34) (Sekil-3).

Hicre membram ve hicre duvan

hantar hicresi

< ﬂu & | Mannoproteinler
0

\J:Q fe(1,E)-glucan
"lﬂ B-{1.2)-glucan

i

} Kitin
} HUCre memoran,
tostolipid bariyer

Sekil-3: Mantar hiicre duvar yapisi (34)

Candida tiirlerinin agiz ve vajina epiteline in vitro yapisma yeteneginin incelendigi
bir ¢alismada, C albicans in mukoza yiizeylerine yapisma yeteneginin daha fazla oldugu;
bunun yaninda C tropicalis ve C stellatoidea’nin de anlamli 6l¢iide adezyon gosterdikleri;
bu 6zelligin C parapsilosis’de zayif oldugu; C guilliermondii, C krusei ve C kefyr’de ise
bulunmadigi gozlemlenmistir.  Candida tiirleri arasindaki bu farklilik adezyon ile

patojenisite iliskisine isaret etmektedir (13).

Hiicre zar hiicrelerin yasamlar1 i¢in son derece 6nemli, hiicreyi dis ortamdan ayiran
ve ¢ok sayida islevleri olan bir bariyerdir. Lipid ve protein molekillerinin kovalen
olmayan baglarla birbirlerine baglanarak olusturduklari bir yapidir. Lipid molekulleri
hiicre zarinin yaklasik %50’sini olusturur. Hiicre zarinda bulunan tiim lipit molekiilleri
(fosfolipid, kolesterol ve glikolipidler) “amfifilik” 6zelliktedir; hidrofilik (su seven, polar)
ve hidrofobik (su sevmeyen, non-polar) uglar1 vardir. Hiicre zarinda en fazla bulunan
lipid molekul fosfolipidlerdir. Hucrenin yiizey hidrofobisitesini saglar. Yag asitlerinin

uzunlugu arttikga yiizey hidrofobisitesi artar (35).
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Mikroorganizmalarin  0karyotik hiicrelere baglanmasi tamamen hicre-hicre
iliskisine dayanan bir olaydir. Mikroorganizmalar 6karyot hucreler gibi negatif yuzey
potansiyeline sahiptirler. Iki hiicre birbirine yaklastiginda bu nedenle birbirini iter. Bu
itici giice kars1 gelen ¢ekici kuvvetler, “non-spesifik” ve “spesifik” ¢ekici kuvvetler olarak
tamimlanir.  Mikroorganizma yizeyindeki hidrofobik molekiller non-spesifik olarak
negatif ylikli iki yiizeyin itici kuvvetine kars1 koyarak mikroorganizmalarin mukoza
hiicresine yaklagmasini1 saglar. BoOylece mikroorganizma yizeyinde bulunan ligandlar
mukoza hicresinde bulunan reseptorlerle geri dontisimsiiz sekilde antijen-antikor

iliskisinde oldugu gibi spesifik olarak baglanir (36).

Adezinler ve Adezyon Molekulleri

C albicans’in hiicre duvarinin yiizey kisminda epitel ve endotel hiicrelerine, serum
proteinlerine, hiicre dig1 matriks proteinlerine adezyondan sorumlu reseptorler bulunur. Bu
adezinler Als protein ailesi, Hwplp, Eaplp, Cshlp, Iff4, Ywpl ve diger hiicre yiizey
proteinleridir (31, 37). C albicans hiicre duvar1  glukanlar (§ -1,3 ve B -1,6 baglari iceren,
dalli glikoz rezidii primerleri), kitin (B -1,4 baglar igeren N-asetil D-glukozamin
polimerleri), mannoproteinler, az miktardaki diger proteinler ve lipidlerden olusur. Bilinen
tim reseptorler mantar hiicre duvar ile siki iliski igindedir. Als protein ailesi, Candida
adezinlerinin iyi bilinen bir 6rnegidir (31). Als protein ailesi 8 glikozilfosfotidilinositol
(GPI) bagh hiicre yiizey proteinini kodlamaktadir ve konak hiicrelerine adezyonda rol
oynamaktadir. C albicans delesyon mutantlar1 ile yapilan c¢aligmalarda Als2, Als3 ve
Als4’in, epitel hiicrelerine adezyonda rol aldig1 gosterilmistir (37). Hwpl (hyphal wall
protein 1) bir GPI proteinidir. C albicans hifleri ylzeyinden eksprese edilir ve oral epitel
hiicrelerine adezyonda rol alir. Son zamanlarda Hwp1’in ayn1 zamanda Alsl ve Als3’e de
baglandigi, boylece bir C albicans’mn hifinin digerine adezyonunda da rol aldig

gosterilmistir. Bu self adezyon biyofilm olusumunda 6nemli bir mekanizmadir (37).

Baz1 adezinler tercihen C albicans’in spesifik bir formundan eksprese edilmektedir.
Omegin Als3 ve Hwpl yanlizca hiflerden eksprese edilmekte, maya fazindaki
organizmadan eksprese edilmemektedir.  Alsl ise belli kosullarda yalnizca maya
formundan eksprese edilmekte, hif formu olusumu basladiktan sonra yalnizca kisa bir siire
salinmaktadir. Eapl ise hem maya hem hif formlarindan salinmaktadir. Bdylece C

albicans’in farkli formlarinin epitel hiicrelerine baglanmasinda farkli adezinler rol
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almaktadir. Ayrica adezinler kendi iglerinde etkilesime girerek multimerler
olusturabilmektedirler (37).

Ekstraselluler Enzimler

Proteaz, lipaz, fosfolipaz gibi hidrolitik enzimlerin tretimi ve sekresyonu 6nemli
virllans faktorleri olarak tanimlanmaktadir. Bu enzimler niitrisyonda rol alirlar fakat ayni
zamanda ekstraselliiler proteinlerde parcalanma ve hiicre membraninda hasarlanma, doku
hasar1, konak hiicrelerine yayilim, demir temini, konak immiin sisteminin Ustesinde gelme
ve fungal patojenitede de 6nemli rolleri vardir. Bircok hidrolitik enzim C albicans igin

tanimlanmistir (31).

Fosfolipaz: Hiicre zarina bagl vezikiillerde bulunur, doku invazyonunda oldukca
etkin rol oynamaktadir. Hiicre zarinda bulunan gliserofosfolipidlerin ester baglarinin
hidrolizi yoluyla fosfolipidlerin yikimina yol acar. Bu enzimlerin aktivasyonu ile yikilan
fosfolipidlerden olusan {iriinler biyolojik membranlarin biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olmaktadir. Sekrete edilen dort tip fosfolipaz vardir (Fosfolipaz A, B, C, D) (31, 38).
Kandan izole edilen C albicans hicrelerinin kommensal kokenlere gore daha fazla

miktarda fosfolipaz tirettigi gosterilmistir (31).

C albicans’in ekstraselliiler fosfolipaz salgiladigi ilk kez Werner (1966) ve Costa
ve ark. (1967) tarafindan yumurta sarist igeren besiyerinde saptanmistir. Daha sonra
lesitinli ve koyun kanli agarda da ayni aktivasyon gosterilmistir (38-40). 1975 ve 1977
yillarinda yapilan diger c¢alismalarda da bu aktivitenin fosfolipaz A ve lizofosfolipaz

enzimleri ile oldugu saptanmustir (40).

Onceden sadece fosfolipaz A ve lizofosfolipaz bilinmekte iken; 1985 yilindan sonra
fosfolipaz B elde edilmis; C albicans’in fosfolipaz aktivitesinde en 6nemli rolii fosfolipaz

B’nin oynadigi ve fosfolipazin etkenin dokuya invazyonundaki rolii gosterilmistir (40).

In vitro fosfolipaz aktivitesini 6lgmeye yonelik calismalarin  ¢ogunda
radioimmunassay (RIA) basta olmak iizere ¢esitli yontemler denenmistir. Ancak bu
yontemlerin uygulama giigliigii, deneyimli eleman gerektirmesi nedeniyle kullanimi sinirl

olmustur. 1982 yilinda Price ve ark. yumurta sarisi1 igeren kati bir besiyerinde fosfolipaz
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aktivitesini gdstermeyi basarmis, bu yontemin modifiye sekli birgok ¢aligmada

kullanilmistir (41-44).

Proteinaz: Virllansta rolii olan, hiicre disina salinan bir diger enzim SAP’dir. Ilk
kez 1964 yilinda Staib tarafindan tanimlanmistir. Amonyum igermeyen, azot kaynagi
olarak sadece protein bulunduran besiyerlerinde Uretilen Candida tirlerinin bu enzimi
salgiladiklar1 saptanmistir. Asit pH’da (pH:2.5-4) aktivasyon gostermesi nedeniyle “asit
proteinaz”, cok miktarda aspartik asit reziduleri icermesinden 6tiri “aspartat proteinaz”,

pepstain A ile inhibe oldugu i¢in de “karboksil peptidaz” gibi adlarla tanimlanmistir (36).

SAP gen ailesi benzer fonksiyonel 6zellik gdsteren ancak molekiiler agirlik,
izoelektrik nokta, optimal aktivite i¢in pH gibi farkli molekiiler 6zellikler gdsteren
enzimleri kodlayan en az 10 farkli geni (SAP1-SAP10) icermektedir. SAP aktivitesi igin
optimal pH 2 ile 7 arasinda degismektedir (31).

Slime Faktorii (Yapisma Faktorii)

Slime faktorl mikroorganizma tarafindan salgilanan, metal ve plastik yiizeylere
yapismayi saglayan bir faktordiir. Kalinlig1 birka¢ milimetreye varan bu biyofilm tabakasi
in vivo kati yiizeylere yapisma Ozelligi gosterip, damar ig¢i Kkateter ve protez
uygulamalarinda enfeksiydoz komplikasyonlara zemin hazirlamaktadir.  Ekstraselliler,
amorf sekilli, glikokaliks yapida (%40 karbonhidrat ve %27 proteinden olusan) bir
maddedir (45).

