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KANDIDEMILI HASTA SERUMLARINDA BAZI

SITOKINLERIN BELiRLENMESI

1. GIRIS

Antibiyotiklerin yaygin olarak kullanimi, organ nakillerinin ¢ok sik
yapitlmast ve bu tir hastalarda bagisiklik sistemini baskilayic1 ajanlarin
kullaniminin artig1 gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarinda son yillarda biiyiik bir
artig goriilmektedir (1).

Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin dogal savunma mekanizmalari
islevlerini tam olarak yerine getiremedigi i¢in, sistemik mantar infeksiyonlarina
duyarliliklar1 da artmaktadir. Bu hastalardaki mantar infeksiyonlari; siddetli, hizl
ilerleyen, tanis1 ve tedavisi zor olan infeksiyonlardir. Hastaligin klinik spektrumu
derinin yiizeyel infeksiyonundan hayat1 tehdit eden sistemik infeksiyonlara kadar
degismektedir (1,2).

Normal flora elemani olarak deri, mukoza ve sindirim sisteminde bulunan
Candida tiirleri insanda firsatg1 infeksiyonlarin en Onemli nedenlerindendir.
Candida infeksiyonlarina kars1 korunmada dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemi
onemlidir. Bu sistemlerde yer alan hiicresel ve humoral mekanizmalar kandidoza
karsi korunmada birlikte c¢alisir. Mekanik bariyerler, fagositik hiicreler, T
hiicreleri ve antikor iiretimi Candida infeksiyonlarina karsi savunmanin farkli

basamaklarinda degisik etkinlikte rol almaktadir (2-4).



Hiicreler arasi iligkiler bir yandan iki hiicrenin dogrudan dogruya birbirleri
ile iligki kurmalar1, bir yandan da olusturduklar1 hormon benzeri maddelerle
birbirlerini etkilemeleri sonucunda yiiriitiiliir. Bagisik yanitin diizenlenmesinde, B
ve T lenfositleri, makrofajlar, monositler gibi bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan salinan hormon benzeri aract maddelere genel olarak “sitokinler” adi
verilir. Peptit ya da glikoprotein yapisinda olan sitokinler, bagisik yanit
olaylarinda, yangisal tepkimelerde,doku onariminda, bagisiklik sistemi
hiicrelerinin ¢ogalip farklilasmasinda gorev alir (2,5). Son yillarda sitokinlerin
gosterilmesi i¢in serolojik yOntemler yaninda molekiiler yontemler de
kullanilmaya baslanmigtir. Giiniimiizde bir¢cok tani laboratuvarlarinda yaygin
olarak ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) testleri kullanilmaktadir. Bu
testlerin avantajlar1 arasinda genis infeksiyon tani parametrelerinin ticari olarak
temin edilmesi, yontemin otomasyona uyarlanabilirligi ve bdylece c¢ok sayida
ornegin kisa siirede caligilabilmesi, sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak
kalitatif, semikantitatif ya da kantitatif degerlendirilmesi gibi 6zellikler sayilabilir
(2,3,6).

Bu c¢alismada, kandidemisi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
gosterilmis bagisiklik sistemi baskilanmis hasta grubunda, kandidemi olmadigi
PZR ile dogrulanmis bagisiklik sistemi baskilanmig kontrol grubunda ve saglikli
kontrol grubunda TNF-a, TGF-B, IFN-y, IL-10, IL-6, IL-2 ve IL-17 sitokinlerinin

ELISA yontemiyle arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

M.O. 4. yiizyilda Hipokrat ve Galen’in tanimladiklar1 pamukcugun altta
yatan ciddi hastaliklar ile iligkili klinik bir belirti oldugu bilinmekteydi. 1839°da
Almanya’da Bernard Langenbeck, tifiislii bir hastanin oral lezyonlarindan izole
ettigi organizmay1 “Typhus-Leichen” (tifiis cisimcikleri) olarak tanimlamistir.
1841’de Emil Berg tarafindan saglikli bebeklerde pamukgugun mantarlardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve fungal etyoloji arastirilmistir (1). Candida
albicans i¢in tanimlanan 100’den fazla sinonimden ikisi 1890°da Zopfun
kullandigi Monilia albicans ve 1923’de Berkhout’un kullandigi C.albicans’dir.
1940’larda antibiyotiklerin kullanima girmesiyle daha Onceden rastlanmayan

Candida enfeksiyonlarinin gesitli klinik formlar1 gériilmeye baglanmistir (7).

2.2. Taksonomi

Candida cinsi 200’tin tizerinde tiir igermektedir. Bu tiirlerden bazilari
insanlarda hastalik yapmaktadir. Bunlarin i¢inde Candida albicans en 6nemli
patojen olarak yer alir ve yaygin mukozal ve sistemik mantar infeksiyonlarina
neden olur. Klinik agidan 6nemli diger Candida tiirleri: Candida glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaniae ve

C. dubliniensis dir.



Candida; Mycetae aleminin Amastigomycota boliimiine, Deuteromycetes
smifina, Blastomyces alt sinifina ait Cryptococcaceae ailesinin Candida cinsinde

smiflandirilmistir (8).

2.3. Epidemiyoloji

Maya enfeksiyonlarinin prevalansinda, son 10 yildan bu yana artis oldugu
belirtilmektedir. Bunda; patolojik ve iyatrojenik immunosupresyon ve genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimindaki artis basta gelen en Onemli
nedenlerdir.

Candida’larin 200’den fazla tiirti bilinmektedir; fakat bunlarin kiiglik bir
kismi insanlar i¢in patojendir (9). Candida tiirleri normal kosullarda insanlarin
%30-50’sinin gastro-intestinal sistem (GIS) ve kadmlarin %20-30’unun genital
kanal florasinda bulunur. Candida albicans florada en sik bulunan tiirdiir. Ancak
C.albicans, C.guiilermondii ve C.parapsilosis gibi diger tiirlere gore, deri
florasinda ender olarak bulunur. Buna karsilik, C.tropicalis ve C.parapsilosis gibi
diger patojen tiirler toprak veya bitkilerden izole edilebilirler. Candida albicans
tiim kandidozlarda en sik goriilen etkendir; diger Candida tiirleri de hem yiizeyel
hem de derin infeksiyon vyapabilirler. Candida tiirleriyle gelisen invaziv
infeksiyonlarin epidemiyolojisinde son yillarda onemli degisiklikler meydana
gelmigtir. Birgok hematopoetik kok hiicre transplant merkezinde Candida
tiirlerinin hastalarin mortalite ve morbiditesinde etkisi flukonazol proflaksisi ile

dramatik bir diisiis gostermis, ancak bu kez C.albicans disindaki tiirlere bir kayma



olmustur (10). Son yillarda C.albicans sistemik kandidoz olgularinda %40-50’1ik
bir oranla goriiliirken, siklik sirasina gore, C.tropicalis (%8-43), C.glabrata (%5-

35), C.parapsilosis (%7), C.krusei (%4) ve diger tiirler izole edilmektedir (2).

C.albicans: GIS, vajen ve agiz boslugu normal flora iiyesidir. Ayni
zamanda firsat¢c1 mantar enfeksiyonlarina yol agan major insan patojenlerindendir.

C.tropicalis: Endojen enfeksiyonlarin yani sira, yenidogan yogun bakim
tinitelerinde gorevli personelin ellerindeki kontaminasyon ile iligkili fungemi
olgular1 da bildirilmistir.

C.glabrata: Agiz boslugundan ve takma dig stomatitli olgulardan en fazla
izole edilen tiirdiir. Kandida enfeksiyonlarinda, etken olarak sikligi giderek
artmaktadir.

C.parapsilosis: Dogada yaygin olarak bulundugu gibi, 6zellikle subungal

bolgelerde normal insan florasinda yer alir. Yiiksek konsantrasyonda glukoz
iceren ¢oOzeltilerde ve protezlerde kontaminant olarak varlig: dikkati ¢gekmektedir
9).

C. krusei: Notropenik hastalarda agir tablo seyreden firsatci
enfeksiyonlara yol agarken, siit bebeklerinde diyare etkeni olabilmektedir.
Flukonazole kars1 dogal direng gostermesi onemini giderek arttirmaktadir (9).

C.quiliermondii: Yiizme havuzu, toprak, deniz suyu gibi degisik

cevrelerden, insan derisinden izole edilebilmektedir. Damar i¢i madde bagimliligi

olanlarda endokardite yol agabilmektedir (9).



C.lusitaniae: Tibbi acgidan son yillarda Onem kazanan bir tiirdiir.
Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda sistemik kandidoza yol agmakta ve kan,
balgam, iiriner ve GIS 6rneklerinden izole edilmektedir. Amfoterisin B’ye karsi
dogal direngli kokenlerin izolasyonu 6nemini arttirmistir (9).

C.pelliculosa: Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalardaki damar igi
katater kokenli fungemi olgularindan izole edilmektedir. Ozellikle gocuk yas

grubunda etkendir (9,11).

2.4. Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.4.1. Genel Ozellikler

Candida tiirleri; ¢ogunlukla tek hiicreli, tek ¢ekirdekli, 4-6 pm
biiytikligiinde, oval, kapsiilsiiz, maya benzeri mantarlardir. Tomurcuklanarak
cogalirlar. Blastokonidiyum veya blastosporlar olarak gorilirler (12). Ayrica
yalanci hif de olustururlar. Yalanct hif, arka arkaya tomurcuklanan
blastokonidiyumlarin birbirinden ayrilamayarak uzamasi ve aralarinda bogumlar
olusturarak yaptiklar1 hiicreler dizisidir. Candida tiirleri i¢inde C.albicans
blastokonidiyum ve yalanct hif yaninda gercek hifler de olusturup dimorfik
ozellik gosterir (2). Bazi istisnalar haricinde Candida cinsi igindeki mayalarin
makroskopik ve mikroskopik ozellikleri farklilik gostermez. Hepsi, 25°C yada
37°C’de 2-3 giinde Sabouraud dekstroz agarda (SDA) 2-3 mm ¢apinda, beyaz
veya krem renkli, diizgiin yiizeyli veya gobekli, mat ya da parlak koloniler

olustururlar (9).



2.4.2. Candida’larin Hiicre ince Yapist

2.4.2.1. Hiicre Iskeleti

Mantar hiicresinin iskeleti turgor basincina karsi koyan aktif bir yapidir.
Iskelet, hiicre duvari ve hiicre membrani ile baglantilidir. Mikrutiibiiller,
membranin  dinamizminde rol alirlar. Aktin, sitoplazmik akiskanliktan

sorumludur. Miyozin, aktin ile beraber organellerin hareketliligini saglar (9).

2.4.2.2. Hiicre Duvar1 ve Antijenik Yap1

Hiicre duvari mantar hiicresinin bigimini, seklini, virulansini, mantar-
konak etkilesimini ve antifungallere duyarliligint belirleyen dinamik ve kompleks
cok katli bir yapidir. Mantar hiicresinin maya, hif gibi biiyiime formlarindaki
tipik sekillerinin korumasindan sorumludur. Ayrica mikroorganizma ile konak
arasindaki etkilesimin baslangic asamasina aracilik eder. Maya veya hif sekilleri
esasen kitin ve seliilloz iceren sert yapili bu dis tabakada biiyiime formlarinin
cesitli asamalarinda mantarin gereksinimlerine uygun bilesim ve oranlarda
glukanlar, peptidomannanlar, polisakkaritler ve glikoproteinler bulundururlar
(13). Duvar bilesenlerinin % 80-90’1 karbonhidratlar, % 5-151 protein, % 2-5’i
lipidlerden olusur. Duvarin karbonhidrat bilesimi ise % 50-60 B-glukan, % 20-

30’u mannoprotein, % 0.6-9’u kitin bulunmaktadir (14).



2.4.2.3 Hiicre Membrani

Hiicre membrani tasidigi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dis
ortama gegisinde gorev alir. Duvar sentezinde rol alan kitin sentetaz gibi enzimler
de burada bulunur. Tim mantarlarda oldugu gibi, Candida’larin da hiicre
membraninda bulunan sterol, membran lipidlerinin % 20’sini olusturur, bunun da

% 95’1, ergosteroldiir ve antifungaller i¢in 6nemli bir hedef noktasidir.

2.4.3 Patojenite ve Viriilans

Candida normal kosullarda, 6zellikle gastro-intestinal olmak iizere, florada
bulundugundan infeksiyonlari ¢ogu kez endojen kaynaklidir. Genellikle
infeksiyondan 6nce florada bulunan mantar sayica bir artig gosterir (kolonizasyon)
ve kolonizasyonu infeksiyon izler (2).

Candida tiirlerinin olusturdugu infeksiyonlarin olusumunda konaga ait
faktorler ve mantara ait faktorler arasindaki denge 6nemlidir. Candida tiirlerine
kars1 konagin direng faktorleri; deri ve mukoza biitinligi, epidermal
proliferasyon, fagositoz ve fagositik 6ldiirme mekanizmalari, lizozim, laktoferrin,
dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, kompleman sistemi, T hiicre bagimli immunite,
sitokinler ve antikorlar olarak sayilabilir. Konaga ait predispozan faktorler ise
immunsupresif sagaltim, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, intraventz

kateter, mekanik ventilasyon, parenteral beslenme, AIDS, diyabet, agir cerrahi



girisimler, maligniteler, idrar sondasi, endokrinolojik ve hematolojik hastaliklar
ve yanik seklinde siralanabilir (9,13,15).

Candida’larin 6zellikle de major patojen olan C.albicans’in kandidoz
patogenezinde rolii oldugu ileri siiriilen viriilans faktorleri bulunmaktadir. Bu
viriilans faktorleri:

1)Konak hiicre yiizeyine tutunma (adezyon): Adezyon; mayanin konak ile
iliski kurmasinda ilk basamagi olusturur. Yapisma, hiicrelerin yiizey 6zellikleri ile
iligkilidir ve mukokutan6z kandidozun bu yapisma ile basladigi kabul
edilmektedir. Candida'larin mukoza epitel ve endotel hiicrelerine yapismasi
kolonizasyonun da ilk asamasidir (12). Maya hiicresinin konak hiicre yiizeyine
tutunmasinda, konagin hormonal ve immiinolojik kosullarinin yani sira, mantarin
yiizey 6zelliklerinin de 6nemi vardir:

a-Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Ozelligi: Yiiksek galaktoz yogunlugunda

iireyenlerin yam sira, 25°C’de iireyen mayalarin ve hifal formlarin hidrofobik
0zelligi daha fazladir.

b-Yiizey adezinleri: Konagin epitelyum ve endotel hiicrelerine tutunmada

rolleri olan molekiillerdir.