Kateter iliskili kandidemi olgularinda slime faktorii ile etken katetere yapigsmakta,
kolonize olmakta, saatler ya da glnler iginde fibrinojen, fibrin, fibronektin ve vitronektin
gibi konaga ait ekstraselliiler matriks proteinleri ile etkileserek biyofilm tabakalar
olusturmaktadir (46-48). Slime faktori polimorf nuveli I6kositlerin kemotaksisinin
inhibisyonu ile opsonizasyon ve fagositoza zit etki goOsterir. Ayrica bu hiicrelerin
degraniilasyonunu indiikleyebildigi ve oksijene bagimli metabolik aktivitelerini inhibe
edebildigi belirtilmektedir (49). Slime faktorli sadece damar igi kateter uygulamalarinda
degil iiriner kateter, endotrakeal tiip, ortopedik implantlar, prostetik kalp kapaklari,
peritoneal diyaliz kataterleri gibi malzemelere de yapismada rol oynamakta ve iliskili

enfeksiyonlara zemin olusturmaktadir (48).
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Katater (Uriner, periton diyaliz ve santral vendz) ile iliskili invaziv Trichosporon
enfeksiyonlarinda, katetere adezyon ve biyofilm olusturma 6zelligi konak immiin yaniti,
antifungal ajanlardan kacis ve enfeksiyonun klinik seyrinde etkili faktorlerdir (28).
Bonaventura ve ark tarafindan (50), kan kiltirtinden izole edilen 4 T asahii kdkeninde 30
dakika inkiibasyon sonrasinda, Candida biyofilm olusumuna benzer sekilde polistren
yuzeye adezyonun gerceklestigi elektron mikroskobik inceleme ile gosterilmistir. 72.
saatin sonunda olusan olgun biyofilm tabakasinin, 25-40 um kalinliginda, polisakkarit bir
matriks i¢inde tomurcuklanan maya ve filamentdz formda hucrelerden olustugu tespit

edilmistir.

Diger Viriilans Faktorleri

Adezyon yetenegi, fosfolipaz, preoteinaz ve slime faktorii iiretimi gibi viriilans
faktorlerinin yani sira, ¢imlenme borusu ve hif olusumu (dimorfizm), fenotipik degisim,
yiiksek ve diisilk molekiiler agirlikli toksinler de kandidoz gelisiminde 6nemli diger

viriilans faktorleri olarak bilinmektedir.

Bu ¢alismada etken olarak izole edilmis Trichosporon kokenlerinde olasi viriilans
faktorlerinden asit proteinaz, fosfolipaz, esteraz gibi ekstraselliler enzimlerin ve
adezyonda rol oynadigi diisiiniilen yiizey hidrofobisite ve epitel hiicrelerine baglanma

ozelliklerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

2.9.Sistemik Etkili Antifungal Ajanlar

Ik kez 1950°1i y1llarda mikozlarda sistemik kullanima giren amfoterisin B, poliyen
grubundan bir antifungal ilagtir (51). Mantar hiicre zariin ergosterol molekiiliine baglanip
membran gegirgenligini artirarak etki eder. Gegirgenlik artisinin yarattigi sitoplazmik
igerigin kaybi1 hiicre 6liimii ile sonuglanir (52). Candida tirleri, Cryptococcus neoformans,
Blastomyces  dermatitidis,  Histoplasma  capsulatum,  Coccidioides  immitis,
Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus ve diger firsat¢i1 kiif mantarlar1 ile mukormikoz
etkenleri ve baz1 protozoon enfeksiyonlarinda etkilidir (53). Genis etki spektrumu ve

fungusidal etkisi nedeniyle ciddi firsat¢1 enfeksiyonlarda altin standart bir ilagtir. Ancak
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parenteral kullaniminda siklikla goriilen bulanti, ates ve renal toksisite gibi yan etkileri
deoksikolat gseklindeki klasik formun kullanimini sinirlamaktadir. Ginimuzde amfoterisin

B’nin yan etkisi daha az olan ¢esitli lipit bilesikleri de mevcuttur (54).

Azoller sentetik fungustatik Grtnlerdir. Etki spektrumlari genis olup, ergosterol
sentezini inhibe ederler. Fungusun sitokrom p-450 enzimlerinden birine baglanmalari;
lanosteroliin C-14a demetilasyonunda inhibisyona, C-14a demetilsterollerin birikimine ve
ergosterol konsantrasyonunda azalmaya yol acar. Sonu¢ olarak fungal Ureme ve

replikasyon inhibe olur (52, 55).

Imidazol tirevi olan ketokonazolun sistemik kullanim: 1981 yilinda Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmistir.  Ancak ketokonazolin oral
emiliminin degiskenlik gdstermesi, intravendz verilememesi, kan-beyin bariyeri gegisinin
zayif olmasi, fungustatik etkisi, ilag etkilesimleri ve ciddi yan etkileri kullanimin

stirlamigtir (55).

Azol halkasinda 2 azot iceren imidazollerden sonra 3 azot igeren yeni triazoller
gelistirilmistir.  Bunlar daha az hormon inhibisyonu yapmalar1 (sitokrom p-450
inhibisyonu ile testesteron ve kortizol sentezinde azalma), daha az ilag etkilesimleri,
parenteral formlarinin bulunmasi, daha genis spektrumlari, viicut sivilarina daha iyi
dagilmalari, daha az gastrointestinal yan etki ve hepatotoksisite olusturma potansiyelleri
gibi tercih edilebilir 6zelliklere sahiptirler. Ilk triazol 1990 yilinda kullanilmaya baslanan
flukonazoldir. Sistemik ve yiizeyel mikozlarin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu
bir ilagtir. Oral yolla alindiginda gastrointestinal sistemden emilimi oldukga iyi olup,
%80’inden fazlas1 dolasima geger ve sadece %10’u serum proteinlerine baglanir. Doku
dagilimi iyidir ve viicuttan %60-75 oraninda idrar ile, %8-10 oraninda ise diski ile
degismeden atilir (55). Itrakonazol ikinci triazol olarak 1992 yilinda kullanima girmistir.
Kiif mantarlarina etkisi flukonazole gore daha fazladir. Ayrica flukonazole intrensek
direncli olan C krusei ve C glabrata gibi tiirlere de diger tiirlerden daha az olmakla beraber
etkilidir. Ancak farmakodinamik ve farmakokinetik Ozellikleri flukonazolden kotudr.
Oral absorbsiyonu zayif olup, mide pH’s1 yiiksek oldugunda emilimi hi¢ olmaz. Damar ici
kullanima uygun preparatlar1 gelistirilmis ise de fazla etkinlik saglanamamigtir. Serum

proteinlerine yiiksek oranda baglandigindan doku dagilimi daha zayuftir.
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Flukonazole gore daha genis etki spektrumu olmasina ragmen diger olumsuz
Ozellikleri nedeniyle fazla kullanim alant bulamayan itrakonazolden sonra ikinci
jenerasyon triazoller (vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) gelistirilmislerdir. Genis
spektrumlu ve oral kullanimlar1 olan ajanlardir. Vorikonazol, Candida spp, C neoformans,
kiif mantarlari, dimorfik mantarlar ve dermatofitler gibi klinik olarak 6nemli bir¢ok patojen
gruba etkili olmasina kargin zigomiset grubundan mantarlara etkili géziikmemektedir.
Candida tiirlerine kars1 etkinligi flukonazol ve itrakonazolden birkag kat daha fazladir.
Ancak flukonazol ve itrakonazol ile ¢apraz diren¢g s6z konusudur. Oral ve parenteral
kullanimi1 vardir. Invaziv aspergillozda amfoterisin B’den daha etkili oldugu ve daha iyi
tolere edildigi yoniinde bulgular vardir (56). Ancak yine de ilag etkilesimleri ve yan
etkileri nedeniyle ideal bir azol degildir. Dozla iliskili gecici gorsel bozukluklar %10
oraninda rapor edilmistir (55). Posakonazol itrakonazolin hidroksile edilmis bir
analogudur. Genis spektrumlu olup, zigomisetler ve bazi koyu pigmentli kiif mantarlar1 da
dahil olmak iizere firsat¢1 ve endemik fungal patojenlere kars: etkilidir. /n vitro olarak
Aspergillus tiirlerine oldukga etkin olup, flukonazolle karsilastirildiginda Candida tirlerine
kars1 en az 8 kat daha fazla etkili oldugu saptanmistir. Hayvan c¢aligmalarinda, vorikonazol
gibi posakonazoliin de amfoterisin B, flukonazol ve itrokonazolden daha etkili oldugu
gosterilmistir.  Ravukonazol 6zellikle C krusei ve C neoformans’a karsi olmak Uzere
flukonazol ve itrakonazolden daha genis bir etki spektrumuna sahiptir. /n vitro olarak
Fusarium tiirlerine etkili degildir (55). Posakonazol sitokrom P450 3A4°( selektif olarak
inhibe ettiginden, diger yeni triazol tiirevleri gibi sitokrom P450 enzim aktivitesini inhibe

etmez ve ilag etkilesimleri daha azdir (57).

Hiicre zarina etkili olan poliyen ve azol grubu antifungaller disinda son yillarda
hiicre duvar1 sentezini inhibe eden ilaglara yonelik calismalar hiz kazanmistir. Mantar
hlicre zarinda bulunan ergosteroliin memeli hiicre zarinda bulunan kolesterol ile benzerlik
gostermesi yan etkilerin daha fazla olusmasina yol agmaktadir. Bu nedenle mantar hiicre
duvarina etkili ilaglarin iretilmesi giindeme gelmis ve 2000’li yillarda ekinokandin
smifindan ilk ticari preparat olan kaspofungin kullanima girmistir. Kaspofungin, Candida
spp, Aspergillus spp, Pneumocystis jiroveci’nin kist formunun da dahil oldugu birg¢ok
mantarin hiicre duvarmin bir komponenti olan B-(1,3)-D-glukan sentezini inhibe ederek

etkilidir (58). Yeni ekinokandin turevlerinden mikafungin ve anidulafunginin, Candida
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ve Aspergillus turleri ile azollere direncli Candida tiirlerine etkili oldugu gosterilmistir (59,
60).

2.10.Antifungal Duyarhlik Testleri

Amfoterisin B’nin uzunca slre tek ilag olmasi ve mantar enfeksiyonlarinin daha
seyrek gortlmesi gibi nedenlerle antifungal duyarlilik testleri, antibakteriyel duyarlilik
testlerinde ulasilan standartlar1 heniiz yakalayamamistir. Ancak zaman icinde daha az
toksik ve daha etkili ajanlarin kullanima girmesinin yani sira antifungal ajanlara karsi
diren¢ gelismesi; hekimi tedavi rejiminin se¢iminde karar verme noktasina getirmis ve
duyarhilik testlerinin standartlasmasi ile ilgili ¢alismalar biiyiik Ol¢iide artmis ve

hizlanmuistir.