1C3b reseptorii: Maya hiicresinin yiizeyindeki bu molekiil, konak hiicre
yiizeyindeki arjinin-glisin-asparajin (RGD) yapisindaki reseptorlere tutunur. Bu
molekiiliin, notrofiller tarafindan mayanin fagositozunu engelledigi de
diistiniilmektedir.

C3d reseptorii: Komplemanin C3d komponenti i¢in reseptor gorevi géren

ve memelilerdeki CR2 integrin reseptorii ile benzerlige sahip bir molekiildiir.



Glukoz ve mannoz agisindan da zengin oldugundan plastik yiizeylere tutunmada
da gorev alir.

Fibronektin reseptorii: Konak hiicreye tutunmada Ca++ iyonlarina
bagimlilik gosteren bir molekiildiir. C.albicans ve C.tropicalis kokenleri
fibronektin reseptorleri araciligiyla subendotelyal ekstra selliiler matriks

proteinlerine tutunur.

Ostrojen reseptorii:

Yapiskan mannoprotein: Ureme hormonlarinin vajen epitellerindeki
glikojeni arttiric1 etkisi ve maya hiicrelerindeki Ostrojen reseptorleri, vajinal
kolonizasyonu kolaylastirir. Yiiksek galaktozlu ortamda fibriller yapisinin artigi
ile paralellik gosterir. Candida albicans’in mannoproteini ile yiizeyinde fukoz
bulunduran epiteller arasindaki iligki ilgi ¢ekicidir. Gerek “0” kan grubu
antijenine sahip olan gerekse, sekretuvar olmayip Lewis antijeni tasiyan bireylerin
agiz ve vajen epitellerinde bulunan fukoz ile Candida mannoproteinleri arasi
birbirini tanimaya dayali iliski; belirtilen 6zellikteki kisilerde oral ve vajinal
kandidoza egilimi agiklamaktadir.

Salgisal asit proteinaz: Konak hiicrelerinde invazyon ve kavitasyon gibi
olaylardan sorumlu bir enzimdir. Ayn1 zamanda hiicrenin adezyonuna yola agan
bir adezyon faktoriidiir.

Faktor 6 (Antijen 6): Candida albicans serotip A kokenlerinde

mannoprotein katmaninin en diginda yer alan bir epitoptur.

10



Laminin reseptorii: Candida’lar, bu reseptorlerin araciligi ile aortik ve
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ligandlara tutunurlar. Laminin reseptorleri,
C.albicans’in sadece hifal formunda ve germ tiipde vardir.

Fibrinojen baglayan proteinler: C.albicans’in germ tiip ve hifal formunda
bulunur. Ozellikle bdbrek ve iiretral epitellere tutunmada rol alirlar.

ALS proteinleri: Serin-treonin igeren proteinler olup, insan yanak
epitellerine ve fibronektine tutunmakta rol alirlar.

HWP 1P ve INT-1 proteinleri: Maya formundan hifal forma gegiste ve
yanak epitellerine tutunmada rol almaktadirlar.

2) Maya-Hif Dimorfizmi: C. albicans kiiltiirde tomurcuklanan oval maya
hiicreleri (blastokonidyumlar) ve uzun mayamsi hiicrelerden olusan psddohifler
veya nadir de olsa gercek bolmeli hifler halinde geligebilen dimorfik bir mayadir.
Candida tiirleri igerisinde micelyum fireterek ¢ogalabildigi bilinen tek tiir C.
albicans'dir. Hem gergek hifler hem de psddohifler mayamsi blastokonidi
kiimeleri iireterek maya seklinde de gelisebilirler; sicaklik, pH ve besiyeri gibi
ortam kosullar1 gelisecek fenotipi belirler (12).

Hifal forma doniisiimiin ilk basamagi germ tiip olusumudur. Hif formu,
maya formuna gore dokuya ve plastik yiizeylere daha fazla yapisir; fagosite
edilemez. Candida albicans kokenlerinde CPH 1ve EFG 1 genleri dimorfizmde
rol almaktadir. Candida glabrata’da saptanan CHP 1 analogunun ise hem hiicre

duvari biyosentezinde hem de viriilansta 6nemi oldugu belirtilmistir (9).
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3) Fenotipik Degisim: Candida albicans kokenlerinde yiiksek siklikta
spontan fenotipik degisim saptanmustir. Bu degisim, baslica iki kategoride
gerceklesmektedir:

Kolonilerdeki White-Opaque (w-0) (beyaz-opak) degisimi, 10 siklikta
olusur ve koloni diizeyinde oldugu kadar, mikroskopik olarak da hiicrelerin
kiiresel ya da uzamis sekilde farkli goriintiilerine yol agar.

Koloni morfolojisinde 102, 10°° siklikta olusan degisim sonucu ‘’Smooth”’
(s) (diizgiin yiizeyli) tipinden, migelyal forma, yildiz tipi, halka tipi gibi degisik
formlara degisim olabilir. In vivo kosullarda da gelisen bu olaym, antifungal
ilaglara kars1 direng gelisiminde etkili oldugu belirtilmektedir (16). Opak hiicreler
beyaz hiicrelere gore daha fazla eseyli iireme egilimindedirler, virulanslar
diisiiktiir ve deride kolonize olma kapasiteleri ¢cok daha fazladir (17).

4) Salgisal Aspartil Proteinezlar (SAP): Enzim, C.albicans kokenlerinin
¢ogu tarafindan ve daha az oranda C.tropicalis ve C.parapsilosis kokenlerince
tiretilir. Proteinaz; serum albumini, ovalbumin, hemogbin, jelatin, Kkollajen,
laminin, fibronektin, Ig A, Ig G’nin Fc kism1 ve komplemanin C3 komponentini
hidrolize ederek, basta C. albicans olmak tizere Candida kokenlerinin dokulara
invazyon olusturmalarini saglar. C. albicans kokenlerinde, bu enzimleri kontrol
eden SAP 1,2,3 genleri daha ¢ok mukozal enfeksiyon olusturan kokenlerde, SAP
4,5 ve 6 genleri ise sistemik enfeksiyon olusturan kokenlerde ifadelenmektedir
(17). Pepstatin, proteinazin 6zgiil bir inhibitdriidiir ve Candida enfeksiyonlarini

Onleyici bir ajan olarak kullanilabilirligi ile ilgili ¢alismalar siirdiiriillmektedir (9).
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5) Fosfolipazlar: Maya ve hifal formadaki C.albicans kokenlerinin %
79’unda fosfolipaz aktivitesi saptanmustir. Ozellikle membran fosfolipidlerini
parcalayarak epitelyal hiicrelere tutunmada bu enzimlerin rolii oldugu ve dolayisi
ile virulansa katkida bulunduklari bildirilmektedir (9). Bu enzimler, 6zgiil olarak
kopardiklar1 ester baglarina gore A, B, C ve D olarak siniflandirilmaktadir. B en
sik saptanan simiftir ve hem hidrolaz hem de lizofosfolipaz transagilaz
etkinliklerine sahiptir. Albicans disi Candida tiirlerinde de fosfolipaz varligi
tanmimlanmustir (17).

6) Not 5 proteini: CCR-NOT kompleksinde yer alan NOT 5 geni
tarafindan kodlanan bu proteinin, C.albicans kokenlerindeki bazi virulans
faktorlerinin transkripsiyonunda diizenleyici role sahip oldugu saptanmistir. Bu
iriin, mantarin hif formuna gecisinden, sodyum dodesil siilfat (SDS) deterjanina
direncinden ve insan yanak epitellerine tutunmadan sorumludur.

7) Slime faktor: Bir kisim mikroorganizmalarin dogada saprofit hayatta ve
insan viicudunda yagamaya uyum sagladiklarinda in vivo kat1 yiizeylere yapisma
ve kalinlig1 birkag mm'ye varan hiicre tabakalarindan olusan biyofilm olusturma
ozelliklerinin bulundugu, bu yapigmanin 6zgiin olabildigi bilinmektedir. Biyofilm
olusumu kateter ve protez yiizeyinde enfeksiyona zemin hazirlamaktadir. Katater
ve protez gibi yabanci cisimler organizmada fibronektin, fibrinojen, vitronektin
veya laminin ile kaplanir. Maya hiicreleri konagm bu matriks proteinlerine
yapigabilirler. Hiicre disi polisakkaritler salgilandiginda biyofilm olusumu

tamamlanir (12).
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Biyofilm olusumunda hifal yapilarin, yapisal biitiinliikk ve ¢ok katmanlilik
acisindan temel elemanlar oldugu belirtilmektedir. Bu siiregte Efg 1 diizenleyici
proteini anahtar role sahiptir. Efg 1 {iretmeyen mutant hiicrelerin, blastosporlardan
olusan ve tek katmanli, ince biyofilmler olusturduklari gozlenmistir. Biyofilm
olusumunda, mikrobiyal hiicreler arasinda sinyal iletisimi sart olup Candida’ larda
bu iletisim farnesol ve tirosol molekiilleri ile saglamaktadir. Farnesol filamentoz
yapilasmay1 ve sonugta biyofilm olusumunu inhibe ederken; tirosol uygun
kosullarda germ tiip ve filament olusumunu tesvik etmektedir (9).

Candida biyofilmlerinin ilaglara oldugu kadar, konak savunma
mekanizmalarma kars1 direngte de rol aldig1 ve bu nedenle klinik 6neme sahip bir
virulans faktort oldugu kabul edilmektedir (9).

8) Ploidin: C.albicans diploid ve eseyli ¢ogalmay1 denetleyen MTL gen
bolgesine sahip bir organizmadir. MTL alelleri agisindan homozigot kdkenlerde
“White-Opaque” (WO) doniisiimii daha fazla goriilmektedir. Virulansi diigiik olan
opak kokenlerde tetraploidlerin olustugu gozlemlenmistir. Tetraploidlerin
enfeksiyon baskist altinda karyotipik degisiklige ugradigi gosterilmistir.
Andploidi siirecinde ise gerek cogalma hizindaki, gerekse virulans genlerinin
diizenlenmesindeki yavaslama, ploidi ile, C.albicans kokenlerinin virulansi
arasindaki baglantiy1 destekler (9).

9) Sideroforlar1 Kullanabilme Yetenegi: Sideroforlar, demiri depolandig:
dokudan veya transferrinden ayiran, hiicre membraninda yerlesmis, diisiik

molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Candida’lar, tiremeleri igin gerekli olan demiri,
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diger Candida’lara ait sideroforlardan veya Enterobacteriaceae ailesinin

sideroforlarindan saglayabilmektedir (18).

2.5. Candida Enfeksiyonlarinda Bagisikhik Sisteminin Rolii

Candida’lar hem sivisal, hem de hiicresel bagisik yanita yol agarlar.

2.5.1. Hiicresel Bagisik Yanit

Polimorf niiveli 16kositler, mononiikleer hiicreler ve lenfositler

Saglam deri kutan6z kandidozuna kars1 direng saglar ancak maserasyon,
deriyi Candida invazyonuna duyarli kilar. Maya hiicresi dermise invazyon yapip
dolasima gecerse, polimorfonukleer 16kositler (PNL) hem yalanci hiflerde hasar
olusturur, hem de blastosporlar1 fagosite ederler (9). PNL ‘ler yani nétrofiller
C.albicans’in olusturdugu sistemik enfeksiyonlara karsi ¢ok onemli bir savunma
faktoriidiir. In vitro deneylerde insan kaninin Candida’y: dldiiren bir aktivitesinin
bulundugu ve bunun dogrudan dogruya I6kositlerden kaynaklandigi belirlenmistir.
PNL’lerin fungisidal mekanizmalar1 oksidatif ve non-oksidatif olmak iizere iki
tiptedir. Oksidatif mekanizma nétrofilin bazi potent oksidanlart sentez etmesiyle
karakterlidir. Bu oksidanlar arasinda, hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri,
hipoklorik asitler ve kloraminler sayilabilir. PNL’lerin hipoklorik asit ve kloramin
sentezi, yine kendisinde bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciligiyla

olur. MPO, klorid iyonunun hidrojen peroksid tarafindan oksidasyonunu katalize
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eder. Ozellikle, MPO ve hidrojen peroksid gibi fungisidal molekiiller, PNL’lerin
C.albicans’1 eradike edebilmesi i¢in gereklidir. Buna karsin, diger Candida tiirleri
non-oksidatif mekanizmalar ile yok edilebilmektedir. MPO, normal insan
PNL’sinin aziirofil graniillerinde bulunur ve PNL mikroorganizmalarla
karsilastiginda fagositik vakuollere ve hiicre disina salinir. Ayni enzim kan
monositlerinde de bulunmakla beraber, makrofajlarda yer almaz (19).

Non-oksidatif mekanizma ise antifungal aktiviteye sahip protein ve
peptidlerin varligiyla aciklanmaktadir. PNL’lerin azurofil gariillerinde bulunan
antimikrobik maddelerden defensinlerin Candida tiirlerine kars1 aktivite
gosterdikleri  saptanmustir.  Bazi defensinlerin  C.albicans’t  dogrudan
oldiirebildikleri belirlenmistir. Yine ayni graniillerde bulunan katepsin G’nin de
antifungal aktivitesi mevcuttur. PNL’lerin belirtilen kandidasidal etkilerine karsin,
C.albicans’in da PNL islevlerini bozma ya da degistirme yetenegi bulunmaktadir.
Ornegin, C.albicans’in iirettigi bir takim {iriinler PNL’nin aziirofil graniil
igeriklerinin salinmasini inhibe edebilmektedir. Altta yatana diger bazi hastaliklar
ve bunlarin tedavilerinin PNL fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkileri sz
konusudur. Akut I6semililerde, genis yanikli hastalarda, solid tiimor ya da
lenfoma nedeniyle kemoterapi veya radyoterapi goren hastalarda PNL’lerin
azalmis kandidasidal aktivite gosterdikleri saptanmistir (19).

Eozinofiller de Candida’y: oldiirtirler (9). Monosit ve makrofajlar yani
mononiikleer hiicreler (MN) ile ilgili ¢aligmalar ise, monositlerin oksidatif
mekanizmalarla Candida’ya karst savunma islevini yerine getirdigini

gostermektedir (19).
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Mannan, lenfosit yanitini belirleyen en 6nemli yapisal komponenttir. Fakat
lenfositlerin Candida’lara kars1 savunmadaki rolii ve olusan hiicresel bagisikligin
Oonemi tam anlasilamamistir. Ancak, Kronik Mukokutan6z Kandidoz (KMK) ve
AIDS’lilerin kutandz kandidozunda hiicresel savunma sistemindeki bozukluklarin
rolii agiktir. Hiicresel yanit saglikli kisilerde ve hastalarda saptanabilir. Bagisik
yanitin Ol¢lilmesi amaciyla “ge¢ tip asirt duyarlilik deri testi” kullanilir.
Candida’lara karsi yanitta PNL ve MN, keratinositler, dendritik hiicrelerin yani
sira; yardimer T hiicresi (Th) kaynakli yanit da meydana gelir (20).

Kandidoz ve diger mantar infeksiyonlarina karsi gelisen bagisik cevabin
anlasilmasi i¢in kazanilmis bagisikligin ve Th1/Th2 mekanizmasinin tam olarak
agiklanmast ¢ok onemlidir. Th yaniti, Th1 ve Th2 yanit1 olmak tizere iki grupta

gergeklesir. Bu yanit salgilanan sitokinlere gore siniflandirilir (21).

Sitokinler

Uyarilmis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger bazi hiicrelerde
sentezlenen ve salindiklar1 zaman, salindiklari hiicre ¢evresindeki hiicrelere
(parakrin) veya salindiklari hiicreler {izerine dogrudan (otokrin) etkili, cogu 20-30
kD’luk bir grup potent peptid veya glikoprotein yapisindaki ¢oziiniir maddelere
“sitokin” denmektedir. Monositler/makrofajlar tarafindan salinan sitokinlere
“monokin”, lenfositler tarafindan salinan sitokinlere “lenfokin”, lenfokinlere etki

edenlere “interlokin” denilmektedir (3).
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Sitokinler, dogal ve kazanmilmis bagisiklikta rol alan, bagisik ve
inflamatuvar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin arttirilmasini saglayan
proteinlerdir. Hiicreler arasinda mesaj ileten biyolojik yanit degistiricilerdir (5).
Sitokinler antijen i¢in O6zgil degildir. Sentezlenmeleri ve hedef hiicreleri
etkilemeleri igin ¢ogunlukla bir uyar1 gerektirir; kendi aralarinda agonist ve
antagonist etkilesimler gosterebilir. Sitokin salgilanmasi kendini sinirlayici
ozelliktedir (3,5).

Antijen ve es-uyaranlara yanit olarak, T lenfositleri, 6zellikle CD4+ T
hiicreleri farkli etkilere sahip farkli sitokinler salgilarlar. Sitokinler immiinite ve
enflamasyon mediyatorleri olarak fonksiyon goren genis bir protein grubudur.
Dogal bagisik yanitlarda, sitokinler esas olarak makrofajlar tarafindan iiretilir,
edinsel immiin yanitta ise sitokinler T hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu proteinler
baz1 6nemli 6zellikleri paylasirlar, hatta farkli sitokinler farkl etkilere sahiptir ve

immiin yanitlarda farkli roller tistlenebilirler.

Interlokin 1 (IL-1)

IL-1, T hiicresinin antijenik uyarimi esnasinda mononiikleer fagosit
hiicreler tarafindan salgilanir. Polipeptid yapida olan bu sitokin T hiicresi
yardime1 uyaranidir. (Co-stimulator)

IL-1, T hiicresinin antijeni tanima uyarimu ile salgilandig1 gibi, TNF gibi
lipopolisakkarid etkisiyle de salgilanir. IL-1 endotel ve epitel hiicreleri tarafindan

da salgilanir.
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IL-1 B ve o olmak iizere iki polipeptid zincirinden olusmaktadir.
Dolasimda en ¢ok IL-1f bulunmaktadir (22).

IL-1 reseptorii pek ¢ok hiicrede bulunur. IL-1 sitokini, T hiicresindeki
reseptore baglandiginda IL-2 gen transkripsiyonunu baslatir.

IL-1, disik yogunlukta oldugunda CD4+ T hiicresinde ¢ogalma, B
hiicresinde gelisme ve farklilagma etkisi gosterir. T lenfosit disinda mononiikleer
fagositleri ve damar endotel hiicrelerini etkileyerek IL-1, IL-6 ve IL-8 salgisina
yol agar.

IL-1 de TNF gibi koaglitinasyonu ve damar endoteline I6kosit
adezyonunu arttirir. Eger yiiksek dozda salgilanir ise kan dolasimina geger,
endokrin etki gosterir. Bu etki TNF gibi ates, akut faz protein sentezine ve
kageksiye yol agar. IL-1 ve TNF etkileri birbirine benzemesine ragmen bazi
farklar vardir. Ornegin IL-1 doku zarar1 yapmaz ve gene ¢ok yiiksek dozlardaki
IL-1 oldiirticii degildir. IL-1 yalniz basina “Shwartzman olay1” ile timor
dokusunda hemorajik nekroz yapmaz. Ayrica IL-1, TNF gibi MHC molekiil

yapimini arttirmaz (23).

Interlokin 2 (1L-2)

IL-2 daha once T gelisme faktorii (T Cell Growth Factor, TGGF) olarak
bilinmekteydi. Bu sitokin, T lenfositleri gelismesinde en etkili sitokindir, T
hiicresinin G1’den S fazina gegmesinde etkilidir. IL-2 hem otokrin, hem de

parakrin 6zelliktedir yani kendi salgilandig: hiicreye ve yakinindaki T hiicrelerine
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etki yapar. Biiyiik cogunlukla Th hiicreleri tarafindan ¢cok az da CD8+ T hiicreleri
tarafindan salgilanir.

T hiicresi uyariminda 24 saat sonra IL-2 salgis1 en fazla noktaya ulasir. IL-
2 kendi salgilamasina ilaveten gama-IFN ve lenfotoksin (LT) salgilamasini da
uyarir. IL-2 salgis1 T lenfosit yiizeyindeki IL-2 reseptorlerine baglanarak etkisini
gosterir. IL-2, NK hiicresi gelismesine de etki yaparak sitolitik aktivitesini arttirir.
Bu sekilde IL-2 ile aktive olmus NK hiicresine ‘’lenfokin ile aktive olmus killer
(LAK) hiicresi’’ ad1 verilir.

IL-2, B hiicresi gelismesini de etkiler ve antikor sentezi uyarimi yapar

(23).

Interlokin-4 (1L-4)

Diger adi B hiicre biiylime faktoriidiir (22). IL-4, Th hiicresi tarafindan
salgilanir, istirahat halindeki B hiicresini uyarir. IL-4, B hiicresinde MHC sinif 11
molekiiliiniin sunulmasmi da arttirir. IL-4, B hiicresi gelisme ve farklilasma
faktorii olarak etki yapar, ayn1 zamanda Ig E sentezi igin sinyal faktorii olarak da
etki gosterir. IL-4, Th hiicresi i¢in otokrin etki gosterir, I1L-4, IL-5 ve IL-6

salgisini da arttirir (23).
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Interlokin-6 (1L-6)

IL-6, IL-2 ve daha az olarak TNF etkisiyle MN fagosit, damar endotel,
fibroblast ve diger hiicrelerden salgilanir. IL-6, hepatositlerde fibrinojen gibi bazi
plazma proteinleri sentezine yol acar (23).

IL-6, aktive B hiicresine, ge¢c donemde B hiicre farklilasmasinda gelisme
faktorii olarak etkiler.

IL-6, T hiicresi ve timositlere ko-stimulator etki yapar, kemik iliginde de

hematopoetik kok hiicrelerinin gelismesinde etkilidir.

Interlokin-10 (1L-10)

Diger bir adi sitokin sentezi inhibitdr faktoriidiir. Th2 hiicreleri, B
lenfositleri ve makrofajlar tarafindan antijen ve bakteriyel iiriinlerce uyarildiktan
sonra ge¢ donemde salgilanir. Thl’lerin iiretecegi IL-2 ve IFN- y yapimim
baskilar, bu sayede bagisik yanit Th2 yoniinde gelisir.

Makrofajlara ve antijen sunucu hiicrelere MHC simf 2 ifadelenmesini
azaltic1 yonde etki eder. Aktive makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden IL- 12
salinimini inhibe ettigi i¢in negatif “feedback” mekanizmasina iyi bir &rnek

olusturur (4).
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Interlokin 17 (IL-17)

Th17 lenfositler tarafindan iiretilir ve eses hedefi epitelyum, fibroblastlar
ve endoteldir. IL-6 salimmi, G-CSF, PGE2, ICAM-1 artis1i, CD34+ 0Onciillerin

canlilig1 i¢in fibroblastlarin uyarimi gibi gérevleri vardir (24).

Interferon y (IFN- v)

IFN- y’nin diger adi immiin interferondur. T hiicresi, antijen uyarimi
sonucu ve IL-2 etkisiyle IFN-y salgilar. T hiicresi disinda az miktarda NK hiicresi
tarafindan da salgilanir. Etkisi immiin yanitin diizenlenmesi tizerinedir. Kuvvetli
bir mononukleer fagosit aktivatoriidiir. Aktive makrofajlarin mikrop 6ldiiriicii ve
tiimor Oldiirticii etkisini ¢ok arttirir.

Mononiikleer fagositleri aktive eden sitokinlerin hepsine makrofaj aktive

eden faktorler (MAF) denir. IFN- vy, 6nemli MAF’lardandir.

Tiumor Nekroz Faktor-o

Konak organizmanin gram negatif bakterilere kars1 bir yanit1 olarak TNF
salgilanir. TNF, mononiikleer fagosit hiicreler tarafindan salgilanir. Gram negatif
bakterilerin aktif bir hiicre duvart maddesi olan lipopolisakkarit (LPS)
(endotoksin) uyarim ile salgilanan TNF’e, tiimor dokusunu nekroze eden 6zelligi

nedeniyle bu isim verilmistir.
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TNF, IL-1 ile beraber endojen pirojen olarak ates yiikselmesine neden
olur. IL-1ve IL-6 salgisimi arttirir. Damar endotellerinin prokoagiilan va
antikoagililan  aktivitesindeki dengeyi bozarak koagiilasyon sisteminde
bozukluklara neden olur. Kemil iligi iizerine baski yaparak, lenfopeni ve immiin

yetmezlik meydana getirir. Kaseksiye yol acar.

Transforming Growth Faktor-f (TGF-$3)

Belirli timor hiicrelerinin bir salgis1 olarak bulunmugtur. TGF-B’in etki
sekli degiskendir, bircok hiicrenin gelismesini Onler, diger bazi hiicreleri ise
stimiile eder. Anjiyogeneze neden olur.

TGF-B lenfositler iizerinde inhibisyon etkisi gosterir. TGF- bir anti-

sitokin etkiye sahiptir, immiin yanit1 durduran bir faktordiir.

Sitokin saliniminin dlciilmesi:

Sitokin saliniminin 6l¢iilmesi igin gesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), ELISPOT (The Enzyme linked
immuno sorbent spot), RT-PCR (Revers transkriptaz-polimeraz zincir
reaksiyonu), immuno histokimyasal ve intra selliiler sitokin boyama (ICSS) olarak
sayilabilir. Bu sistemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. ELISPOT
ve ICCS sitokin iireten hiicrelerin frekansini1 tahmin etmede en uygun yollardir.

ELISA salgilanan proteinin tim miktarim1 Olger. RT-PCR yar1 kantitatif
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seviyelerde indiiklenebilir mRNA’y1 6lger. Immunohistokimya dokularda sitokin

tireten hiicrelerin lokalizasyonunda yararhidir (25).

IL-8
\J
TNF e (7

GM-CSF
G-CSF >
IL-1¢
/ IL-18
IL-6
/ CCL20 :
§-Def 2 V
TGF8
J T L1 ——
IL-6
i /
IL-17F
IL-22
:t;g CCL20 &
IL-24 i

Sekil 1. Mukozal C.albicans enfeksiyonu esnasinda sitokin tliretimi

Son yillarda ¢esitli amaglarla da kullanilan ELISA yontemi, birgok klinik
ornekte mikroorganizmaya ait yapilar1 tlire 0zgiil olarak kisa siirede tespit

edilebilmektedir.
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ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Kromojenik substratlariyla birlesmesiyle renk degisimi olur. Son yillarda
Konjugati isaretlemek i¢in enzimlerin kullanildig1r yontemler ELISA ya da EIA
(enzyme immunoassay) olarak adlandirilirlar.  Giiniimiizde birgok tani
laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan ELISA testlerinin avantajlari;

- Genis enfeksiyon tani parametrelerinin ticari olarak kolayca elde

edilebilmesi,

- Yontemin otomasyona uyarlanabilirligi ve bdylece ¢ok sayida drnegin

kisa siirede calisilabilmesi,

- Sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak degerlendirilebilmesidir.

Kat1 Faz (Matriks): Cukurlarina antijen veya anikor baglanmis olan 96
cukurlu mikroplaklardir.

Enzim ve Substratlar: Konjugatlarin isaretlenmesinde en sik kullanilan
enzimler alkalen fosfataz (AP) ve “horseradish peroksidaz” (HRP) enzimleridir.
AP i¢in kullanilan substrat BCIP/NBT, HRP i¢in kullanilan ise TMB’dir. Bu
enzimlerin isaretleme maddesi olarak biotin-avidin sistemleri kullanilarak,
baglanmanin daha kuvvetli ve 6zgiil olmasi saglanmistir (26). Yikama: ELISA
yonteminde her bir basamak arasinda fosfatli tampon soliisyonu ile yikama iglemi
onemlidir. Bu islem, 0zgiil baglanmalar1 etkilemezken, 0zgiil olmayan
baglanmalar1 giderir.

Durdurma: ELISA’nin son sathasi olan “reaksiyonun durdurulmasi’’

basamaginda asidik veya bazik ¢ozeltiler kullanilir. Bu islemin yapilamamasi ya
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da ge¢ yapilmasi, kromojenik substratin bir siire sonra Ozgiil olmayan renk
degistirmesine, dolayisiyla da gegersiz sonuglarin elde edilmesine yol agar.

Okuma: Reaksiyon sonunda olusan renk spektrofotometrik olarak olgiiliir.

ELISA Yo6nteminin Uygulanmasi

1) Kat1 faza bilinen bir antijen/antikor baglanir.

2) Antijen/antikor bagli ¢ukurlara o6rnekler ve standartlar eklenerek oda
1s1sinda veya 37°C’ de belirli bir stire bekletilir.

3) Inkiibasyon sonunda gukurlara eklenmis olan oOrnekler dokiilerek
kuyucuklar tamponlanmis sivi ile yikanir. Cukura eklenen 6rnekler icinde 6zgiil
antikor var ise kati fazdaki antijene baglandig: i¢in yikama islemi ile ortamdan
uzaklastirilamaz.

4) Kat1 fazdaki antijene baglanmis olan IgG yapisindaki antikoru saptamak
amaci ile gukurlara Fc kismi enzim ile isaretli anti-lIgG antikoru eklenir. (IgM
yapisindaki antikoru saptamak igin ise lizerine enzimle isaretli anti-lgM antikoru
eklenir). Enzim ile isaretli anti-IgG antikorlar1 konjugat olarak tanimlanmaktadir.