Standart yontemin gelistirilmesi: ilk kez 1982 yilinda ABD’nde NCCLS tarafindan

kurulan bir alt-komite standartlastirma c¢alismalarina baslamistir.  Oncelikle anket
yapilarak konu ile ilgili veri toplanmasi planlanmis ve bu anketin sonuglart 1986 yilinda
yayinlanmigtir (61). Anket sonuglarina gore; konuya ilginin oldugu ancak elde edilen
duyarlilik sonuclarmin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasinda uyumlu olmadig
belirlenmistir. Ankete katilan merkezlerin en fazla tercih ettikleri yontem makrodiltsyon
yontemi oldugu icin ¢alismalar bu yontemin standardizasyonuna yogunlagsmis ve
antifungal duyarlilik testlerinde karsilagilabilecek sorunlar tartisilmistir.  Bu sorunlar
Tablo-2’de kisaca 6zetlenmistir (61, 62).

Bundan sonraki siiregte makrodiliisyon yontemi i¢in cesitli kollaboratif ¢aligmalar
yapilmis; inokulum miktari, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, antifungal ila¢ diliisyonlari,
besiyeri igerigi ve pH’s1, minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerlerinin belirlenmesi
(end-point) gibi konularda tekrarlanabilirligi olan ve laboratuvarlar aras1 uyumu yiiksek bir
yontem gelistirilmeye calisilmistir (63-69). Sonucgta 1992 yillinda NCCLS tarafindan
antifungal duyarlilikla ilgili ilk sirkiiler M27-P yaymlanmistir (70). Bu sirkiilerde sadece
Candida turleri ve Cryptococcus neoformans igin makrodiliisyon yontemiyle amfoterisin

B, flusitozin, ketokonazol ve flukonazol duyarliliginin arastirilmasi Onerilmektedir.
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Yontemin laboratuvarlar arasi ve laboratuvar i¢i uyumu kapsamli bir calisma ile de

dogrulanmis olup; sirkiilerde yer alan 6nemli parametreler Tablo-3’de gosterilmistir (70).

Tablo-2: Antifungal Duyarhlik Testleri ile Iliskili Problemler

Mikroorganizma ile Antifungal ajanla  Antifungal ajamin MIK*'nu Klinik

iliskili problemler iliskili problemler etkileyen test kosullari korelasyon

¢ Yavasg lireme hizi ¢ Eriyebilirlik ¢ Besiyerinin igerigi ve In vitro ve
pH’s1 in vivo

¢ Hif/ maya formu ¢ Kimyasal stabilite & Inokulumun hazirlanma korelasyon

sekli ve miktari
¢ Uremeninkismi & Inkiibasyon sicakligi ve
olarak stiresi
inhibisyonu

¢ Etki mekanizmas1 & End-point kriterleri

*MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon

Ancak makrodiliisyon zaman alic1 ve laboratuvarlara yiik getiren bir yontemdir. Bu
nedenle bu teknigin mikrodiliisyon yontemi ile korelasyon g¢alismalar1 giindeme gelmis
(71-73) ve NCCLS 1995 yillinda mikrodiliisyon formatinin da bulundugu ikinci sirkilerini
yaymlamistir (74). Mikrodiliisyon yonteminde sonuglarin gozle degerlendirilmesi tavsiye
edilmekle beraber daha sonra spektrofotometrik ve kolorimetrik degerlendirme yontemleri
de gelistirilmistir (75-77). Bu sirkiilere mikrodiliisyon formatinin yani sira kalite kontrol

suslart ile ilgili calismalardan elde edilen veriler de eklenmistir (78, 79).

Uzerinde ¢alisilmas1 gereken dnemli bir nokta da in vitro duyarlilik testlerinin in
vivo sonuglar ile korele olmasidir. Korelasyon saglanamadigi takdirde yontemin her hangi
bir yarar saglamasi miimkiin degildir (51, 69, 80, 81). Biiyiik Ol¢lide standardize edilen
yontemin in vivo korelasyonu ile ilgili ¢alismalar bu asamada hizlanmis ve 1997 yilinda
yayinlanan NCCLS M27-A sirkilerinde flukonazol ve itrakonazol icin breakpoint

degerleri belirlenmistir (82-84). Ancak amfoterisin B i¢in problemler devam etmektedir.
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Amfoterisin B ¢ok dar araliklarda etkin oldugundan duyarli ve direngli suslarin ayrimi
zordur. Besiyeri olarak RPMI 1640 yerine antibiyotik medium 3’tin kullanilmasi1 daha
olumlu sonuglar vermistir (85, 86). Tim bu yeni gelismelerin 1s181nda, 2002 yilinda
NCCLS tarafindan M27-A2 sirkiileri yayinlanarak amfoterisin B i¢in antibiyotik medium
3’iin de kullanilabilecegi ve besiyerlerine %2 glikoz eklemenin MIK degerlerini
belirlemede yararli olabilecegi bilgileri ilave edilmistir (87). Bununla beraber amfoterisin

B i¢in duyarlilik sinirlar1 tam olarak kesinlesmemistir.

Tablo-3: NCCLS M27-P Dékiimaninda Onerilen Parametreler (70)

Besiyeri: RPMI 1640 (MOPS’lu, pH:7.0)

Inokulumun hazirlanmasi (spektrofotometrik ydntem)
inokulum miktari: 0.5x10%-2.5x10° hiicre/mL
Inkiibasyon sicaklig1:35°C

Inkiibasyon siiresi: 48 saat (C neoformans igin 72 saat)

flag ¢oziiculeri: (AmB ve Keto igin DMSO, Flu ve 5-FC icin distile su)

*® & & & o o o

lag diliisyonlar::

AmB: 0.0313-16 pg/mL

5-FC: 0.125-64 pg/mL

Keto: 0.0313-16 pg/mL

Flu: 0.125-64 pg/mL

¢ MIK degerlerinin belirlenmesi (end-point)

MIK-0: Amfoterisin B: Uremenin tamamen engellenmesi (berrak tiip)

MIK-1: Flusitozin: Uremenin %90 inhibisyonu

MIK-2: Azoller: Uremenin %80 inhibisyonu (kontrol tiipiiniin 4/5 sulandiriimasiyla

elde edilen bulaniklik)

Kisaltmalar: MOPS: 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid, AmB: Amfoterisin B, Keto: Ketokonazol, Flu: Flukonazol, 5-FC:
Flusitozin, DMSO: Dimetil siilfoksit, MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon

CLSI tarafindan en son yaymlanan M27-A3 doékiimaninda ise, Trichosporon
tiirlerine iliskin bir standardizasyon ve antifungal duyarlilik breakpoint degerleri yer

almamustir (15).
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Tiim bu gelismelere ragmen in vitro antifungal duyarhilik testlerinde arzu edilen
noktaya gelinmedigi aciktir. Verilen antifungal tedavi (doz, sure, uygulama yolu), konak
faktorleri (altta yatan hastalik, CD4" hiicre sayis1 ve diger risk faktorleri), ilacin
farmakokinetik 6zellikleri, hastanin tedaviye uyumu, klinik yanit1 belirleyebilecek dnemli
faktorlerdir (51, 81). 1Ideal bir duyarlilik testinde olmasi gereken in vitro-in vivo
korelasyon tam olarak saglanamadigindan, antifungal duyarlilik testlerinin giiniimiizde
rutin kullanimi tavsiye edilmemekte; bu konuda gilicli klinik verilere ihtiyag

duyulmaktadir.

Antifungal duyarhiligi belirlemede kullanilan diger yontemler: CLSI tarafindan

Onerilen makro ve mikro diliisyon yontemleri yaygin kullanim alani bulsa da yeni arayislar

her zaman devam etmistir.

Agar diflizyon testleri: Agarda yapilan testler basit ve ekonomik olup; ¢ok sayida
organizma ile ayni anda kolayca caligilabilme olanagi verdiginden birgok laboratuvar
tarafindan tercih edilmektedir. = Bakteriyolojide daha yaygin olarak kullanilan bu
tekniklerde inokulum miktari, inkiibasyon sicakligi ve siliresi mantarlar i¢in 6nemli
faktorlerdir. Uremenin kismi inhibisyonu ya da belirgin inhibisyon zonu iginde persiste
eden koloniler nedeniyle inhibisyon ¢apiin dlgiimii gliclik olusturan en 6nemli noktadir.
Ayrica test edilen antifungal ajanlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle agar ile
etkilesime girmeleri de miimkiindiir. Agar kimyasal olarak tanimlanmis bir materyal
degildir ve katyon konsantrasyonlari gibi basit Ozelliklerindeki varyasyonlar farkli
kaynaklardan elde edilen agarlarda degisik sonuclar dogurabilir. Tiim bu olumsuzluklarin
Otesinde amfoterisin B ve azollerin diliie formda ya da kuru olarak antibiyotik diski i¢inde
saklandiklarinda o6zelliklerinin degisebildigini diisiinenler de vardir (88). Ancak bu
problemlere ragmen disk difiizyon yontemi ile yapilmis c¢alismalar bulunmaktadir.
Flukonazol diskleri kullanim alan1 bulmus, ticari olarak temin edilebilmekte ve CLSI’1n

standart yontemi ile uyumlu sonuclar vermektedir (89-91).

E test yontemi de agarda calisilan, ticari olarak temin edilebilen kantitatif bir
difizyon yontemidir. Cesitli konsantrasyonlarda antifungal ajan emdirilmis plastik bir

seritten agarli besiyerine ilacin diflizyonu saglanarak MIK degerinin saptanmasi miimkiin
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olur. Kolay ve pratik bir test olmakla beraber pahalidir. Henlz tam olarak
standardizasyonu saglanamamissa da CLSI’in referans yontemi ile yiksek dlizeyde uyum

gosteren sonuglar bildirilmektedir (89, 90, 92).

Konvansiyonel antifungal ilaclara direngli Trichosporon enfeksiyonlarinda artig
oldugu rapor edilmesine ragmen, Trichosporon tirlerinin yeni antifungal ajanlara in vitro
duyarliliginin arastirildigi ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Trichosporon tirleri icin standardize
duyarhilik  testlerinin  olmamasmmin  yani sira genus i¢inde farkli tiirlerin

identifikasyonundaki gugclikler bu konudaki bilginin sinirli olmasina yol agmaktadir (8).

CLSP’m M27-A3 dokiimaninda (15), Candida ve Cryptococcus tlrlerinde in vitro
antifungal duyarhilik yontemleri ve breakpoint degerlerine iliskin detayli bilgi olmasina

ragmen Trichosporon koékenleri ile ilgili herhangi bir agiklama yer almamaktadir.

Trichosporon kokenlerinde antifungal ajanlara in vitro duyarlilik verileri oldukg¢a
smirlidir ve genellikle az sayida klinik kokeni igerir (7, 22, 8, 93). The European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan Onerilen
antifungal duyarlilik test kilavuzunda da yalnizca Candida turleri icin bilgi olup,

Trichosporon tirleri icin herhangi bir agiklama yoktur (8).

Bazi yazarlar, broth mikrodiliisyon yonteminin, farkli klinik kokenlerinde MIK
varyasyonlarinin dar olmasi nedeniyle amfoterisin B’ye direngli izolatlar1 saptamada
yeterli olmadigini belirtmektedirler. Bu nedenle MIK breakpoint degerleri, amfoterisin B
icin saptanamamustir. Etest yonteminin amfoterisin B’ye karsi duyarliligin saptanmasinda,

CLSI yontemine alternatif olarak faydali olabilecegi belirtilmektedir (8).
2.11.Trichosporonozda Tedavi:

Trikosporonozda, amfoterisin B ile antifungal tedavi tartismalidir. Laboratuvar
calismalar1 Trichosporon kokenlerinin bu ilaca karsi g¢ogunlukla direngli oldugunu
gostermektedir.  Bazi1 kokenler giivenli serum ila¢ konsantrasyonlar1 ile inhibe

edilebilmesine ragmen, nétropenik hastalarda fungusidal aktivite gosterilememistir (8).

Amfoterisin B nin, Trichosporon tiirlerine kars1 amfoterisin B, flukonazol ya da her
ikisinin kombinasyonu ile klinik basarisizliklar rapor edilmektedir ve genellikle nétropeni

varliginda sonu¢ umut verici degildir (7). T asahii’nin ¢oklu diren¢li dogasi nétropenik
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olmayan hastalar i¢in de bir tehdit olusturmaktadir. Amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol
ve flusitosin direncli bir kdkenin notropenik olmayan hastalarda nozokomiyal yayilimi
rapor edilmistir (21). Yeni triazoller Trichosporon tiirlerine kars1 flukonazolden daha etkin
gorinmektedir.  Vorikonazol Akut Myeloid Loésemili (AML) bir hastada gorulen
dissemine T asahii enfeksiyonunda basari ile kullanilmistir (7).

Ekinokandinlerin ise Trichosporon tiirlerine karsi aktivitesi zayiftir ve
trikosporonoz tedavisinde tavsiye edilmemektedirler. Ekinokandinlerle tedavi edilen

hastalarda, breakthrough Trichosporon enfeksiyonlari rapor edilmektedir (8).

In vitro ve in vivo ¢alismalar, vorikonazoliin dissemine Trichosporon enfeksiyonu
olan akut losemi ve myelodisplastik sendromlu hastalarin tedavisinde faydali oldugunu
gostermektedir (8). Paphitou ve ark. (94) trikosporonoz tedavisinde yeni triazollerin
(vorikonazol, ravukonazol, posakonazol) amfoterisin B’ye gore daha etkili oldugunu

belirtmislerdir.

Bu calismada Trichosporon kokenlerinin virtlans faktorlerinin ve antifungal

ajanlara duyarliliginin belirlenmesi amaglanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Trichosporon Kékenleri ve Identifikasyonu

Bu ¢alismada daha once sekans analizi (IGS1 bolgesi) yapilmis ve genotip 1 ve 3
olarak belirlenmis T asahii kokenlerinde virtilans faktorlerinin ve antifungal ajanlara

duyarhiligin belirlenmesi amaglandi.

1997- 2007 yillar1 arasinda hastanemizde yatan hastalarin idrar, kan ve plevra sivisi
orneklerinde Uremis olan ve etken oldugu diistiniilen 21 koken bu ¢alismada kullanildi.
%10 gliserin i¢eren Sabouraud dextrose sivi besiyerinde -20°C’de saklanan kokenler,
calisma Oncesinde, canlandirma ve safligin saglanmasi amaciyla Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA; Oxoid) besiyerine pasaj yapildi. Plaklar 35°C’de 48 saat siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen mikroorganizmalar tekrar SDA besiyerine pasaj yapildi.
48 saatlik inkiibasyonun sonunda kokenlerin safligindan emin olunduktan sonra
identifikasyon amaciyla koloni goriiniimii, misir unlu tween 80’li agar besiyerinde
morfolojik 6zellikleri, {ireaz aktivitesi, karbonhidratlar1 asimilasyon paternleri (APl ID 32
C (bioMerieux, France)) degerlendirildi. Trichosporon asahii olarak tanimlanan kokenler

caligmaya alindi.

3.2. Kokenlerin Virtlans Ozelliklerinin Belirlenmesi

Asit Proteinaz Aktivitesinin Tayini

Proteinaz aktivitesinin 6lclimunde plak yontemi uygulandi (95). SDA’da uretilen
kolonilerden Yeast extract pepton dextrose (YEPD) sivi besiyerine (Ek:1) pasaj yapildi.
30°C’de 4 saat inkiibasyon sonrasinda McFarland 0.5 yogunlugunda siispansiyon elde
edildi. Bu siispansiyondan 10 uL alinarak tek azot kaynagi olarak %1 oraninda sigir serum
albimini iceren pH:5.0 olan kati besiyeri (Ek:2) lizerine yerlestirilmis 6 mm gapindaki
steril kagit diskler (Whatman No 2) iizerine damlatildi. Yedi gln sureyle 30°C sicaklikta

inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda proteinin par¢alanmasi ile lizis zonunun olusup
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olusmadigina bakildi. Bu sekilde proteolitik aktivitesi olan kokenler belirlenmeye calisildi.
Deney her kdken igin 3 kez tekrarlandi. Pozitif kontrol olarak C albicans CBS 2730, C
albicans ATCC 10231 kokenleri kullanilda.

Fosfolipaz Aktivitesinin Tayini

Price ve ark.’nin, Samaranyake tarafindan modifiye edilen yontemi kullanildi (41,
42). SDA’da 48 saat inkiibasyon sonucu treyen kolonilerden steril serum fizyolojik icinde
McFarland 0.5 yogunlugunda siispansiyon hazirlandi. %8 oraninda yumurta sarist igeren
pH:4.3 olan besiyerine (Ek:3) kalibre 6ze ile (0.01 mL) yiizeye degdirilmek suretiyle ekim
yapildi. 37°C’de 4 gin slreyle inklbe edildikten sonra lizis zonu degerlendirildi.
Fosfolipaz aktivitesi (Pz degeri) koloni ¢apinin, koloni ile birlikte presipitasyon zonunun
toplam capma orani olarak hesaplandi. Pz aktivitesi 1 olanlar fosfolipaz aktivitesi
olumsuz, <1 olanlar olumlu olarak degerlendirildi. Deney her koken i¢in 3 kez tekrarlandi.

Pozitif kontrol olarak C albicans CBS 2730, C albicans ATCC 10231 kokenleri kullanild.

Esteraz Aktivitesinin Tayini

Bu amagla Tween 80 igeren ve pH:6.8 olan kati besiyeri (Ek:4) kullanild1 (96).
SDA’da 48 saat inklibasyon sonucu Ureyen kolonilerden steril ekiivyon dokundurularak
alindi, tween 80 iceren kati besiyerine daire seklinde (yaklagik 10 mm c¢apinda) ekim
yapildi. Plaklar 30°C’de 10 giin siireyle inkiibe edildi, her giin arkadan 151k verilerek
incelendi. Tween 80 agarda inokiilasyon bolgesinin etrafinda tween 80’in hidrolizi sonucu
ortaya ¢ikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller halinde ¢okmesi pozitif

esteraz aktivitesi olarak degerlendirildi. Deney her koken i¢in 3 kez tekrarlandi.

Yilzey Hidrofobisite Deneyi (Polistiren Mikrokure Yontemi)

Maya yizey hidrofobisitesinin belirlenmesi icin Hazen ve ark’nmin polistiren
mikrokiire yontemi uyguland: (97). SDA’da tireyen kolonilerden 250 mL’lik erlenmayer
icindeki 500 mM galaktoz iceren 50 mL YNB (Ek:5) besiyerine pasaj yapildi. Calkalayici
etlivde 37°C sicaklikta, 48 saat siireli iki inkiibasyon sonrasinda elde edilen siispansiyon
2500 devirde, 4°C’de 5 dakika sureyle santrifuj edilerek soguk 0.05 M sodyum fosfat
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tampon ¢ozeltisi (pH:7.2) ile 3 kez yikandi. Elde edilen ¢okelti Thoma laminda sayilarak
2x 10° hiicre/mL olacak sekilde sulandirildi.

Hidrofobik iliskiye uygun 0.801+0.001 um ¢apinda, negatif yiiklii polistiren lateks
boncuklar (Sigma) kullanildi. Stok boncuklarin 9 pL’si soguk sodyum fosfat tampon
cozeltisinin 1 mL’si ile sulandirilarak kabaca 9.02x10° boncuk/mL’lik siispansiyon

hazirlandi.

Hazirlanan soguk maya suspansiyonundan 0.1 mL ve soguk boncuk
siispansiyonundan 0.1 mL alinarak elde edilen karisim hizla oda 1sisina getirilecek 30 sn
vorteks ile karistirildiktan sonra bir damla lam (izerine alinip lamel kapatilarak 40x objektif
ile incelendi. Her bir kdken i¢in 100 maya hiicresi sayildi. Maya hiicrelerinin 3 veya daha
fazla boncuk baglanmis olanlarnin yiizdesi hidrofobik 6zellik olarak belirlendi. Her bir
koken igin 3 kez tekrarlanarak, deneylerin ortalamasi alindi. L.J.Douglas’dan alinmis

adeziv Ozellikleri iyi bilinen C albicans GDH 2346 (Glasgow, UK) kokeni pozitif kontrol
olarak kullanildi.

Epitel Hicrelerine Baglanma Deneyi

Kokenlerin adezyon o6zelliklerini belirlemek icin, yanak mukoza hicrelerinden
yararlanildi (98). Aymi kisiden yanak i¢ kismina steril ekiivyon siiriilerek epitel hiicreleri
toplandi, steril 0.1 M fosfat tamponlu tuzlu su (PBS, pH:7.2) (Ek:6) ¢ozeltisi ile 3 kez
yikandi. Thoma laminda sayilarak 1x10° epitel hiicresi/mL olacak sekilde sulandirildi.

SDA’da ureyen kolonilerden 250 mL’lik erlenmayer icindeki 500 mM galaktoz
iceren 50 mL YNB besiyerine (Ek:5) pasaj yapildi. Calkalayici etiivde 37°C sicaklikta, 48
saat sureli iki inklibasyon sonrasinda elde edilen siispansiyon 2500 devirde 4°C’de 5
dakika streyle santrifuj edilecek 0.1 M PBS (Ek:6) ile 3 kez yikandi. Elde edilen ¢okelti
Thoma laminda sayilarak 1x 107 hiicre/mL olacak sekilde PBS ile sulandirildi.