Cukurlara konjugat eklendikten sonra plak belirli bir siire bekletilir.
Inkiibasyon sonunda cukurlara eklenen konjugat dokiiliir, tamponlanmus sivi1 ile
yikanir.

6) Yikama islemi sonunda ortamda baglh kalan konjugatin gosterilmesi
amaciyla ¢ukurlara konjugattaki enzime uygun substrat eklenir. Ayrica

reaksiyonun goriiniir hale gelmesi i¢in kromojen igeren karisim eklenir.

26



7) Cukurlara eklenmis renksiz enzim substrat1 belirli bir siire sonrasinda
konjugattaki enzimin etkisiyle renklenir.

8) Enzim aktivitesini durdurmak amaci ile H,SO, eklenir ve olusan rengin
koyulugu ELISA okuyucusunda degerlendirilir. Plaktaki bazi ¢ukurlara miktari
bilinmeyen standart antikor eklenirse, bu ¢ukurlardan elde edilen optik dansite

(OD) egrisi ile igerigi bilinmeyen 6rneklerdeki antikor miktart saptanabilir.

ELISA ile Antijen Tespiti:

a- Yarigmasiz (non-competitive) Yontem:

- Arastirilacak olan antijene 6zgiil antikorlar mikroplak cukurlarina
baghdir. Hasta klinik Ornegi c¢ukurlara eklenir. Antijen varsa
antikorla 6zgiil olarak birlesir.

- Inkiibasyon ve yikama islemleri yapilir.

- Cukurlara antijene 6zgiil, enzimle isaretlenmis antikor eklenir.

- Yikama yapilir.

- Durdurma soliisyonu eklenip, reaksiyon sonlandirilir.

- Spektrofotometrede okutulup, absorbans degeri saptanir.

b- Yarigmali (competitive) YOntem:

- Cukurlara 6zgiil antikor baghdir. Antijen arastirilacak olan hasta
ornegi ile birlikte ayn1 anda enzimle isaretli antijen eklenir.

- Inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra kromojenik substrat

eklenir.
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- Cukurlara konjugat eklendikten sonra plak belirli bir siire bekletilir.
- Inkiibasyon sonunda ¢ukurlara eklenen konjugat dokiiliir,

tamponlanmig s1v1 ile yikanir.

ELISA ile Antikor Tespiti:

- Ogzgiil antijen bagh gukurlara hasta serum diliisyonlar1 eklenir. Ozgiil
antikor varsa antijenle birlesir.

- Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra arastirilan antikora 6zgiil
konjugat eklenir.

- Inkiibasyon ve yikama sonrasi, kromojenik substrat eklenir.

- Spektrofotometrede absorbansi saptanir.

- Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi hasta seumundaki antikor

miktatyla dogru orantilidir.

Hiicresel bagisik yanitin mekanizmasi

Aktive olan CD4+ T lenfositleri ¢ogalir ve olgun ThO lenfosit halini alir.
Bu hiicreler, gelecek bagisik yanita gore IL-2 ve IFN-y salgilayan Th1 hiicrelerine
veya IL-4, IL-5 salgilayan Th2 hiicrelerine farklilagir (27). ThO hiicreleri 1L-12
varliginda Thl, IL-4 varliginda Th2’ye doniisiir. ThO hiicrelerinin Thl ve Th2
hiicrelerine farklilasmast TGF-a ve anti-IFN-y antikorlarla onlenebilir. Son
yillarda Th2 hiicrelerinin IL-12 etkisi altinda Thl fenotipine donebilecekleri
gosterilmistir (28).

Th1 yaniti, genellikle infeksiyonun erken evresinde lokal bir yanit olarak

meydana gelir; inflamatuvar sitokinlerden IFN-y, IL-2, IL-12’nin iretimlerinin
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artis1 ve antifungal efektor hiicrelerin makrofaj ve PMN l6kositlerin uyarilmasi ile
birliktelik gdsterir. Bu hiicrelerin salgiladig sitokinler, Th2 tarafindan iiretilen IL-
10 gibi sitokinlerle inhibe edilir. Thl hiicreleri tarafindan salinan sitokinler; TNF-
a, IL-1, IFN-y, IL-12, IL-15dir. Bu sitokinlerin makrofaj ve nétrofilleri aktive
ederek bu hiicrelerin kandidasidal etkilerini arttirdigi distiniilmektedir. Viral
infeksiyonlara ve hiicre i¢i patojenlere karsi savunmayi olusturur. Bu hiicreler
hiicresel bagisik yanitin olugsmasinda etkin rol oynar (22).

Th2 yaniti, lenf nodlarinda antijenin B lenfositleri, dendritik hiicreler veya
makrofajlarla sunulmasi sonucu genellikle ge¢ gelisen bir bagisik yanittir. Th2
hiicreleri  tarafindan salgilanan sitokinler de; B hiicre farklilagsmasi,
immunoglobulin (Ig) smif se¢imi, hafiza B hiicreleri ve plazma hiicrelerinin
olusumunu uyarmaktadir. Th2 hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler; 1L-4, IL-
5, IL-13, IL-10, TGF-B gibi sitokinlerdir. Th2 hiicreleri, IL-4 ile uyarilirken, IFN-
vy ile baskilanmaktadir (3,4). Bu grup sitokinler Thl yanitinin gelisimini inhibe
eder ve fagositik efektor hiicrelerin aktivasyonunu engeller. Th2 yanitinin yiliksek
olmasi, konak¢inin ilerleyici tarzda infeksiyona maruz kaldiginin gostergesidir.
Ayrica Th2 hiicreler, B hiicrelerini, IgM, kompleman fiske etmeyen 1gG4 ve IgE
sentezine yoneltir. Dolayisiyla, bu hiicreler, akut ve kronik inflamasyonu ve ge¢
tipte hiicresel asir1 duyarliligi inhibe eder. Bu hiicreler Thl hiicrelerinin aksine
CD30 yiizey reseptorii ve kemokin reseptorii (CCR3) tasir (22). IL-3 ve GM-CSF
gibi bazi sitokinler hem Th1 hem de Th2 hiicreleri tarafindan salgilanir.

Fungal infeksiyonlara kars1 primer koruyucu yanit Th1 aracili inflamatuvar

reaksiyonlarla gergeklesir. Bu yanitin eksik oldugu hastalar fungal infeksiyonlara
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duyarhidir. Thl yanmitinin kandidoza karsi koruyucu etkisi oldugu, Thl yanitinin
Th2 yanitina baskin oldugu diisiiniilmektedir (24).

Tiim mikroorganizmalarda oldugu gibi, mantarlar da, antijen sunucu
hiicreler tarafindan islendikten sonra T lenfositlerine sunulur. Fungal antijenler
lizozomun asidik vezikiillerinde peptid parcalarina ayrilir. Bunlar MHC sinif 2
antijenlerine baglanarak, MHC-peptid kompleksi seklinde hiicre ylizeyine sunulur
ve spesifik CD4+ Th lenfositleri tarafindan taninir. Cok hiicreli canlilarda dogal
direncin yabanci mikroorganizmalar1 algilamasinda ‘Toll Benzeri Reseptorler’
(Toll like receptors; TLR) ¢ok Onemlidir. Bu reseptorler patojen
mikroorganizmalarin yiizeyindeki bazi 6zel bolgeleri taniyarak, dogal direncin
yant sira 6zgiil bagisikligin aktivasyonunda da rol oynamaktadir (29).

C.albicans’a kars1 savunmada TLR2 ve TLR4’iin 6nemi gosterilmistir.
TLR2, makrofajlardan C. albicans araciligi ile TNF-a salgilanmasi i¢in gerekli bir
molekiildir. TLR2’ye spesifik antikorlar, insan mononiikleer hiicrelerinde C.

albicans’m uyardigi TNF-y ve IL-1 salinimini inhibe eder (4).

2.5.2. Sivisal bagisiklik

Mayanin noétrofiller tarafindan yutulmasinda IgG smifindan opsonik
antikorlarin rolii vardir. Serum IgG yaniti, dissemine kandidozda yiikselme
gosterir. Kompleman fraksiyonu olan C3b, opsonin olarak C.albicans
blastosporlarina baglanabilir. Candida’lara karsi her siniftan antikor yanit1 gerek

invazif gerek kutanéz tutulumlu hastalarda ve gerekse normal saglikli kisilerde
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saptanabilir. Baskin bir Candida antijeni olan HSP 90 (1s1 sok proteini 90) ve
lipozomal mannan-protein kompleksi ile hayvanlarda yapilan as1 ¢alismalarinda

basarili sonuglar alinmistir (9).

2.6. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Candida tiirleri, mukozal kolonizasyondan ¢oklu organ tutulumuna kadar
cesitli enfeksiyonlara yol agabilirler. Candida infeksiyonlarinin klinik yansimasi
kutan6z/ mukokutandz enfeksiyonlar, kronik mukokutandz kandidoz ve sistemik
kandidoz olmak iizere iige ayrilabilir. Mukokutandz enfeksiyonlar; oral kandidoz,
Ozefagus kandidozu, Ozefagus dis1 gastrointestinal kandidoz, vulvovajinal
kandidoz ve kutandz kandidoz tablolarini igerir. Sistemik kandidoz ise kandidemi,
akut yaygin kandidoz, kronik yaygin kandidoz ve gesitli organ sistemlerinin

tutulumunu igeren derin organ kandidozundan olusmaktadir (13).

2.6.1. Kutandz ve Mukozal Kandidoz:

Oral Kandidoz: dort farkl klinik formda gelismektedir.

Akut  pseudomembranoz kandidoz: En sik olarak yenidoganlarda
C.albicans’in agizda kolonize olmasi ile karakterize olan tablodur. Yenidoganlar
disindaki konaklarda anatomik defekt, poliendokrin bozukluklar, kanser, KOAH

veya astim gibi baska hastaliklarin bulunmasi, steroid inhalasyonu, immiin
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yetmezlik tablolari ve HIV infeksiyonu gibi predispozan faktorler etkili
olmaktadir (30).

Lezyonlar yanak mukozasi, diseti ve dilde beyaz yama tarzi plaklar
seklinde ve agrisizdir. Bu bolgelerden yapilan histopatolojik incelemede nekrotik
materyal, bakteri, 16kosit, yalanci hif ve maya hiicreleri goriiliir (31).

Akut atrofik kandidoz (glossodynia): Siklikla genis spektrumlu antibiyotik
sagaltiminin bir komplikasyonu olarak gelismektedir. Oral mukozanin herhangi
bir kismi etkilenebilir. Dil tutulursa papillalar silinir, dil parlak bir sekil alir.
Agizda hassasiyet mevcuttur.

Kronik atrofik kandidoz (denture stomatit): Genellikle agiz protezleri ile
iliskilidir. Asemptomatik seyreder. Ozellikle sert damakta kronik eritem ve 6dem
olusur.

Kronik hiperplastik kandidoz (l6koplaki): Malign transformasyon
gostermesi nedeniyle 6nemli bir tablodur. Hiperplastik lezyonun C. albicans ile
stiperinfeksiyonu da olabileceginden bu konu tartigmalidir. Siklikla yanaklar daha
az olarak da dil tutulmaktadir. Lezyonlar kirmizi ve beyaz karisik plaklar seklinde
oldugunda malign transformasyon diisiiniilmelidir (32).

Ozefagus Kandidozu: Candida &zefajiti en sik disfaji, odinofaji ve
retrosternal agri semptomlarina yol acar. Bu tablo % 60’1n {izerinde oral kandidoz
ile birlikte seyreder.

Vajinal Kandidoz: Kadinlarin %75’inden fazlas1 hayatlarinda en az bir kez
bu enfeksiyonu gegirmislerdir. Vajinal kandidozlarin en sik etkeni C.albicans’tir.

Ikinci siklikta C. glabrata goriilmektedir. Vajinal kandidoza predispozisyon
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yaratan faktorler arasinda gebelik, diyabet, sentetik camasir kullanimi, antibiyotik
sagaltim1 ve oral konraseptif kullanimi siralanabilir. Ancak yine de olgularin %
50’sinden fazlasinda bilinen bir predispozan faktor belirlenememektedir.Vulva ve
vajinada kasinti, yanma, kizariklik temel bulgulardir.Vulvada eritem ve fissiirler,
vajinada kalin beyaz adheran plaklar bulunur. Buradan yapilan histopatolojik
incelemerde maya ve yalanci hifler epitel iginde goriilebilmektedir (32,33).

Penil Kandidoz: ilk kez 1920°de Engman tarafindan tanimlanan bir klinik
tablodur. Daha ¢ok balanit ya da balanopostit seklinde goriilmektedir. Glans
penisde agrili, eritemli lezyonlar olup prepusyum altinda Candida’lar kolonize
olabilir. En sik etken C.albicans tir (30,32).

Deri kandidozu: Derinin daha ¢ok aksilla, meme alti, aniis ¢evresi, el ve
ayak parmak aralar1 gibi sicak ve nemli kat yerlerinde goriiliir. Sigmanlik, diyabet,
travma veya maserasyon predispozan faktorlerdir (2). Lezyonlar vezikiiller,
pustiiller ve diizensiz smurli eritamatéz alanlar seklinde goriilmektedir.
Histopatolojik olarak dokularda hiicre i¢i maya hiicreleri ve hif yapilan
gosterilebilmektedir (30,32,34).

Tirnak Kandidozu: Onikomikoz vakalarinin % 5-10 nedeni Candida
enfeksiyonlaridir. En sik etken C.albicans olup C.krusei ve C.guilliermondii diger
stk goriilen tiirlerdir. Paronigya (tirnagin paroksimal tutulumu), distal tirnak
infeksiyonu ve kronik mukokutandz kandidoz olmak iizere i¢ formu

bulunmaktadir. El tirnaklari, ayak tirnaklarina gére daha fazla tutulmaktadir (32).
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2.6.2. Kronik Mukokutan6z Kandidoz (KMC)

Genelde konjenital, immunolojik ve endokrinolojik bozukluklar ile birlikte
bulunan tekrarlayict mukoza, deri ve tirnak infeksiyonlar1 i¢in kullanilan bir
tanimlamadir. Siklikla yasamin ilk 3 yilinda goriilmektedir. Kisilerde T lenfosit
aktivasyonu bozulmustur. Makrofaj aktivasyonu igin gerekli T hiicre faktorlerinin
tiretimi normalin altindadir. Lokosit fonksiyon bozukluklari, timus disgenezi ve
agamaglobulinemi  birlikte  bulunabilir.  KMC ile iliskili  patolojiler
siniflandirilmastir;

1. Kronik oral kandidoz

2. KMC ve poliendokrinopati

3. Lokal KMC

4. Diffiiz KMC

5. Timoma ile iliskili KMC

6. Interstisyel keratit ile KMC

7. KID (keratit, iktiyozis, sagirlik) ile iliskili KMC

2.6.3. Sistemik Kandidoz

Kandidemi: Klinik olarak enfeksiyon belirti ve bulgulart olan bir hastada

en az bir kan kiltirinde bir Candida tiirliniin izole edilmesi kandidemi olarak

tanimlanir. Genel durumu diiskiin, tiremik veya yliksek doz kortikosteroid tedavisi
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alan hastalarda klinik belirti ve bulgu olmadan kandan Candida izole edilmesi
anlamli kabul edilmelidir.

Katatere bagl kandidemi: Guniimiizde, intravaskiiler kateteri olan bir
hastada gelisen kandidemi, dikkatli bir klinik ve laboratuvar degerlendirmeden
sonra bagka bir enfeksiyon odagi saptanmiyorsa katetere bagli kandidemi olarak
kabul edilmektedir. Fungeminin kaynag:i kateter ise, kateterden alinan kan
orneginin kantitatif kiiltiiriinde tireyen Candida tiiriiniin sayisi1, ayn1 anda periferik
baska bir damardan yapilan kantitatif kan kiiltiiriinde tireyen Candida sayisinin en
az on katidir. Rutinde yapilan non-kantitatif kateter ucu kiiltiirlerinin tanida degeri
yoktur.

Akut Dissemine Kandidoz: Birbirine komgu olmayan organlarin Candida
tiirleriyle enfekte olmasi, dissemine enfeksiyonun kan yoluyla gelistigini gosterir.
Tani igin, en az bir i¢ organda klinik, patolojik veya kiiltiirle kanitlanan Candida
infeksiyonu olmali, bununla birlikte bir baska i¢ organda da histopatolojik olarak
veya kiiltiirle Candida gosterilmelidir. Candida’ya bagli ¢ok sayida deri
lezyonlar1 veya oftalmit ile birlikte kandidemi saptanmasi, dissemine infeksiyonu
gosterir (35). Yenidoganda klinik tablo bakteriyel sepsise benzer ve enfeksiyon
hizla yayilir; olgularin iigte ikisinde deri ve santral sinir sistemi, yarisinda retina
tutulumu izlenir. Bebeklerin % 70’inde solunum fonksiyonunda bozulma ve apne
saptanir.

Eriskinde tipik olgu, yogun bakim {initesinde yatan ndtropenik olmayan
hasta ya da kemoterapiye bagli notropeni gelismis hematolojik maligniteli

hastadir. En sik rastlanan semptom, antibakteriyel ilaglara yanit vermeyen atestir.
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Enfeksiyon cesitli organ sistemlerine yayilir. Oftalmik tutulum, hasta
populasyonuna (nétropenik hastada inflamatuvar yanitin yetersizligi nedeniyle
daha diisiik oranda), arastirmanin prospektif ya da retrospektif niteligine, tani
kriterlerine, muayene sikligina ve muayene eden doktora bagli olarak % 3-78
olarak bildirilmistir. Son yillarda yapilan prospektif arastirmalarda, retina
tutulumunun hastaligin seyri sirasinda da gelisebilecegi gosterilmistir. Bu nedenle
oftalmik muayene tami1 sirasinda yapilmali ve tanidan iki hafta sonra
tekrarlanmalidir (36).

Candida’ya bagli ¢ok sayida deri lezyonlar1 nétropenik hastada miyaljiyle
birlikte % 10-15 oraninda saptanmaktadir. Bu lezyonlar, pembe nodiiller, ektima
gangrenozum veya ilag eriipsiyonuna benzer dokiintiiler seklinde olabilir (37).

Damar i¢i uyusturucu kullananlarda ise organ tutulumu 06zellik gosterir.
Kontamine uyusturucu soliisyonunun enjeksiyonuyla gelisen enfeksiyon, birkag
saatten bir aya kadar degisebilen ates, titreme, terleme, halsizlik veya bas agrisiyla
seyreder (38).

Kronik dissemine kandidoz: Hepatosplenik kandidoz olarak da bilinen
kronik dissemine kandidoz, uzun siiren nétropeniden ¢ikan kanser hastalarinda
goriilen bir klinik tablodur. Ancak olayin karacier ve dalakla sinirli olmamasi
nedeniyle hepatosplenik kandidoz terimi dogru degildir. Enfeksiyon uzun siire
ndtropenik kalan hastada, yani akut 16semi, miyelodisplastik sendrom ve aplastik
anemili hastalarda daha sik gelisir. Bu enfeksiyon;

1. Genis spektrumlu antibakteriyel tedaviye karsin atesin devam etmesi,

noétropeni diizeldikten sonra da atesin olmast,
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2. Ust kadranda agri veya hassasiyet, sarilik, hepatomegali ve/veya
splenomegali gibi abdominal belirti ve bulgular,

3. Karaciger fonksiyon testlerinde, 6zellikle serum alkalen fosfatazda
yiikselme,

4. Abdominal goriintiilemede kronik dissemine kandidoz ile uyumlu
radyolojik bulgular,

5. Histopatolojik incelemede veya infekte doku ya da kan kiiltiiriinde
Candida tiiriiniin izole edilmesiyle karakterizedir. Histopatolojik veya

kiiltiir sonucunun olmayis1 kronik dissemine kandidoz tanisini1 olasi

kilar (10).

2.7. Kandidozda Tam

Mantar enfeksiyonlarinin laboratuvarda tanisinin konmasi tiimiiyle klinik
Ornegin uygun alinmasina ve laboratuvara en uygun ve en hizli sekilde
ulastirilmasina baglidir. Tan1 i¢in en olas1 etkene gore 6rnek alinmasi1 zaman va
kaynak israfin1 6nleyebilir. Candida infeksiyonlarinin tanisi i¢in alinacak drnekler
olarak kan, beyin omurilik sivisi (BOS), idrar, aspirat, solunum yolu &rnekleri,
doku biyopsi ornekleri, agiz ve vajen siirlintii 6rnekleri, sag-tirnak-deri kazinti
ornekleri sayilabilir (39).

1-Direkt Mikroskopi: Direkt 6rnekte mantar elemanlart goriilmesi, klinige

hizl1 bir 6n bilgi verilmesini saglayacaktir. Bazi kosullarda, sadece direkt 6rnekte
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mantar elemanlarinin goriilmesi tani igin yeterlidir. Kiiltiir sonucu beklenmeden,
tedavi diizenlenebilir.

Bu amagla 1slak preparat hazirlanabildigi gibi % 10-20’lik KOH, Gram,
metilen mavisi, Wright, Giemsa, kalkoflor beyazi, periyodik asit-schiff (PAS) ve
methenamin giimiis boyas1 ile hazirlanan preparatlar kullanilabilmektedir.
Candida tiirleri dokuda en iyi PAS ve methenamin giimiis boyas: ile
gosterilmektedir. KOH, kalin mukoit ve sag, deri, tirnak gibi Kkeratinize
orneklerden Candida tiirlerinin ayristiriimasini saglamaktadir. Hazirlanan KOH
preparatinda tomurcuklanan blastosporlarin yaninda yalanci hiflerin goriilmesi,
tamida kiltiirden daha degerlidir. Direkt incelemede KOH veya KOH ile birlikte
Candida hiicre duvarindaki kitine baglanma 6zelligi gosteren kalkoflor beyazinin
kullanilmasi duyarliligi arttirmaktadir (13).

Hazirlanan boyali direkt preparatlarda tomurcuklanan maya hiicreleri,
yalanci ve gercek hif yapilari aranir. Yalanct ve gergek hif yapilarinin goriilmesi
dokuya invazyonun yani infeksiyonun gostergesi olarak kabul edilir (40).

2-Kiiltiir: Tiim ornekler antibiyotikli Sabouraud-dekstroz-agar gibi rutin
bir besiyerine ekilerek oda 1sisinda ve 37°C’de inkiibe edilirler. Candida tiirleri
genellikle 24 saat icinde koloni olustururlar, ancak 48 saatte kolonileri daha
belirginlesir. Olusan kolonilerden preperasyon yapilarak organizmanin maya olup
olmadig1 kontrol edilir. Daha sonra mayanin saf kiiltirinden misirunu-Tween 80
besiyerine ekim yapilip yalanct hif ve /veya gercek hif yapip yapmadigi,

blastokonidiyumlarin biiytikliigi, sekli ve dizilimleri, ayrica kokenin klamidospor

38



olusturup olusturmadigi saptanir. Pratik olarak, C.albicans germ tiip testi

pozitifligi ve misirunu-tween 80 agarda tipik klamidosporlari ile taninir.

3- Candida ’larin Identifikasyonu:

Cimlenme borusu (germ tiip) testi: Kiiltliirde ilireyen maya kolonilerinin

tanimlamasinda uygulanacak ilk yontem ¢imlenme borusu testidir. Bu test; klinik
orneklerden soyutlanan mayalarin yaklasik olarak % 75’ini olusturan C.
albicans’in, diger Candida tiirlerinden ayrilmasini saglayan hizli ve kolay bir
testtir. C.albicans ve C.dubliniensis ¢imlenme borusu olusturan mayalardir. Bazen
C.tropicalis de ¢gimlenme borusu benzeri bir yap1 olusturabilir (41).

Morfolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi: Misir unu-tween 80 agar, piring

oziitli tween 80 agar gibi besin agisindan fakir ortamlar, lam kiiltiirii yontemi ile
Candida tiirlerinin morfolojik ozelliklerinin degerlendirilmesini ve bu yolla da
tiirlerin birbirinden ayirt edilmesini saglar. Bu yontemle mayalarin olusturduklar
gercek ve yalanct hifler, blastokonidyalar, klamidosporlarin yap: ve yerlesimlerine
gore tiir diizeyinde tanimlamaya gidilir (13).

Peptit Niikleik Asit- Floresan In Situ Hibridizasyon Metodu (PNA-FISH),
Ureaz Testi, Hizlh Trehaloz Testi, Kromojenik Besiyerleri ile identifikasyon,
Karbonhidrat Asimilasyon Testleri, Karbonhidrat Fermentasyon testleri ie de tiir

tanimina gidilebilinir.
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4-Serolojik Testler: Hiicre duvart mannan ve mannoproteinlerinin invaziv

kandidoz olgularinin tanisinda kullanimi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.
Saglikli konakta, anti-Candida antikorlari bu maddelerin tanimlanabilmesini
olanaksiz hale getirir ve serumda Ol¢iilebilir miktarlarda bulunan mannan
antijenleri serumdan hizla temizlenir. Bagisik sistemi baskilanmis hastalarda
invaziv kandidoz ile kolonizasyonun ayrimi yapilabilmektedir. Gegici ve kateter
ile iligkili kandidemilerde invaziv Candida enfeksiyonlarina gore diisiik miktarda
antijen bulunmaktadir.

C.albicans mannoproteinin hiicre duvari ekstresine karsi olusan antikorlari
belirleyen bir testte mevcuttur. Bu testin duyarlilik ve 6zgilliigii yiiksektir.

Sitoplazmik antijenler de kandidoz igin tanisal ve prognostik gosterge
olarak kullanilmstir.

Candida’larin hiicre duvari antijenlerinden pB-(1-3)-D-glukan invaziv
kandidozda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakla beraber, tiire 6zgii ayrim
yapamamaktadir.

Invaziv kandidoz tanisinda Candida metaboliti olan arabinitoliin serumda
gosterilmesi hematojen yolla yayilmis kandidoz gostergesi olarak kabul edilebilir
(39).

5-Molekiiler yontemler: Son on yilda mantarlarin filogenetik bilgisinde

biiyiik bir genisleme olmustur. Yapilan ilk molekiiler tanimlama caligsmalari olan
ribozomal DNA tekrar bolgesinin ‘restriction fragment length polimorphisim
(RFLP)’ analizi yapildiginda Candida tiirlerinin farkli biiyiiklikte bantlar

olusturdugu gosterilmistir. Daha sonralart isaretlenmis DNA problarinin
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kullanildigr ‘Southern blot” yontemi ile RFLP’nin duyarliligi arttirilmistir.
1990°dan itibaren ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ok kii¢iik miktardaki
DNA’nin c¢ogaltilabilmesi ve agaroz jelde goriilebilmesi miimkiin olmustur.
2000’li yillarin basindan itibaren gelistirilen floresan isaretli problarin 6zgiil
DNA’ya baglandiklarinda ¢ikan enerjiyi 6lgen cihazlar kullanilmaya baslanmistir.
Gergek zamanli PCR ile 6rnekteki fungal yiik miktari belirlenebilmektedir (42).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR): Kan, serum, BOS ve diger klinik

orneklerde Candida DNA’smin tespit edilmesi igin ¢ok sayida PZR temelli
yontem gelistirilmistir. Candida genomu {izerinde farkli bolgeler hedef olarak
denenmistir. Ancak, en verimli sonuglar ribozomal DNA gen bolgesi ile elde
edilmistir. Molekiiler tan1 yontemleri ile dokuda veya viicut sivist drneklerinde
Candida enfeksiyonu hizli bir sekilde gosterilmektedir. . Tek turlu PZR, iki turlu
PZR yontemleri gelistirilmistir. Gergek zamanli PZR yontemi ile olusan
amplifikasyon sinyali es zamanl olarak izlenmekte ve sonug hizla alinmaktadir.
Son yillarda etkene yonelik PZR yerine biitiin mantarlarda ortak olan bdlgelerin
hedeflendigi “panfungal” PZR yaklasimi kabul gormektedir. Kan ve serum
kismen invaziv olmayan yontemlerle elde edilebilmeleri nedeniyle sistemik
mantar infeksiyonlarinin tanisinda potansiyel olarak kullanish 6rneklerdir. Ancak
kanda organizma yiikii ¢ok diisiik ve gecici olabilir ve 5 ml klinik 6rnegin 4-5 litre
olan viicut kanin1 tam olarak gosterebildigini sdylemek zordur. Bu nedenle
miimkiin olan 6rnek yanligliklarini azaltmak i¢in ardisik Orneklerin kisa zaman
araliklarinda alinmasi gereklidir. Ozellikle nétropenik hastalarin taranmasinda

PCR kullanimi 6nerilmektedir (43).
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2.8. Kandidoz Tedavisi

Mukokutanoz enfeksiyonlar nistatin ve amfoterisin B’nin topikal
formiilleriyle ya da mikonazol, ekonazol, klotrimazol, ketokonazol gibi azollerle
tedavi edilebilir. Ancak, Candida onikomikozlarinda, AIDS hastalarinin
mukokutanoz enfeksiyonlarinda, tekrarlayan vajinitlerde ve agir KMK olgularinda
sistemik/ agizdan tedaviye gereksinim vardir; bunun i¢in imidazoller, triazoller

veya alilaminler kullanilabilir.