Yogunlugu ayarlanmis maya ve epitel hiicreleri 0.1’er mL olacak sekilde
karistirlldi.  Elde edilen karisim 37°C’de calkalayict etivde 45 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda por caplari 12 um olan seffaf polikarbonat filtrelerden (millipore)
stizulerek 60 mL 0.1 M PBS ile yikandi. Bdylece epitel hiicreleri ve epitel hicrelerine
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bagli mayalar filtre Gzerinde tutulurken baglanamayanlarin porlardan siiziilmesi saglandi.
Seffaf filtre tizerine metanol dokiildii, 15 dakika beklenerek tespit edildi. Kristal viyole ile
boyandiktan sonra iizerine lamel kapatilarak 40x’lik objektifte incelendi. Her filtrede 100
epitel hiicresi ve bunlara baglanan maya hiicreleri sayildi. L.J.Douglas’dan alinmis adeziv
oOzellikleri iyi bilinen C albicans GDH 2346 (Glasgow, UK) kokeni pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Modifiye Tip Aderans Testi ile Slime Faktor Uretiminin Tespiti

Trichosporon kokenlerinin slime faktor Gretip Uretmedikleri, Christensen ve
ark.’nin stafilokoklar i¢in tanimladiklart yontemin (99) Candida’lara uyarlanmasi ile

gelistirilen modifiye tiip aderans yontemi ile (100) test edildi.

SDA’da 35°C’de 48 saatlik inklibasyon sonucu treyen Trichosporon kdkenlerinden
bir 6ze dolusu alinarak cam deney tiplerindeki 10 mL Saboraud dekstroz broth besiyerine
(SDB) (%8 glikoz igeren) (EK:7) pasaj yapildi. 35°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
SDB yavas bigimde dokiilerek tiipler 5’er mL distile su ile iki kez yikandi. Olusan slime
tabakasini1 gostermek iizere 5 mL kristal viyole boyasi ile bir dakika siire ile boyandi.
Havada kurutulan tuplerin i¢ ¢eperinde renkli, gézle gorinur bir film tabakasinin varligi
slime tiretimi bakimindan olumlu yorumlandi. Olugan tabakanin kalinligina gore sonuglar

zayif pozitif (+), orta pozitif (++) ve kuvvetli pozitif (+++) olarak degerlendirildi.

3.3. In vitro Antifungal Duyarhlik Testleri

CLSI'in M27-A2 Referans Mikrodilisyon Yoéntemi

Farkli hastalara ait 21 Trichosporon asahii izolatinin amfoterisin B, flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin duyarliligt CLSI’in referans mikrodiliisyon
yontemi (M27-A2) (87) ile incelendi. Degerlendirmeler 24. ve 48. saatlerde yapildi.

Antifungal Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Amfoterisin B (Sigma Chemical Co.), flukonazol (Pfizer S.A.), itrakonazol
(Janssen S.A.), vorikonazol (Pfizer S.A.), kaspofungin (Merck Pharmaceutical Co. Ltd.)
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ham maddeleri Uretici firmadan temin edilmis olup, -20°C’de derin dondurucuda toz
halinde saklandi.  Amfoterisin B, itrakonazol ve vorikonazol stok soliisyonlari
dimetilsilfoksit (DMSO; Merck) icinde, flukonazol ve kaspofungin stok soliisyonlar1 ise
steril distile su icinde ¢Ozllerek hazirlandi. Amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve
kaspofungin stok soliisyonlar1 1600 pg/mL, flukonazol stok solusyonu ise 5120 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanarak 1’er mL hacimde ependorf tiiplere dagitilarak kullanilincaya

kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.
Besiyerinin Hazirlanmasi

CLSI’in referans yonteminde Onerilen sentetik besiyeri olan L-glutamin ve fenol
kirmizist igeren, sodyum bikarbonat icermeyen RPMI 1640 (Angus) son konsantrasyonu
0.165 mol/L olacak sekilde 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS; Sigma) ile
tamponlanarak hazirlandi. Besiyerinin pH’s1 1 M NaOH ile 6.9-7.1°e ayarland1 (Ek:8).

Antifungal Ila¢ Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

flag diliisyonlar1 CLSI’mm M27-A2 Mikrodiliisyon yoéntemi (87) esas almarak
amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin icin 0.06-32 pg/mL, flukonazol
icin ise 0.25-128 pg/mL araliginda olacak sekilde hazirlandi ve U tabanli steril
mikroplate’lere 100’er pL hacimde dagitildi. Kullanilana kadar -80°C derin dondurucuda

saklandi.
Maya Sispansiyonunun Hazirlanmasi

SDA’da ureyen kolonilerden 6ze ile alinarak 5 mL steril serum fizyolojik icinde
stispanse edildi. Siispansiyonun bulanikligi 530 nm dalga boyunda filtre kullanilarak
spektrofotometre (Milton Roy Spectronic 20 D, ABD) ile ayarlandi. Bu sekilde 1-5x10°
hiicre/mL igeren maya stok soliisyonu hazirlanmis oldu. Bu stok soliisyon RPMI 1640 sivi
besiyeri (Ek:8) ile 1/2000 oraninda sulandirilarak 1x10° - 5x10° hiicre/mL iceren maya
stspansiyonu elde edildi.
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Maya Suspansiyonunun Antifungal Tlag Diliisyonlarma Eklenmesi

Antifungal ilag diliisyonlarmin dagitildigi mikroplate ¢ukurcuklarina 100’er pL
maya stispansiyonundan c¢klendiginde iki kat daha diliisyon saglanarak 0.5-2.5x10°
hiicre/mL yogunluk elde edildi. Antifungal ilag dilisyonlar1 ise amfoterisin B, itrakonazol
ve vorikonazol igin 0.03-16 pg/mL, flukonazol igin ise 0.12-64 pg/mL arasinda dagilim

gosterdi.

35°C’de 24 ve 48 saat inkiibasyon siresi sonunda ¢ukurcuklarda olusan bulaniklik
antifungal ilag dillisyonu igermeyen cukurcuktaki (Ureme kontroll) treme ile
karsilastirilarak gozle degerlendirildi. Amfoterisin B i¢in bulanikli§in tamamen ortadan
kalktig1 en diisiik ila¢ konsantrasyonu (MIK-0), azoller ve kaspofungin icin ise bulaniklikta
%50 oraninda azalmanin oldugu ilag konsantrasyonu (MIK-2) minimal inhibitor

konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlendi.

Calismaya kalite kontrol kokenleri olarak C parapsilosis ATCC 22019 ve C krusei
ATCC 6258 dahil edildi.

E test Yontemi

Amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, kaspofungin ve posakonazol

duyarliligi E test yontemi ile incelendi.
Antifungal seritler

Amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, kaspofungin ve posakonazol
icin E test stripleri (AB Biodisk, Sweden), kullanilana kadar -20°C derin dondurucuda

saklandi.
Besiyeri

Uretici firmanim onerisi dogrultusunda hazirlanan MOPS tamponlu, %1.8 glikoz ve
%1.8 agar iceren RPMI 1640 sentetik besiyeri (EK:9), 15 cm gapli petri kutularia 60 mL
hacimde dagitildi.
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Yontem

Steril serum fizyolojik icinde McFarland 0.5 bulanikliginda hazirlanan maya
stispansiyonu steril ekiivyonla besiyeri iizerine homojen olarak yayildi. Yaklagik 15
dakika kurumasi beklendikten sonra iizerine E test seritleri yerlestirildi. 35°C’de 24 ve 48
saat inkubasyon siresi sonunda degerlendirildi. Olusan elips seklindeki inhibisyon
zonunun serit iizerinde karsil1ig1 olan en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.

Degerlendirmeler 24. ve 48. saatlerde yapildu.
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4. BULGULAR

Genotip 1 ve 3 Trichosporon asahii kdkenlerinin plak yontemi ile asit proteinaz

aktivitesi, fosfolipaz aktivitesi, Tween 80 agarda ise esteraz aktivitesi arastirildi.

Trichosporon kokenlerinin tlmiinde asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesinin negatif

oldugu, esteraz aktivitesinin ise pozitif oldugu saptandi (Tablo-4, 5).

Tablo-4: T asahii Kékenlerinin Genotip ve Viriilans Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

izolat No | Materyal Genotip | Proteinaz | Fosfolipaz | Esteraz | Hidrofobisite (%) | Adezyon* | Slime Olusumu**
2988 Idrar 1 Negatif Negatif Pozitif 83 78 +
6704 Kan 1 Negatif Negatif Pozitif 89 141 ++
8153 | ldrar 1 Negatif | Negatif Pozitif 95 120
8259 Idrar 1 Negatif Negatif Pozitif 91 287
10990 | Idrar 1 Negatif Negatif Pozitif 100 271 ++
11052 | Idrar 1 Negatif | Negatif Pozitif 79 241 ++
12668 | ldrar 3 Negatif | Negatif Pozitif 100 53 +4t
12828 | Idrar 1 Negatif Negatif Pozitif 76 129 ++
13389 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 99 164 ++
13637 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 83 239 +
13678 | Plevra sivisi 1 Negatif Negatif Pozitif 98 266 +++
13836 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 98 140 +
14861 | ldrar 1 Negatif | Negatif Pozitif 95 219 ++
14904 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 100 145 ++
15793 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 94 66 ++
16048 | ldrar 1 Negatif | Negatif Pozitif 100 51 ++
17416 | ldrar 3 Negatif | Negatif Pozitif 97 170 ++
17430 | ldrar 1 Negatif Negatif Pozitif 100 53 +
19162 | ldrar 3 Negatif | Negatif Pozitif 99 76 4t
21830 | ldrar 3 Negatif Negatif Pozitif 98 234 et
21880 | ldrar 1 |Negatif |Negatif | Poxitif 99 96 ++
* Her filtrede 100 epitel hiicresine baglanan maya hiicre sayisi, ** + zayif pozitif, ++ orta pozitif, +++ kuvvetli pozitif
Tablo-5: T asahii Kokenlerinin Virulans Ozellikleri
Proteinaz Fosfolipaz Esteraz Hidrofobisite Adezyon Slime
Zayif Orta Kuvvetli
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%) n (%)
Negatif 21 (100) 21 (100) 0 0 0 0 0 0
Pozitif 0 0 21(100) 21 (100) 21(100) 6(28.6) 11(524)  4(19)
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Polistiren Mikrokiire Yontemi ile Trichosporon asahii kokenlerinin yiizey
hidrofobisite 0Ozellikleri %76-100 arasinda belirlendi (Tablo-4). Epitel hicrelerine
baglanma deneyi ile adezyon o6zellikleri %51-287 arasinda saptandi (Tablo-4). Tip
Aderans Yontemi ile kokenlerin %28.6’sinin zayif diizeyde, %52.4’linlin orta diizeyde,

%19’unun kuvvetli diizeyde slime olusturdugu belirlendi (Tablo-4, 5).