Antifungal ajanlar

Antifungal ajanlar deri, mukoza ve organlarin lokal veya sistemik
enfeksiyonlara karsi etkili bilesiklerdir. Topikal, oral ya da parenteral yoldan
uygulanabilirler. Tedavinin basarili olmasi i¢in genis spektrumlu, viicut doku ve
stvilarina i1yi dagilim gosteren ve konakcidan daha fazla fungal 6zgiilliigii olan
ajanlara gereksinim duyulmaktadir. Antifungal ilaglar ile tedavide karsilasilan en
onemli sorunlar doz ve siirenin diizenlenmesi, gelisen diren¢ nedeni ile tedavinin
degistirilmesidir.

Antifungal ajanlar segilirken bu ilaglarin immiin sistem ile olan iliskisi de
gozetilmelidir. Bazi antifungal ajanlarin  immiinmodiilatér etkisi oldugu
bilinmektedir ve sistemik kandidoz olgularinda ilaglarin immiinmodiilator

etkilerinden de yararlanilabilinir.
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Amfoterisin B (AmB)

AmB, Streptomyces nodosus’un bir susundan elde edilen bir haptendir.
Molekiiliindeki aminometilpentaz grubundan dolay1 bazik bir maddedir. AmB,
duyarli fungus tiirlerinin hiicre membraninda bulunan bazi1 sterollere geri
dontisiimsiiz bir sekilde baglanir ve bdylece membranda delikler olusturur.
Gegirgenligi bozulan membran hiicrenin canliligini devam ettiremez. Sonugta
fungisid etki gelisir. AmB’nin memeli membraninda bulunan kolesterole az da
olsa baglanabilme 6zelligi vardir. Yan etkilerinin bir kismindan bunun sorumlu

oldugu diisliniilmektedir.

Intravendz (IV) kullanilir.

C.albicans, C.lusitaniae, C.guilliermondii, C.norvegensis ve C.
parapsilosis’in bazi suslart AmB’ye direngli veya tolerandir.

Uygulamada hastalarin % 20’sinde ates, hipotansiyon ve tasikardiden
olusan akut, inflizyona bagli reaksiyon gelisir. Bu reaksiyonun sitokin
saliverilmesine bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Amfotersin B’nin Immiinomodelator Etkisi: Proinflamatuvar bir ilagtir.
AmB deoksikolat (AmB-D) dogustan immiin hiicrelerin potent bir proinflamatuar
uyaranidir. Klinik olarak AmB-D’nin proinflamatuvar aktivitesi akut infiizyonla
iliskili toksisitesini, miyalji, ates, kizariklik olarak gormek miimkiindiir, tim
bunlar inflamatuvar sitokinlerin yiikselmis kan seviyeleri ile iligkilidir.

Mononiikleer hiicreler ve nétrofiller AmB-D’ye in vitro olarak maruz

kaldiklarinda hizla ¢ok gesitli inflamatuvar sitokin (TNFa, IL-6, IL-1RA ve IL-

43



1B), kemokinler (IL-8, MCP-1 ve MIP-1p), nitrik oksid, prostoglandinler, reaktif
oksijen metabolitleri ve interselliiler adezyon molekiilii 1’1 salgilattirir. AmB’nin
etkisi TLR2 ve CD14 iizerinden olur.

Ayrica AmB’nin kazanilmis humoral bagisiklik {izerine de etkisi olduguna
dair kanitlar vardir. Invaziv kandidozdan iyilesen hastalarin serumlarinda 1s1 sok
proteini 90°a (HSP 90) kars1 olusmus yiiksek seviyede antikorlar saptanmistir. In
vitro ve hayvan caligmalarinda Candida tiirlerine karsi AmB ile anti-HSP 90

antikorlarin sinerjik ¢alistigina dair kanitlar mevcuttur.

Amfoterisin B ve Nistatinin Lipid Formiilasyonlar:

Lipid formiilasyonlarinin uygulama alanina girmesi, AmB’nin terapdtik
indeksinin iyilestirilmesinde énemli bir adim olmustur. Bu bilesikler, AmB’nin
toksisitesinin azaltilmasi ve daha yiiksek dozlarin verilmesine olanak yaratilmasi
amaciyla gelistirilmistir.

- Amfoterisin B Lipid Kompleksi

- Amfoterisin B Kolloidal Dispersiyon

- Lipozomal Amfoterisin B

- Lipid Emiilsiyonunda Amfoterisin B

Amfotersin B’nin Lipid Formulasyonlarimin Immiinomodelator Etkisi:
Degisik lipid formiilasyonlarinin monositlerin inflamatuar sitokin tiretimi tizerine

farkli etkiler sergilemektedir. AmB koloidal dispersiyonu (ABCD), AmB-D gibi
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inflamatuar sitokinlerin salinimini arttirrr. AmB  lipid kompleks ve L-AmB

inflamatuvar sitokinlerin saliniminiya azaltir ya da hig etki géstermez (44).

Azol Grubu Antifungaller

Flukonazol

Antifungal etkili azoller esas olarak ergosterol sentezinde gorev alan
sitokrom p450 bagimli lanosterol 14-demetilazi inhibe ederek etkilerini gosterir.
Flukonazole C.krusei ve baz1 C.glabrata tiirleri direng gelistirebilir. Flukonazol
diger Candida ve Cryptococcus cinsi gibi diger mayalar ile bazi kiif mantarlarina
etkilidir. Oral ve parenteral uygulama yapilabilir.

Flukonazoliin tedavi ve proflakside yaygin sekilde kullanimi, direng
gelisebilecegi endiselerini dogurmustur. Uzun siireli diisiik doz flukonazol
tedavisi alan insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile infekte bireylerde gelisen
orofarengiyal kandidozda, flukonazole adim adim direng gelistigi bilinen bir

gercektir.

Itrakonazol

Itrakonazol, oldukga genis bir antifungal etki spektrumuna sahip bir
azoldiir. Candida tiirleri, C.neoformans, Trichosporon tiirleri, Aspergillus tiirleri,
demateséz kiif mantarlari ve termal dimorfik mantarlardan Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides

brasiliensis ve Sporothrix schenkii ’ye etkilidir.
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Vorikonazol

Vorikonazol,  flukonazoliin  yapisindaki  bir  triazolin  yerini
fluoroprimidinin almasi1 ve propanol temel iskeletine bir metil grubunun
eklenmesiyle elde edilmistir. Bu yapisal degisiklikler sonucunda hedef enzim
lanosterol demetilaz1 inhibe edici aktivitesi artmis ve spektrumu genislemistir.
Vorikonazol, C.krusei ve C.glabrata dahil olmak iizere Candida tiirlerine
etkilidir. Hem oral hem de parenteral formiilasyonu vardir.

Vorikonazol 6zefagus kandidozunda flukonazol kadar etkili bulunmustur.
Invaziv kandidozda énce “kurtarma” tedavisi olarak denenmis, % 56 yamit elde

edilmistir. Flukonazole direngli C.krusei enfeksiyonlarinin tedavisinde basarilidir.

Posakonazol

Posakonazol kimyasal olarak itrakonazole benzeyen 2. kusak bir
triazoldiir. Flukonazole direngli kokenler dahil biitiin Candida tiirlerine etkilidir.
Sadece oral formu vardir. Proflakside flukonazole alternatif olarak kullanilabilir.

Azolleri Immunomodelatér etkisi: Funguslara karsi fagositlerle birlikte
sinerjistik aktivite gosterirler. Azoller bagisik efektdr hiicreler ve sitokinlerle
beraber fungal patojenlere karsi isbirligi yaparlar. Flukonazol ve vorikonazol,
fagositik hiicreler ile C. albicans’a kars sinerjik etki gosterirler. Bu etki G-MCSF,
G-CSF veya IFN-y ile fagositler uyarilirsa daha da belirginlesir.

Azoller in vitro olarak monositlerin, makrofajlarin ve ndtrofillerin

C.albicans’a kars1 olan fungisidal aktivitesini arttirir.
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Flukonazol, koruyucu Thl yamtim1 arttirir, Vorikonazol de TLR2
ekspresyonunu ve monositlerin TNF-a {iretimini arttirir. IL-12 uygulamasi da

flukonazoliin C.albicans’a karsi olan etkisini arttirir (44).

Ekinokandinler

Ekinokandinler, diger antifungallerden farkli bir etki mekanizmasina
sahiptir. Diger tiim antifungallerin hiicre memraninda etkili olmasma karsin,
ekinokandinler hiicre duvar yapisina giren beta-glukan sentezinde rol
oynamaktadir. Ekinokandinler mantar hiicre duvar yapisinda bulunan B-(1,3)-D-
glukan sentaz enzimini nonkompetitif olarak inhibe eder.

Bu grupta anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin olmak iizere ii¢
antifungal bulunmaktadir. Her ii¢ bilesik de benzer etkinlik spektrumuna sahiptir.
Standart dozlarda azollere ve AmB’ye diregli suslar dahil Candida ve Aspergillus

tiirlerine ¢ok etkilidir.

Kaspofungin

Kaspofungin, 2001°de  (ABD), 2003’te Tirkiye’de lisans almustir.
Aminoasit yapisinda hekzamer, suda eriyebilen, genis spektrumlu yeni bir
antifungaldir. Oral emilimi (<%2) diisiiktiir. 1-3 B-D glukan sentaz inhibisyonu ile
hiicre duvarinda balonlagsma ve hiicre lizisine sebep olur.

Yan etki az ve nadir olmakla birlikte etkiler mantar hiicre duvari igin
Ozgiildiir. Histamin desarji; kizariklik, ates, bulanti, kusma, KCFT’de

yiikselmedir. Allerjik tipteki yan etkileri en siktir. Ancak siklosporin ile
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kullaniminda dikkatli olunmalidir. Kaspofungin triazol direnci olan tiirleri de
kapsayacak sekilde ¢ogu Candida tiirlerine fungisidaldir. Aspergillus tiirlerine de

fungistatik oldugu gosterilmistir.

Mikafungin

Mart 2005°de FDA tarafindan 6zofagiyal kandidoz tedavisi ve HSCT
uygulanan hastalarda Candida profilaksisinde onay almustir. Preklinik ¢alismalar
azole direngli C. albicans dahil tim Candida tiirlerine ve Aspergillus tiirlerine

etkili oldugunu gostermistir.

Anidulafungin

Mikafunginin aksine yavas olarak nonenzimatik parcalanmaya ugrar.
Karaciger bozuklugunda mikafunginde oldugu gibi doz ayarlanmasi gerekmez.

Ekinokandinlerin  Immiinomodelator  etkisi: ~ Ekinokandinlerin  de
immiinostimulatuar 6zellikleri bulunmaktadir.

Kaspofungin B-glukan maskelenmesini bozup, fungusun bagisiklik sistemi

hiicrelerince fark edilmesini saglayacak etkiyi gosterir (44).

2.9. Invaziv Kandidozda Antifungal Proflaksi Yaklasim

Fungal infeksiyonlarin mortalite ve morbiditelerinin getirdigi sorunlar,

hastalarin uzun siire hastanede yatmalarinin gerekmesi, antifungal ajanlarin ¢ok
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pahali ve bazen toksik olmalar1 nedenleri ile enfeksiyonlarin baslamadan
onlenmesi demek olan proflaksiye siklikla basvurulmaktadir (10).

Proflaktik yaklasimlar yiizeyel ve sistemik fungal infeksiyonlar1 ve bunlara
bagli mortaliteyi azaltmak amaciyla risk altinda olan hastalara uygulanabilir.
Profilakside ates gibi bir enfeksiyon belirtisi bulunmamaktadir. Emprik tedaviye
baslamak i¢in ise hastaligin varhigi degil, onun yerini tutabilecek bir isaretleyici
olan ates kullanilir (45).

Antifungal proflaksi, 6zellikle AIDS hastaliginin ortaya ¢ikmasi ve buna
bagli Candida infeksiyonlarmin artmasi ile 6nem kazanmigtir. 1980°1li yillarda
azollerin sunulmasi ile birlikte bu konuda basarili sonuglar alinmistir (46).

Kok hiicre nakli uygulamalarinda flukonazol proflaksisi rutine girmis olup,
ozellikle allojenik nakillerde halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Kok hiicre
nakli disindaki hematolojik maligniteli hastalarda proflaksi Onerilmemektedir.
Candida’ya yonelik bu yaklasim kok hiicre hastalarinda yiiz giildiiriicti iken,
flukonazole direngli Candida ve non-albicans Candida enfeksiyonlarinda artis
olmasi olumsuz etkilerindendir (47).

Ozellikle tekrarlanan kemoterapi (KT) alan hastalarda sekonder proflaksi
giindeme gelmektedir. Bu yaklasim daha 6nce KT almis, ancak invaziv fungal
enfeksiyon tanisi almis hastalarda, yeniden KT verilecegi zaman giindeme
gelmektedir. Vorikonazol ve amfoterisin B nin sekonder proflakside etkisi oldugu

bazi ¢aligmalarla gosterilmistir (48).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiza 2010- 2011 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde I¢ Hastaliklart Anabilim Dali, Hematoloji bilim dalinda takip
edilmekte olan hastalar dahil edildi. Hasta grubunu; kandidemisi PZR ile
dogrulanmis olan bagisik sistemi baskili 20 hasta olusturdu. Hasta kontrol
grubuna bagisik sistemi baskilanmis kandidemi olmadig1 PZR ile dogrulanmis 10
hasta ve saglikli kontrol grubuna da Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Molekiiler Laboratuvaria bagvuran 10 saglikli kisi dahil edildi. Hastalardan ve
saglikli goniillilerden alinan serum Orneklerinde cesitli sitokinlerin diizeyleri
ELISA testi ile belirlendi.

Calismamuzla ilgili etik kurul karar1 Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu’ndan 27.04.2011 tarih ve 113 numarali karar1 ile alinmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Laboratuvar araglari

Mikropipetler ve uglari (Beta PetteTM, ABD)

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

Smif 2 biyogiivenlik kabini (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)
ELISA okuma cihazi (Das Plate Reader, Almanya)
Santrifiij cihazi1 (HERLE Z380, Almanya)

Mikrosantrifiij (Heaeus, Almanya)
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Vorteks (Heidolph, Almanya)
Cam esyalar, 6zeler, kuru blok (Bio TDB-100, Almanya)
Heliosis Ekstraksyon Modiilii ( Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

Light Cycler® 2.0 (Roche, Almanya)

3.1.2. Sarf Malzemeler

ELISA kitleri (Bender Medsystems, Austria)
ELISA kitleri (Bioscience, Austria)
Enjektor (Superset, Tiirkiye)

Steril distile su

3.2. Yontemler

3.2.1. Alinan 6rneklere yapilan islemler

Etilen Diamin Tetra Asetik Asitli (EDTA) tiiplere alinan kan ornekleri
Candida DNA’ smin aranmasi i¢in PZR islemi yapilmak tizere ayrilmastir.
Heparinli tiiplere alinan kan orneklerinin serumu sitokin varliginin arastirilmasi
icin saklanmigtir. Biitiin 6rnekler uygun ambalajlar icinde, islem giiniine kadar -

20°C’ de saklanmstr.
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3.2.2. DNA’nin eldesi

Alman serum Orneklerinden mantarlara ait DNA, Heliosis Ekstraksyon

Modiilii (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye) kullanilarak elde edilmistir.

EDTA’lh tliplerdeki kan Ornekleri saflastirmaya alinmadan o6nce

eritrositlerin uzaklastirilmas: i¢in kirmizi kan hiicresi (Red Blood Cell) lizis

sollisyon protokol uygulanmistir.

1.

2.

Orneklerden 300 pl alinip 1.5 m1’lik ependorf tiiplerine aktarilmustir.
Uzerlerine 1.2 ml kirmiz1 kan hiicresi lizis soliisyonundan eklenmis ve
pipetaj ile iyice karistirilmistir. Sonra 5 dakika -20-C’de bekletilmistir.
Ucg dakika oda sicakliginda 1000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle alinmigtir.

Cokelek rengi kirmizi ve daha koyu ise 2. ve 3. basamaklar tekrar

edilmistir.

3.2.3. Saflastirma Basamaklar1

1. Yaklagik 100 pl’lik ornekler tizerine 400 ul DNA lizis baglama

soliisyonundan eklenmis ve vortekslenmistir.

2. Karisim 65°C de 10 dakika , +4°C de 2 dakika bekletilmistir.

3. Spin santrifiij yapildiktan sonra tizerine 500 pl DNA ¢oktiirme

sollisyonu eklenmis ve vortekslenmistir.

4. Onbes dakika 13000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

5. Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan sonra 500
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ul DNA yikama soliisyonu eklenmis ve vortekslenmistir.

6. Bes dakika 13000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

7. Ust kisim pipetle tamamen alinmis ve tiipler 10 dakika oda sicakliginda

kurutulmustur.

8. 20 ul DNA diliisyon soliisyonundan konulmus, vortekslenip spin

santrifiij edilmistir.

9. Tiim DNA o6rnekleri cogaltma islemine kadar -20°C de bekletilmistir.

3.2.4. DNA’ nin ¢ogaltilmasi ve gdsterilmesi

Elde edilen DNA’lar hedeflenen primerler kullanilarak g¢ogaltilmistir.

Candida DNA’ siin gosterilmesi i¢in Candida’ ya 6zgiil primer-probe karigimi

ile ger¢ek zamanli PZR yontemi kullanilmistir.

Tablo 1. PZR i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer

5°-3’ yoniinde dizi

Candida primer forward

CCT-GTT-TGA-GCG-TCR-TTT

Candida primer reverse

TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT

Candida probe

6FAM — CAT-TGC-TTG-CGG-CGG-
TA-TMR
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Tablo 2. Mantar primerleri kullanarak hazirlanan PZR karigimi

KARISIM 1X 15X
Su 2ul 30 pL
MgCl, (25mM) 1 uL 15 uL
Fw primer (25 pmol) 1 uL 15 uL
Rev primer (25 pmol) 1 uL 15 uL
TagMan Probe (20 pmol) 0.5 uL 7.5 uL
Hidroliz Probu 2 uL 30 uL
Toplam Hacim 7.5 uL 112.5 uL

Her 6rnek i¢in hazirlanan ana karisimdan 7.5 pl, DNA’dan ise 2.5 pl

kapillerlere eklenmistir. Amplifikasyon kontrolii i¢in sadece karisimdan 10 pL

bir kapiller igerisine konularak (icinde DNA yoktur) buna negatif kontrol denmis

ve sadece bu kapillerin kapagi karisim odasinda (temiz oda) kapatilmistir.

Digerleri ise kursun blogun iginde ekstraksiyon odasinda bulunan biyogiivenlik

kabini (Metis biyoteknoloji, Tiirkiye) i¢ine gotiiriilmiis ve orada DNA 0Ornegi

eklenmistir. Ornekler hizl bir sekilde spin santrifiij edilerek LightCycler ® 2.0 (

Roche, Almanya) cihazina yerlestirilmistir.

Amplifikasyon TagMan teknolojisi ile gerceklestirilmistir; Is1 dongiisii

asagida verilmistir. Gergek zamanli PZR amplifikasyonu sonrasinda, “absolute

quantification” analizi incelenmistir.
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Tablo 3. Cogaltma protokolii safhalar

Denaturasyon

Siklus 1
Analiz Modu Yok

Is1 degisimleri 1. segment
Hedef 151 (°C) 95° C
Inkubasyon zamani 10 dakika
Is1 degisim orani (°C/saniye) 20.0
Ikinci hedef 151(°C) 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0
Step gecikmesi 0
Okuma modu Yok
Amplifikasyon

Siklus 50

Analiz Modu Kantitasyon

Is1 Degisimleri Segment 1 Segment 2
Hedef 151 (°C) 95 60
Inkubasyon zamani (h:min:s) 10 40
Is1 degisim orani (°C/s) 20.0 20.0
Ikinci hedef 1s1 (°C) 0 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0 0.0
Basamak gecikmesi (Siklus) 0 0
Okuma modu Yok Tek
Sogutma

Siklus 1
Analiz Modu Yok

Is1 Degigimleri Segment 1
Hedef 1s1 (°C) 40
Inkubasyon zamani 30

Is1 degisim orani (°C/saniye) 20.0
Ikinci hedef 1s1 (°C) 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0
Basamak gecikmesi (Siklus) 0

Okuma modu

Yok




3.2.5. ELISA ile Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Hasta ve saglikli goniilliilerin serumlarinda I1L-2 IL-10, TGFB1, IL-6,
TNFa, IFNy, seviyelerini O6lgmek i¢in Human Instant ELISA (Bender
MedSystems, Austria) 1l1-17 seviyelerini 6lgmek igin Platinium ELISA

(Bioscience, Austria ) kitleri kullanilmustir.

ELISA Yontemi ile IL-2 IL-10, TGFp1, IL-6, TNFa, IFNy Diizeylerinin
Olciilmesi.

IL-2 Tayini: insan IL-2 ELISA kitinde (Bender MedSystems ) sandwich
ELISA yontemi kullanilmistir. Insan IL-2’e 6zgiil antikor ile kapli 96 kuyucuklu
plaklar kullanilmustir.

Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan standartlar

kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmis olarak bulunmaktadir.
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Tablo 4. IL-2 ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6 7
A | Standart1(1200pg/ml) Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
1 8 15 22 29 36
B | Standart2 (600pg/ml) | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Omek | Ornek
2 9 16 23 30 37
C | Standart3 (300 pg/ml) | Ornek | Omek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
3 10 17 24 31 38
D | Standart4 (150 pg/ml) | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
4 11 18 25 32 39
E | Standart5 (75 pg/ml) | Omek | Ornek | Omek | Omek | Ornek | Ornek
5 12 19 26 33 40
F | Standart6 (38 pg/ml) | Ormek | Ornek | Omek | Omek | Ornek | BOS
6 13 20 22 27 34
G | Standart 7(19 pg/ml) Omek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | BOS
7 14 21 28 35

IL-6 Tayini: Insan IL-6 kitinde (Bender MedSystems ) sandwich ELISA

metodu kullanilmistir. insan IL-6’ya 6zgiil antikor ile kapli 96 kuyucuklu plaklar

kullanilmistir.

Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan standartlar

kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmis olarak bulunmaktadir.
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Tablo 5. IL-6 ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6

A | Standart 1 Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
(200pg/ml) 1 8 17 25 33 | 40

B Standart 2 Ornek | Omek | Omek | Omek | Omek | BOS
(100pg/ml) 2 9 18 26 34

C Standart 3 Omek | Omek | Ornek | Ornek | Ornek | BOS
(50 pg/ml) 3 10 19 27 35

D | Standart 4 Omek | Omek | Ornek | Ornek | Omnek | BOS
(25 pg/ml) 4 11 20 28 36

E Standart 5 Omek | Omek | Ornek | Ornek | Omnek | BOS
(125 pg/ml) 5 12 21 29 37

F Standart 6 Ormek | Ormek | Ornek | Ornek | Ornek | BOS
(6.3 pg/ml) 6 13 15 30 38

G | Standart7 Ormek | Ormek | Ornek | Ornek | Ornek | BOS
(3.1 pg/ml) 7 14 16 31 39

IL-10 Tayini: Insan IL10 kitinde (Bender MedSystems ) sandwich ELISA
metodu kullanilmistir. Insan IL-10’a &zgiil antikor ile kapli 96 kuyucuklu plaklar
kullanilmuastir.

Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan standartlar

kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmig olarak bulunmaktadir.
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Tablo 6. IL-10 ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6

A Standartl Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(200.0pg/ml) 1 9 17 25 33

B Standart2 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(100.0pg/ml) 2 10 18 26 34

C Standart3 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(50.0 pg/ml) 3 11 19 27 35

D Standart4 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(25.0 pg/ml) 4 12 20 28 36

E Standart5s Ornek | Ornek 13 Ornek Ornek Ornek
(125 pg/ml) 5 21 29 37

F Standart6 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(6.3 pg/ml) 6 14 22 30 38

G Standart7 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(3.1 pg/ml) 7 15 23 31 39

H BOS Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
8 16 24 32 40

TNF-a_Tayini: insan TNF-a kitinde (Bender MedSystems ) sandwich

ELISA metodu kullanilmistir. Insan TNF-o’ye o6zgiil antikor ile kapli 96
kuyucuklu plaklar kullanilmistir.

Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan standartlar

kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmis olarak bulunmaktadir.
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Tablo 7. TNF-o ELISA standart konsantrasyonlar1

1 2 3 4 5 6

A Standart1 Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
(500.0pg/ml) 1 9 17 25 33

B Standart2 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(250.0pg/ml) 2 10 18 26 34

C Standart3 Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
(125.0 pg/ml) 3 11 19 27 35

D Standart4 Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
(62.5 pg/ml) 4 12 20 28 36

E Standart5 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
(31.3 pg/ml) 5 13 21 29 37

F Standart6 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
(15.6 pg/ml) 6 14 22 30 38

G Standart7 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
(7.8 pg/ml) 7 15 23 31 39

H BOS Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
8 16 24 32 40

IFN-y Tayini: Insan IFN-y kitinde (Bender MedSystems ) sandwich
ELISA metodu kullanilmistir. Insan IFN-y’e 6zgiil antikor ile kapli 96 kuyucuklu
plaklar kullanilmastir.

Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan standartlar

kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmis olarak bulunmaktadir. Konsantrasyonlari

Tablo 8’de belirtilmistir.
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Tablo 8. IFN-y ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6

A Standartl Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(100.0pg/ml) 1 9 17 25 33

B Standart2 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(50.0pg/ml) 2 10 18 26 34

C Standart3 Ornek Ornek Ornek Ornek 27 | Ornek
(25.0 pg/ml) 3 11 19 35

D Standart4 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(12.5 pg/ml) 4 12 20 28 36

E Standart5s Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
6.3 pg/mi) 5 13 21 29 37

F Standart6 Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
(3.1 pg/ml) 6 14 22 30 38

G Standart7 Ornek Orek | Ornek 23 | Ornek Ornek
(1.6 pg/ml) 7 15 31 39

H BOS Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
8 16 24 32 40

-20°C’ de saklanan plazma drnekleri oda 1sisinda ¢oziinmiistiir
Konjugat disinda tiim ELISA kitinde bulunan standart dilusyon tamponu,
standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve plazma ornekleri, ¢alismaya baglamadan

en az 1 saat once dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri i¢in beklenmistir.
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Standart ve Orneklerin ELISA Kuyucuklarina Konulmasi:

IL-2 IL-10, IL-6, TNFa, IFNy diizeylerinin dlgiilmesi igin kitte belirtilen

uygulama sirasiyla asagidaki gibidir:

1- Standart ve 6rnek kuyucuklarina 100 pl distile su konulmustur.

2- Plazma 6rneklerinden 50 pl kuyucuklara pipetlenmistir.

3- Pipetlenmis plagin yiizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan sonra 3 saat
boyunca oda 1sisinda horizontal karistirict sisteminde inkiibasyona
brrakilmistir.

4- Plagim ylizeyindeki seffaf ortii kaldirilir. Kuyucuklar 400 pl yikama
soliisyonu ile 6 kez yikanmustir.

5- Biitiin kuyucuklaral00 pl TMB substrat sollisyonu pipetlenmistir.

6- Plak, karanlik ortamda oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

7- 100 pl stop soluiisyonu pipetlenip reaksiyon durdurulmustur.

ELISA Yontemi ile TGFP1 Diizeylerinin Olgiilmesi

TGF-B Tayini: Insan TGF-p kitinde (Bender MedSystems ) sandwich

ELISA metodu kullamilmustir. Insan TGF-B’ye ozgiil antikor ile kapli 96
kuyucuklu plaklar kullanilmistir.

TGF-B Icin Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Testte kullanilacak olan

standartlar kit ile birlikte kuyucuklara kaplanmis olarak bulunmaktadir.
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Tablo 9. TGF-B ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6
A Standart1(4000pg/ml) | Ornek 1 | Ornek 9 | Ormek | Ornek | Ornek
17 25 33
B Standart2 (2000 | Ornek 2 | Ornek Ornek Ornek | Ornek
10 18 26 34
pg/ml)
C Standart3 (1000 | Ornek 3 | Ornek Ornek Omek | Ornek
11 19 27 35
pg/ml)
D Standart4 (500 | Ornek 4 | Ornek Ornek Omnek | Ornek
12 20 28 36
pg/ml)
E Standart5 (250 | Ornek 5 | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
13 21 29 37
pg/ml)
F Standart6 (125 | Ornek 6 | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek
14 22 30 38
pg/ml)
G Standart7 Omek 7 | Omek | Ornek2 | Ornek | Ornek
15 3 31 39
(63 pg/ml)
H BOS Ornek 8 | Ornek16 | Omek | Omek | Ornek
24 32 40

-20°C> de saklanan plazma Ornekleri oda 1sisinda ¢Oziinmiistiir.
Coziindiikten sonra her bir plazma ornegi 1:10 oraninda standart diluent
tamponuyla dilue edildi (180ul diliient+20ul 6rnek). 20ul 1IN HCL 200l diliie
edilmis olan ornekle karistirilip oda 1sisinda 1 saat inkiibe edilmistir. 20ul 1N
NaOH eklenerek notralize edilmis ve ELISA calisma asamalarina hazir hale

getirilmistir.
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Konjugat disinda tiim ELISA kitinde bulunan standart dilusyon tamponu,
standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve plazma ornekleri, ¢alismaya baglamadan

en az 1 saat 6nce dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri i¢in beklenmistir.