Referans mikrodillisyon yontemi ile 24. ve 48. saatte okunan amfoterisin B,
flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, kaspofungin MIK degerlerinde Trichosporon asahii
kokenlerinin  tireme hizlart nedeniyle farkliliklar olabildigi goriildii  (Tablo-6).
Mikrodillisyon referans yontemi ile amfoterisin B MIK araliginin dar oldugu (2-8 pg/mL)
tespit edildi (Tablo-6, 7). izolatlarm tiiminin amfoterisin B MIK degerlerinin >2 ng/mL
oldugu goruldi (Tablo-6).

Tablo-6: T asahii Kokenlerinde Mikrodiliisyon Yéntemi ile Belirlenen MiK Degerleri

izolat | Genotip Amfoterisin B Flukonazol itrakonazol Vorikonazol Kaspofungin
No (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (Hg/mL)
24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat

2988 1 1 2 2 2 0.5 0.5 0.125 0.125 16 16
6704 1 2 4 1 1 0.25 0.5 0.032 0.125 16 16
8153 1 1 2 4 8 0.064 0.125 0.064 0.064 16 16
8259 1 1 2 8 8 0.125 0.125 0.125 0.125 16 16
10990 1 0.5 2 2 2 0.25 0.5 0.064 0.032 16 16
11052 1 1 2 4 4 0.25 0.125 0.064 0.064 16 16
12668 3 2 8 2 2 0.5 0.5 0.125 0.125 16 >16
12828 1 1 2 32 32 0.125 0.125 0.032 0.064 16 16
13389 1 2 2 4 2 0.25 0.25 0.125 0.25 16 16
13637 1 0.25 2 4 2 0.5 0.5 0.064 0.125 16 16
13678 1 0.25 2 1 2 0.5 0.25 0.064 0.064 16 16
13836 1 0.25 2 2 4 0.5 0.25 0.064 0.125 16 >16
14861 1 1 2 2 2 0.25 0.25 0.064 0.125 16 >16
14904 1 1 2 2 2 0.5 0.25 0.064 0.125 16 16
15793 1 1 2 2 2 0.5 0.5 0.064 0.125 16 16
16048 1 1 2 32 32 0.5 0.5 0.032 0.064 16 16
17416 3 2 8 32 32 0.5 0.5 0.125 0.064 16 16
17430 1 1 2 32 32 0.5 0.5 0.125 0.125 16 16
19162 3 2 8 32 32 0.5 1 0.125 0.125 16 >16
21830 3 1 2 32 32 0.064 1 0.125 0.125 16 >16
21880 1 1 4 32 32 0.125 0.5 0.064 0.064 16 >16
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Tablo-7: T asahii Kokenlerinde E Test Yontemi ile Belirlenen MiK Degerleri

Izolat | Genotip | Amfoterisin B Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol Kaspofungin Posakonazol
No (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat | 24.Saat 48.Saat

2988 1 0.032 0.5 2 4 1 2 0.032 0.064 >32 >32 1 2
6704 1 0.25 2 2 2 0.5 1 0.032  0.064 >32 >32 0.5 1
8153 1 0.016 0.064 16 >256 0.5 0.5 0.064 0.064 >32 >32 1 1
8259 1 0.032 0.064 16 >256 1 1 0.032 0.25 >32 >32 1 2
10990 1 0.008 0.016 2 2 0.25 0.5 0.032 0.032 >32 >32 0.5 0.5
11052 1 0.032 0.5 4 8 0.5 1 0.064 0.125 >32 >32 1 1
12668 3 0.125 1 4 4 0.5 2 0.125 0.125 >32 >32 2 2
12828 1 0.064 0.064 2 4 0.25 0.5 0.064 0.064 >32 >32 0.25 0.5
13389 1 0.032 0.5 4 8 0.5 1 0.032 0.064 >32 >32 0.5 1
13637 1 0.032 0.25 8 8 1 1 0.064 0.064 >32 >32 1 1
13678 1 0.008 0.064 4 4 0.5 0.5 0.032 0.064 >32 >32 1 1
13836 1 0.016 0.25 4 8 1 1 0.032 0.064 >32 >32 1 1
14861 1 0.064 2 8 16 0.5 1 0.064 0.125 >32 >32 1 1
14904 1 0.032 1 4 8 1 1 0.064 0.125 >32 >32 1 1
15793 1 0.125 0.5 8 8 1 1 0.064 0.125 >32 >32 1 1
16048 1 0.064 1 8 8 0.5 0.5 0.064 0.125 >32 >32 0.5 0.5
17416 3 2 >32 4 4 1 1 0.064 0.064 >32 >32 1 1
17430 1 0.125 1 16 16 1 1 0.125 0.125 >32 >32 2 2
19162 3 0.032 0.064 8 16 1 1 0.125 0.125 >32 >32 1 1
21830 3 0.032 0.032 4 8 1 1 0.125 0.125 >32 >32 0.5 1
21880 1 0.064 0.125-1 8 16 1 1 0.25 0.25 >32 >32 1 2

Referans Mikrodillisyon Yontemi ile 48. saatte yapilan degerlendirmede azoller

icerisinde en yiiksek MIK degerleri flukonazole kars1 saptandi (MiK araligi: 1-32 pg/mL).

En diisiik MIK degerlerine ise vorikonazol ve itrakonazol duyarliliginda rastlandi. MIK

araliklart vorikonazol i¢in 0.032-0.25 pg/mL, itrakonazol igin ise 0.125-1 pg/mL olarak

saptandi.

(Tablo-8).
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Tablo-8: T asahii Kokenlerinde Mikrodiliisyon ve E Test Yontemleri ile Antifungal

Duyarhlik Sonuglar:
24 saat 48 saat
Antifungal flac Yontem MIK arah@ | MiKsg, MiCq, | MIK arahg MiKs, MiKy,
(Mg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)

Amfoterisin B Mikrodilusyon 0.25-2 1 2 2-8 2 8

E test 0.008-2 0.032 0.125 0.016->32 0.5 2
Flukonazol Mikrodilisyon 1-32 4 32 1-32 2 32

E test 2-16 4 16 2->256 8 16
itrakonazol Mikrodiliisyon 0.064-0.5 0.5 0.5 0.125-1 0.5 0.5

E test 0.25-1 1 1 0.5-2 1 1
Vorikonazol Mikrodiltisyon 0.032-0.125 0.064 0.125 0.032-0.25 0.125 0.125

E test 0.032-0.25 0.064 0.125 0.032-0.25 0.125 0.125
Kaspofungin Mikrodiliisyon 16 16 16 16->16 16 >16

E test >32 >32 >32 >32 >32 >32
Posakonazol E test 0.25-2 1 1 0.5-2 1 2

MiIKso: Izolatlarin %50’sinin iiremesini inhibe eden ilag konsantrasyonu

MiKgo: Izolatlarin %90’ min {iremesini inhibe eden ilag¢ konsantrasyonu

CLSI Mikrodiliisyon ydntemi ve E test yontemleri ile elde edilen MiK degerleri +1

diliisyon araligi esas alinarak karsilastirildi. Amfoterisin B MIK degerlerinin

belirlenmesinde her iki yontem arasindaki uyum orani 24. saatte yapilan degerlendirmede

%4.8, 48. saatte ise %28.6 olarak saptandi. Her iki yontemle de kaspofungin direncinin

kolaylikla belirlendigi goriildii. Vorikonazol ise uyumun en yiiksek oldugu azol antifungal

ajan olup, 24 ve 48. saatlerde yapilan degerlendirmelerde, uyum oranlari sirasiyla %81 ve
%85.7 olarak belirlendi (Tablo-9).

Tablo-9: CLSI Mikrodiliisyon Yontemi ve E Test Yontemleri ile Elde Edilen

Sonuclarin Karsilastirilmas1 (£1 Diliisyon Arahgi Esas Alindiginda), Uyum %

Oranlan
Antifungal Ila¢ Uyum (%)
24 .Saat 48.Saat

Amfoterisin B 4.8 28.6
Flukonazol 52.4 47.6
itrakonazol 81 52.4
Vorikonazol 81 85.7
Kaspofungin 100 100
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada Trichosporon asahii kdkenlerinde virlilans faktorlerinin varhigi
arastirilmig, asit proteinaz ve fosfolipaz enzimi iiretimine rastlanmamustir. Ichikawa ve
ark.’nin (101) 61, Dag ve ark.’nin (14) 48 ve Sun W. ve ark.’min (102) 23, Demir ve
ark.’nin (103) 24 T asahii kokeni ile yaptiklar1 ¢alismalarda da benzer sonuglar elde

edilmistir.

Virilans faktéri olarak esteraz aktivitesi arastirildiginda ise tum Trichosporon
kokenlerinde esteraz aktivitesinin pozitif oldugu; elde edilen sonuglarin Dag ve ark. (14),
Demir ve ark.’nin (103) sonuglar1 ile uyumlu oldugu saptanmistir. Insan derisinin stratum
korneum tabakasinda, esteraz enziminin substratlar1 olan monoagilgliserol ve triagilgliserol
gibi molekiillerin yiiksek oranda bulunmasi, bu enzimin patogenezde rol alabilecegini

diistindiirmektedir (104).

Trichosporon kokenlerinin ytizey hidrofobisite 0Ozellikleri polistren mikrokire
yontemi ile belirlenmistir. Kokenlerin %76-100 arasinda yiizey hidrofobisite ozelligi
gosterdigi saptanmistir. Dag ve ark'nin (14) ¢alismasinda da benzer sonuglar edilmis olup,

klinik izolatlarda %70.4-92.7 arasinda hidrofobisite 6zelligi saptanmustir,

Calismamizda T asahii kokenlerinin adezyon 06zellikleri, epitel hicrelerine
baglanma deneyi ile arastirilmis, epitel hiicrelerine baglanma oraninin %51-287 arasinda
degiskenlik gosterdigi saptanmustir. Literatlirde Trichosporon kokenlerinde bu konu ile

ilgili yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamagtir.

Trichosporon kokenlerinin biyofilm olusturma 6zellikleri tlp aderans yontemi ile
arastirilmis olup; %28.6’sinin  zayif diizeyde, %352.4’linlin orta diizeyde, %19 unun
kuvvetli diizeyde slime olusturdugu belirlenmistir. Dag ve ark.'nin (14) ¢alismasinda ise
48 Trichosporon asahii kdkeninin 28'inde (%58.3) slime Uretimi pozitif bulunurken, 20

kokenin slime olusturmadigi belirtilmistir.
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Calismamizda 21 T asahii kokeninden Genotip 3 oldugu bilinen 3 T asahii
kokeninin kuvvetli diizeyde slime olusturdugu saptanmistir. Sun W. ve ark. (102) 23 T
asahii kokeninde biyofilm olusumu ve hemolitik aktiviteyi arastirdiklarinda, Genotip 3
kokenlerin, diger genotiplerle karsilastirildiginda (Genotip 1 ve 3), biyofilm olusturma ve
hemolitik aktivite agisindan daha patojen goriindiiklerini belirtmislerdir (Sekil 4). Ancak az
sayida kokende ortaya konulan bu hususu agiklamak igin, IGS sekans analizi gibi
molekdiler yéntemlerle genotip 0Ozellikleri belirlenmis kokenlerde viriilans faktorlerinin

arastirilacagi ek caligmalara ihtiyag vardir.
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Sekil-4 Farkli T asahii genotiplerinde biyofilm olusumu ve hemolizin iiretimi (102)

(@) Biyofilm olusumu, (b) Hemolizin iiretimi

Calismamizda Genotip 1 ve 3 T asahii kokenlerinin antifungal ajanlara
duyarliliklar1 CLSI M27-A3 mikrodiliisyon ve Etest yontemleri ile arastirildi. Candida ve
Cryptococcus tirleri icin CLSI M27-A3 mikrodillisyon yontemi referans yontem olarak
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tanimlanmistir, duyarlilik sinir degerleri belirlenmistir (15). Ancak T asahii kdkenleri igin

henlz bir standardizasyon s6z konusu degildir.

CLSI M27-A3 mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen amfoterisin MIK araliklarinin
dar olmasi, degerlendirme giigliiklerine neden olmaktadir. Bazi aragtirmacilar amfoterisin
B duyarliliginin belirlenmesinde CLSI yontemi yerine ticari bir agar yontemi olan E test
yonteminin alternatif olarak kullanilabilecegini belirtmektedirler (8). Bu g¢alismada ise bu
goriisiin aksine referans mikrodiltisyon yontemi ile amfoterisin B MIK degerleri kokenlerin
timiinde >2 pg/mL saptanmasina karsin; Etest yontemi ile yalnizca 3 kdkende >2 pg/mL
olarak belirlenmistir. Smir MIK degeri >2 pg/mL olarak diisiiniildiigiinde, kokenlerin
duyarliliklarmin belirlenmesinde, Etest yontemi ile elde edilen MIK degeri sonuglarinin

celiskili oldugu goriilmektedir.

Calismamizda amfoterisin B icin 24. ve 48. saatlerde okunan MIK degerleri
arasinda belirgin farklilik saptanmistir.  Trichosporon kokenlerinin iireme hizlarinin
Candida kokenlerine gore daha yavas olmasi nedeniyle, 48. saatte yapilacak okumaninin

24. saate gore daha dogru sonug verecegi diistinlilmiistiir.

Calismamizda Trichosporon kdkenlerinin tiimiinde amfoterisin B MIK degerinin
>2 pug/mL oldugu saptanmistir. Rodrigues-Tudella ve ark. (9), EUCAST tarafindan
Onerilen yontem ile benzer sonuglar ele etmislerdir. 15 Trichosporon kokeninde
amfoterisin B MIK degerinin >2 pg/mL oldugunu, kdkenlerin tiimiiniin in vitro olarak
amfoterisin B'ye direngli oldugunu gostermislerdir. Arikan ve Hasgelik (93), artmis

amfoterisin B MIK degerlerini 43 T asahii kokeninde rapor etmislerdir.

Baz1 aragtirmacilar T asahii disindaki Trichosporon izolatlariin T asahii kokenleri
ile karsilastirildiginda amfoterisin B MIK degerlerinin daha diisiik oldugunu
belirtmektedirler (9, 94). Rodrigues-Tudella ve ark. (9) antifungal duyarlilik arastirdiklar
T asahii kokenlerinde (n:15) amfoterisin B MIK degerlerinin >2 pg/mL oldugunu
saptamiglardir. Benzer sekilde T coremiiforme (n:2) ve T faecale (n:4) kokenlerinin de
amfoterisin B MIK degerlerinin yiiksek oldugunu saptamalarina karsin test ettikleri diger
Trichosporon tiirlerinde (n:28), amfoterisin B MIK degerlerinin <1 pg/mL oldugunu

belirlemiglerdir. Aymi sekilde, Paphitou ve ark. (94) her ne kadar in vivo olarak
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dogrulanmamis olsa da Trichosporon izolatlarinin T asahii izolatlari ile karsilastirildiginda,

in vitro olarak amfoterisin B MiK degerlerinin daha diisiik oldugunu belirtmektedirler.

Klinik bir drnekten izole edilen Trichosporon koékeninin dogru identifikasyonu bu
yuzden 6nemlidir. Farkl tiirler farkli antifungal duyarlilik paternine sahip olabilirler (7, 9,
94). T asahii, T coremiiforme, T faecale olarak tanimlanan bir klinik izolat in vitro olarak
amfoterisin B direnci gdsterirken, diger Trichosporon tiirlerinin amfoterisin MIK
degerlerinin daha diisiik olmas1 miimkiin goriinmektedir. Ancak bu hususta bir kaniya
varilabilmesi icin verilerin baska ¢aligmalarla da desteklenmesi gerekir. Herseyden 6nce in

Vivo-in vitro uyumu gosterecek klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Trichosporon enfeksiyonlarinin tedavisinde amfoterisin B kullanimi1 bu laboratuvar
verileri esliginde tartismalidir. In vitro duyarlilik ¢aligmalar1 Trichosporon izolatlarinin
pek cogunun amfoterisin B'ye direngli olabilecegini gostermektedir. Guvenilir ilag serum
konsantrasyonlarinda bazi izolatlar inhibe edilebilmektedir. Ancak nétropenik hastalarda
fungusidal aktivite saglanamamaktadir (4). Dissemine trikosporonozda mortalite orani
%80'in iizerindendir. Invazif enfeksiyon gelisen ve amfoterisin B ile tedavi edilen 25
notropenik hastanin yalnizca dordiinde basarili sonug alinmistir (105). Girmenia ve ark.
(106) altta yatan hematolojik bir hastaligi olup invazif Trichosporon enfeksiyonu gelisen
ve amfoterisin B ile tedavi edilen 55 hastanin tedavi sonuglarin1 degerlendirmisler, sadece
13 (%24) hastada tedavide basar1 saglanabildigini belirtmiglerdir. Kanser hastalarinda
nétropeniden ¢ikis ile birlikte klinik basari da artmaktadir. Kullanilan antifungal ilag

disinda konagin enfeksiyona karsi immiin yanit1 da biiylik 6nem tasimaktadir (8).

Bu calismada flukonazol igin yiiksek MIK degerleri saptanmistir. Bu bulgu
literatlirle uyumludur. T asahii kokenlerinde triazol grubu antifungallerin in vitro etkileri
karsilastirildiginda flukonazol en diisiik aktivite gdsteren triazol grubu antifungal ilagtir
(26, 40, 93, 107). Arikan ve Hasgelik (93) flukonazol ve itrakonazole kars1 orta diizeyde

duyarliligi 43 T asahii kokeninde rapor etmislerdir.
T mucoides, T inkin, T ovoides gibi diger Trichosporon tirleri, T asahii ya da T

cutaneum'a gore flukonazole kars1 daha duyarli goziikmektedirler (90). /n vitro duyarlilik

testlerinde flukonazol MIK degeri diisiik saptanan T asahii kokenlerinin etken oldugu
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enfeksiyonlarda, flukonazol ile tedavi her zaman klinik basar1 anlamina gelmemektedir
(94).

Bu calismada in vitro olarak en etkili ilag olarak vorikonazol saptanmuistir.
Vorikonazol ve itrakonazol igin diisik MIK degerleri saptanmustir. Bu bulgu literattrle
uyumludur.  Klinik ve in vitro calismalar azollerin 0Ozellikle de vorikonazol ve
posakonazoliin Trichosporon tiirlerine karsi en etkili ajan olduklarin1 gostermektedir (7,
22, 28, 90, 94, 105, 107, 108).

Calismamizda E test yontemi ile saptanan posakonazol MIK degerleri vorikonazole
kiyasla biraz yiiksek olmakla beraber genel olarak kokenler posakonazole duyarl

g6zikmektedir.

Farkli ¢alismalarda T asahii kokenleri i¢in 48 saatlik inkiibasyon sonras1 MIK-2
okuma skoru ile flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol icin elde edilen in vitro
duyarlilik test sonuglar1 Tablo-11'de g0sterilmistir (26, 93, 94, 107, 109, 110).

T asahii disindaki Trichosporon kokenlerinin, T asahii kdkenlerine gore,
flukonazol ve itrakonazole karsi in vitro olarak daha duyarli olduklari tespit edilmistir.
Ancak yeni triazollere karsi aktivite incelendiginde her ikisinin benzer diizeyde oldugu

saptanmugstir (94).

Triazol grubu antifungaller, Trichosporon enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih
edilen ilaglardir (28). Kobaylarda T asahii ile olusturulan invazif trikosporonoz olgularinin
tedavisinde amfoterisin B'ye kiyasla vorikonazoliin daha etkin oldugu, doku hasarinin
diizelmesini ve yasam siiresinin uzamasini sagladigi bildirilmektedir (111). Vorikonazolle
basarili bir sekilde tedavi edilen invazif trikosporonoz olgu sunumlar1 literatiirde
bulunmaktadir (28, 108, 112). Amfoterisin B ile tedavisi basarisizlikla sonuglanan ve

vorikonazol ile tedavi edilen olgu sunumlar1 da mevcuttur (108).
Calismamizda kaspofungin igin yiiksek MIK degerleri saptanmistir. Bu bulgu da

literatlirle uyumludur. Ekinokandin grubu antifungal ilaglar Trichosporon tirlerine in vitro

aktivite agisindan yetersizdir (7, 22, 6, 107, 108), Trichosporon enfeksiyonlarinin
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tedavisinde onerilmemektedir.

Literattrde ekinokandin grubu antifungal ilag ile tedavi

altinda iken gelisen Trichosporon enfeksiyonlart da bildirilmektedir (113, 114).

Tablo-11: Triazol Grubuna Kars1 T asahii Suslar i¢in Saptanan /n Vitro Duyarhhk

Sonuclari ve Bizim Bulgularimizin Karsilastirilmas1 (MiK-2, 48 Saat)

Yazarlar Izolat sayis1  Parametre Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

Thompson ve 40 MIK Araligi  0.25->64 - 0.06-0.5
ark.(109)

MiKs, 1 - 0.25

MiKg 2 - 0.25
Nanthawan 101 MIK Aralign  4-64 0.5-2 0.05-0.25
ve ark.(110)

MiKs, 8 1 0.125

MiKg 64 1 0.25
Taj-Aldeen 15 MIK Araligi 0.25-64 0.063-1 0.016-2
ve ark.(107)

MIKso 4 0.25 0.125

MiKg, 8 0.5 0.25
Kalkanci ve 87 MIK Araligi  4-64 0.25-2 0.03-0.25
ark.(26)

MIKs 8 1 0.125

MiKg, 16 2 0.25
Arikan ve 43 MIK Araligi  0.25-16 0.06-4 -
ark.(93)

MIK50 2 05 -

MiKg, 8 1 -
Paphitou ve 24 MIK Araligi 0.5->64 0.06->16 0.03->16
ark.(94)

MiKs 2 0.12 0.06

MIiKgo - - -
Bulgularimiz 21 MIK Araligi 1-32 0.125-1 0.032-0.25

MiKs, 2 0.5 0.125

MiKg 32 0.5 0.125
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Kaspofungin ve amfoterisin B'nin intrensek olarak Trichosporon spp.'ye kars1 etkili
olmadiklar1 diisiiniilmesine ragmen bir ¢alismada test edilen neredeyse tim T asahii
izolatlarinda bu iki ilacin kombinasyonunun, sinerjistik etki gosterdigi saptanmustir (115).
Ayni durum bir ekinokandin olan mikafunginin amfoterisin B ile kombine edildiginde de
rapor edilmistir (116). Serena ve ark. (117) in vivo fare modelinde mikafungin ve
amfoterisin B kombinasyonunun dissemine trikosporonoza karst etkili oldugunu;
karaciger, bobrek, dalak gibi i¢ organlarda fungal yikimi 6nemli Ol¢lide azalttiginmi

gostermislerdir.

Kaspofungin ve amfoterisin B kombinasyonunun gosterdigi sinerjik etkinin
mekanizmasi acik degildir. Ekinokandinlerin amfoterisin B'nin hiicre membranindan igeri
penetrasyonunu artirarak antifungal aktivite artisina neden olduklar ileri siiriilmektedir

(115).

Sonug olarak Trichosporon kokenlerinin ¢ogunlugunun in vitro olarak amfoterisin
B MIK degerlerinin yiiksek olmas: sebebiyle, Trichosporon enfeksiyonlarinin tedavisinde
amfoterisin B kullanimi tartismalidir ve Onerilmemektedir.  Ekinokandinlerin ise
Trichosporon kokenlerine karsi etkisiz oldugu saptanmistir. Itrakonazol, vorikonazol,
posakonazol gibi triazol grubu antifungal ilaglarin ise, Trichosporon kokenlerine karsi in
vitro olarak oldukga etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu sonuglar esliginde amfoterisin B ve
ekinokandinler, Trichosporon enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmamalidir. Triazoller

ise tedavide ilk dnerilecek ilag olarak gdzikmektedir.

Gelecekte Trichosporon tiirleri igin identifikasyon ve antifungal duyarlilik
testlerinde standardizasyonun saglanmasi, farkli Trichosporon tlrlerinin ve genotiplerinin
olusturdugu enfeksiyonlara iliskin ¢alismalarin artmasi, yeni epidemiyolojik ve klinik
verilerin elde edilmesi ile Trichosporon kokenleri ile olusan enfeksiyonlarda optimal
tedavi yaklasimlar1 belirlenecektir.  Ancak tedavi basarisini belirleyecek en Onemli

faktorun konagin immiinite durumu oldugu unutulmamalidir.
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6. EKLER

6.1. Yeast Eksrakt Pepton Dekstroz (YEPD) Sivi Besiyeri:

Pepton.........ccovvviiiniiiinnnn20g
Maya 0Z€ti......ccoevvvrieieiieiaannnn, 109
DeKStroz....covv i, 20 g
Distile SU......cvvvieiiiiiiien 1000 mL

Hazirlanan karisimdan tiiplere 10’ar mL dagitilarak otoklavda steril edilir.

6.2. %1 Sigir Serum Albumini i¢ceren Besiyeri:

DeKStroz....covviee i, 20 g
KHoPO4. .o, 1g
MgSO;.. 059
AGAr oo, 209
Distile SU......ovviiiiii e, 900 mL

Icerik pH’s1 5°e ayarlanip otoklavda steril edilir. Donmamast icin 60°C 1s1ya ayarlanmis su
banyosuna konur. Sigir albumini, por ¢ap1 0.45 um membran filtreden gegirerek steril
edildikten sonra ana besiyerine %1 oraninda eklenir. 7 cm capindaki petri kutularina

karigimdan 10’ar mL dokiilerek donmasi beklenir.

6.3. %38 Yumurta Saris1 ve Sitrik Asit Disodyum Fosfat Tampon SolUsyonu

Iceren Besiyeri

Sabauraud Dextrose Broth (Difco)...........ccvvveiiiiinnnns 759
NACI (L M) e e e e, 14.625¢
CaCly (0.005 M) ... et et e 0.14¢g
DISHIE SU. et 105 mL



Icerik beherde 1sitilarak karistirilir. Uzerine 125 mL sitrik asit disodyum fosfat tampon
cozeltisi konarak pH 4.3’e ayarlanir. %]1.5 oraninda agar eklenerek otoklavda steril edilir.
Yumurta sarisi konmadan once donmamasi igin steril olan ana besiyeri 60°C’lik su
banyosunda tutulur. Steril kosullarda alinmig yumurta sarist boncuklu balonda iyice
karistirilarak 500 devirde 15 dk gevrilir. Ust kismindan 20 mL alinarak ana besiyerine

katilir. 9 cm ¢apl petrilere 10’ar mL dokiilerek dondurulur.

Sitrik Asit Disodyum Fosfat Tampon Cozeltisi
0— 0.1 M CgHgO7 HoO o 5.25 /125 mL
B— 0.2 M NagHPO42H.0......ccivveieviee 8.9 07125 mL

a ve b ¢ozeltileri uygun miktarlarda hafif 1siticili karistiricida karistirilarak, pH’s1 4.2°ye

ayarlanir (Toplam 125 mL olacak sekilde).

6.4. Tween 80 Iceren Besiyeri

Bacto peptone (BD Biosciences, Sparks, Md.)..............o.eeies 10 g.
NaCl.. .o e e D O
O O 0.1g.
AT e 15¢g
Distile SU......ooeii i1 1000 ML

Otoklavda steril edilir, yaklasik 50°C iken 5 mL otoklav ile steril edilmis Tween 80
(Sigma, St. Louis, Mo) eklenir. 9 cm gapli petri plaklarina 25 mL hacimde dokiiliir.
Besiyerinin son pH’s1 6.8’dir.

6.5. Yeast Nitrogen Base (YNB) Besiyeri (500 mM Galaktoz Iceren)

(pH:5.4)
Galaktoz ......oovvvve i, 90¢
Susuz YNB (Difco)...........c.ve... 1.675¢g
Distilesu................oe et eet ... 1000 mL
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250 mL’lik erlenmayer kaplara 50’ser mL dagitilir. 100°C’de 30 dk. kaynatarak steril
edilir.

Sodyum Fosfat Tampon Cozeltisi (0.05 M) (pH:7.2)
a- NaH;PO42H,0......c.oiiiie 7.53 g/1000 mL
b- NagHPO4H20......civiii 8.95 g/1000 mL

a ve b ¢ozeltileri uygun miktarlarda karistirilarak tampon ¢6zelti hazirlanir.

6.6. Fosfat Tamponlu Tuzlu Su, pH: 7.2 (PBS, 0.1 M)

NaCl............ocoeeiiiiiiiiiiee . 80
NazHPO ..o 1.15¢
KH2POg. i, 0449
Distile su.............ccee v vt 1000 Ml

6.7. Saboraud Dekstroz Broth Besiyeri (%8 glikoz iceren)

Pepton (OX0Id).......ovveriieiieiie e, 109
Distilesu............ooovei i iine.....1000 mL
GlKOZ...coo o 804g

Pepton ve 800 mL distile su karistirilarak otoklavda steril edilir. 200 mL distile su
icerisinde eritilen glikoz, 0.2 mikronluk filtrelerden gecirilerek steril edildikten sonra

karisima ilave edilir.

6.8. Mikrodilisyon Icin MOPS Tamponlu RPMI 1640 Besiyerinin

Hazirlanmasi

Toz halindeki 34.53 g MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid), 900 mL distile su
icinde Kkarigtirilarak eritilir. 1 M NaOH ilave edilerek, oda 1sisinda, pH’s1 7.0 olacak
sekilde ayarlanir. Toplam hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. Bunun 800 mL’si,
otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak steril edilir. Kalan 200 mL’si ise, 10.4 g toz

halindeki RPMI besiyeri (L-glutamin ve fenol kirmizili, bikarbonat igermeyen) eklendikten
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sonra 0.2 pm por caph filtre ile siiziilerek steril hale getirilir. Iki soliisyonun

karistirilmasiyla hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanir.

6.9. E Testicin MOPS Tamponlu RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz halindeki 34.53 g MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid), 900 mL distile su
icinde karistirllarak eritilir. 1 M NaOH ilave edilerek, oda 1sisinda, pH’s1 7.0 olacak
sekilde ayarlanir. Toplam hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. Bunun 450 mL’si
icine, 10.4 g toz halindeki RPMI besiyeri (L-glutamin ve fenol kirmizili, bikarbonat
icermeyen) eklenir ve 0.2 um por ¢aph filtre ile siiziilerek steril hale getirilir. Kalan 450
mL i¢il8 g purifiye agar (Oxoid) ve 18 g D-glikoz (Sigma) eklenir ve otoklavda 121°C’de
15 dakika tutularak steril edilir. Yaklasik 45-50°C’da, iki soliisyon birbiri ile karistirilir ve

hazirlanan besiyeri 15 cm ¢apli petri kutularia 25’er mL hacimde dagitilir.
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