TGF-B Icin Standart ve Orneklerin ELISA Kuyucuklarina Konulmasi:

1- Standart ve 6rnek kuyucuklarma 110l distile su konulmustur.

2- Plazma 6rneklerinden 40 ul kuyucuklara pipetlenmistir.

3- Pipetlenmis plagin yiizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan sonra 3 saat

boyunca oda 1sisinda horizontal karistirict sisteminde inkiibasyona

brrakilmistir.

4- Plagin ylizeyindeki seffaf ortii kaldirilir. Kuyucuklar 400ul yikama
soliisyonu ile 6 kez yikanmustir.

5- Biitlin kuyucuklaral00 pul TMB substrat soliisyonu pipetlenmistir.

6- Plak, karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

7- 100 pl stop soliisyonu pipetlenip reaksiyon durdurulmustur.

ELISA Yéntemi ile IL-17 Diizeylerinin Ol¢iilmesi

IL-17 Tayini: insan IL-17 kitinde (eBioscience, Avusturya) sandwich

ELISA metodu kullanilmustir. Insan IL-17°e 6zgiil antikor ile kaplanmis 96

kuyucuklu plaklar kullanilmstir.
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IL-17 icin  Standart ve Orneklerin Hazirlanmasi: Standartlarin seri

dilusyonlar1 mikrosantrifuj tiiplerinde hazirlanmistir. 7 adet mikrosantrifiij tiipti
igerisine 225’er ul sample diliient pipetlenmistir. 1. tiipe 225 ul standart konulup,
tyice karistirilmistir. 1. Tiipten 225 ul alinip, 2. Tiipe konulmus, 2.tiipten 225 ul
alinip 3. Tiipe aktarilmis ve son tiipe kadar seri dilusyonlar yapilmistir.7:tiipe de

225 pl konulup karistirilmis ve i¢inden 225 pl alinip atilmistir.

225 pl atilir.

||
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Sekil 2. Standart seri dilusyonlarin hazirlanmasi

(225 pul sample diluent tiiplere eklenmistir. 225ul transfer edilir.)

-20°C’ de saklanan plazma drnekleri oda 1sisinda ¢oziinmiistiir
Konjugat disinda tiim ELISA kitinde bulunan standart dilusyon tamponu,
standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve plazma ornekleri, ¢alismaya baglamadan

en az 1 saat once dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri i¢in beklenmistir.
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Tablo 10. IL-17 ELISA standart konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6

A Standart1 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
(100.0pg/ml) 1 9 17 25 33

B Standart2 (50.0 | Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
pg/ml) 2 10 18 26 34

C Standart3 (25.0 | Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
pg/ml) 3 11 19 27 35

D Standart4 (125 | Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
pg/ml) 4 12 20 28 36

E Standart5 (6.3 Ornek Ornek Ornek Omek | Ornek
pg/ml) 5 13 21 29 37

F Standart6 (3.1 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
pg/ml) 6 14 22 30 38

G Standart7 Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
(1.6 pg/ml) 7 15 23 31 39

H BOS Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
8 16 24 32 40

IL-17 Icin Standart ve Orneklerin ELISA Kuvyucuklarina Konulmasi

1

Hazirlanmis olan standartlardan kuyucuklara 100ul pipetlenmistir

2- Hasta serumlarindan kuyucuklara 100 pl konulmustur.

3- Kuyucuklara 50 ul sample diluent eklenmistir.

4- Kuyucuklara 50 pl biotin konjugat pipetlenmistir.
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5- Pipetlenmis plagin yiizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan sonra 2 saat
boyunca oda 1sisinda horizontal karistirict sisteminde inkiibasyona
birakilmistir

6- Plagin yilizeyindeki seffaf ortii kaldirihip, kuyucuklar 4 kez yikama
sollisyonu ile yikanmaistir.

7- Kuyucuklara 100 pul Streptavidin-HRP eklenmistir.

8- Pipetlenmis plagin yilizeyi seffaf ortii ile kapatildiktan sonra 1 saat
boyunca oda 1sisinda horizontal karistirict sisteminde inkiibasyona
brrakilmistir

9- Plagin ylizeyindeki seffaf ortii kaldirilip, kuyucuklar 4 kez yikama
soliisyonu ile yikanmistir

10- 100pu]1 TMB substrat solusyonu konulmustur.

11- Plak 10 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

12- Kuyucuklara 100 pl durdurma solusyonu eklenmistir.

Plaklarin Okunmasi

Biitin ELISA plaklarindaki optik yogunluk (OD) 450 nm’de
spektrofotometrede 450nm dalga boyu ve 630 nm referans filtrede ELISA

okuyucusunda (Das Plate Reader, Almanya)) degerlendirilmistir.
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3.3. Arastirilan Diger Parametrelerin Tespiti

Hastalarin tanilari, antifungal ilag, antiviral ilag, antibiyotik ve

immiinsupresan ila¢ kullanimlari, nétropeni varlig ile ilgili bilgiler hastalarin

dosyalarinin taranmasiyla elde edilmistir.

3.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 15.0 (spss Inc., USA) bilgisayar programi

kullanilarak yapildi. Kolmogirov-Simirnov testine gore verilerin normal dagilima

uymadig1 saptanmis, bu yiizden non-parametrik testler kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Deney gruplari

1- Grup | (Deney grubu): Candida PZR pozitif, nétropenik hasta grubu

(20 hasta)

2- Grup Il (Kontrol grubu): Candida PZR negatif, nétropenik hasta grubu

(10 hasta)

3- Grup III: Saglikli kontrol grubu (10 goniillii kisi)

4.1. Hastalarin Baz1 Tammlayic1 Ozellikleri

Deney grubundaki hastalarin yas ortalamasi 38+ olup, 14 erkek, 6

kadindan olusmaktadir. Kontrol grubundaki hastalarin yas ortalamasi 35+ olup,

9’u erkek, 1’1 kadindir. Saglikli kontrol grubundaki kisilerin yas ortalamasi 32+

olup, 8’1 erkek, 2’si kadindir. Gruplarin yas ortalamalar1 Mann Whitney-U testi

(p= 0.45) ile gruplarin cinsiyet dagilimi Fisher’in Kesin Ki-kare Testi (p=0.67) ile

karsilastirilmistir.

Tablo 11. Gruplarin Yas Ortalamalar1 ve Ortancalari

Ortalama£SD Ortanca (min-max)
Grup 1 38+12 35 (22-72)
Grup 2 35+12 30 (24-62)
Grup 3 32+11 29 (23-61)

*p=0.45

69




Tablo 12. Gruplarin Cinsiyet Dagilimi

Erkek Kadin
Cinsiyet n % n %
Grup 1 14 70.0 6 30.0 r="*
Grup 2 9 90.0 1 10.0 p=0.67
Grup 3 8 80.0 2 20.0

Deney grubundaki ve kontrol grubundaki hastalarin sitokin diizeylerini

etkilemesi olas1 olan hastalara ait baz1 Ozellikler dosyalar1 taranarak
belirlenmistir. Deney ve kontrol grubu nétropenisi olan hastalardan olusturulmus
olup, beyaz kiire sayis1t <1500/ml veya nétrofil sayist <500/ml ndtropeni olarak
kabul edilmigtir. Hastalarin tanilari, immiinsupresan ilag, antifungal ilag, antiviral

ilag ve antibiyotik kullanimlar1 Candida PZR ¢alisilma tarihlerine uygun olarak

arastirilmistir.  Gruplarin = bazi  tanimlayici  Ozellikleri  Tablo  13°de
gosterilmektedir.
Tablo 13. Gruplarin Baz1 Tanimlayic1 Ozellikleri
Grup 1 Grup 2
n % n % P
Antifungal
Kullantyor 9 45.0 5 50.0 1.0
Kullanmiyor 11 55.0 5 50.0
Antiviral
Kullantyor 10 50.0 6 60.0 0.71
Kullanmiyor 10 50.0 40.0
Antibiyotik
Kullantyor 10 50.0 8 80.0 0.23
Kullanmiyor 10 50.0 2 20.0
Tani
Losemi 12 60.0 50.0
Lenfoma 6 30.0 1 10.0 0.12
Diger 2 10.0 40.0
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Deney grubu, kontrol grubu, saglikli kontrol grubunun sitokin diizeylerinin
ortalama degerleri alinmistir. Bu ii¢ grubun sitokin diizeyleri karsilastirildiginda
IL-10, TNF-a ,TGF-B ve IL-6 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (Tablo 14,15,16, 17). Ug grup arasinda sitokin degerleri bakimindan
saptanan fark deney grubundan kaynaklanmaktadir. Deney grubunun degerleri
daha yiiksektir. Calismada diizeyleri belirlenen diger sitokinler olan, I1L-2, IL-17
ve IFN-y i¢in deney grubu, kontrol grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Kruskall-Wallis testi, p>0.005)
(Tablo 18,19,20).

Tablo 14. Gruplar arasinda IL-10 serum diizeylerinin karsilastiriimasi

IL-10 Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 18.39+12.94 17.76 (3.24-56.09)
*n=
Grup 2 0.530.24 0.49 (0.14-0.95) p=0.001
Grup 3 7.51+12.9 1.56 (0.23-39.85)
Tablo 15. Gruplar arasinda TNF-a serum diizeylerinin karsilastiriimasi
TNF-a Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 16.45+6.91 18.39 (4.92-33.94)
*N—
Grup 2 2.5743.85 2.91 (-6.93-6.36) p=0.001
Grup 3 6.91+6.28 5.70 (0.04-18.53)
Tablo 16. Gruplar arasinda TGF-f§ serum diizeylerinin karsilagtirilmasi
TGF-p Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 211.81+131.74 130.97 (75.65-433.87)
*n=
Grup 2 58.05+11.87 57.52 (44.13-80.02) p=0.001
Grup 3 120.67+128.58 65.07 (50.64-471.38)
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Tablol7. Gruplar arasinda IL-6 serum diizeylerinin karsilastirilmasi

IL-6 Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 89.78+155.48 49.81 (8.44-715.53)
Grup 2 0.44+0.24 0.47(0.03-0.80) *p=0.002
Grup 3 7.61£5.35 5.30 (1.62-18.66)

211,81

Grup 3
M Kontrol

B Deney

0 50 100 150 200 250

Grafik 1. TGFp, TNF-a, IL-10, IL-6 sitokin diizeylerinin gruplara gére dagilimi

Tablo 18. Gruplar arasinda IL-2, serum diizeylerinin karsilastiriimasi

IL-2 Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 372.38+215.05 350.15 (96.03-686.60)
*p=0.013
Grup 2 160.44+54.78 179.77 (42.66-215.92)
Grup 3 153.75+£66.72 144.90 (44.99-261.70)

72



Tablo 19. Gruplar arasinda IL-17 serum diizeylerinin karsilastiriimasi

IL-17 Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 -0.65+0.39 -0.73 (-1.22/-0.04)
*n=
Grup 2 -1.02+0.08 -1.03 (-1.16/-0.88) p=0016
Grup 3 -0.3542.25 -1.05 (-1.18/6.06)
Tablo 20. Gruplar arasinda IFN-y serum diizeylerinin karsilastirilmasi
IFN-y Ortalama+SD Ortanca (min-max)
Grup 1 2.77+2.49 1.87 (0.69-10.10)
*nN=
Grup 2 2.06+2.06 1.26 (0.07-5.37) p=0.30
Grup 3 3.33+£2.05 3.59 (0.44-6.48)
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Grafik 2. IL-2, IFN-y, IL-17 diizeylerinin gruplara gére dagilimi
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Deney grubundaki ve kontrol grubundaki hastalarin aldiklar1 tanilar
l6semi, lenfoma ve digerleri olarak gruplandirilmistir. Diger tanilar multiple
miyelom, aplastik anemi, miyelodisplastik sendrom, paroksismal nokturnal
hemoglobiniiriyi i¢ermektedir. Hastalarin almis olduklar1 tanilar ile olgiilen
sitokin degerleri arasinda istatistiksel acidan anlamli bir iligki bulunmamstir
(p>0.005).

Deney grubundaki 20 hastadan 9’u, kontrol grubundaki 10 hastadan 5’1
Candida PCR calisildig1 tarihde antifungal tedavi almiglardir. Antifungal olarak
flukonazol, vorikonazol, itrakonazol ve posakonazol preperatlar1 kullanilmistir.
Her iki grup, antifungal kullanimlar ile sitokin ifadelenmesi yOoniinden analiz
edildiginde antifungal kullanimi ve sitokin diizeyleri arasinda iliski
saptanmamistir (p>0.005).

Deney grubundaki 20 hastadan 10’u, kontrol grubundaki 10 hastadan 6’s1
Candida PZR g¢alisildig1 tarihde antiviral tedavi almiglardir. Antiviral olarak
asiklovir ve lamivudin kullanilmistir. Gruplar arasinda antiviral kullanimi ve
sitokin salinimi1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.005).

Deney grubundaki 20 hastadan 10’u, kontrol grubundaki 10 hastadan 8’i
de Candida PZR calisildig tarihde antibiyotik tedavisi almaktaydi. Antibiyotik
olarak etken maddeleri linezolid, trimetoprim-siilfometaksazol, levofloksasin,
izonikotinik asid hidrazid, imipenem olan preperatlar kullanilmistir. Her iki grup
antibiyotik kullanim1 ile sitokin diizeyleri ac¢isindan karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin olmadig1 goriilmiistiir (p>0.005).
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5. TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarinin tanis1 ve patogenezi son yillarin Onemli
aragtirma konularindan biridir. Patogenezin tam olarak anlagilmasi sayesinde
elimizde mevcut olan kisitl sayidaki antifungal ilacin ¢cok daha etkin bir sekilde
kullanilmas1 beklenmektedir. Ayrica enfeksiyon sirasinda konak tarafindan
gelistirilen bagisik cevabin incelenmesi yeni tedavi segceneklerinin bulunmasina
da yardim edecektir. Konak tarafindan salgilanan sitokinler bagisik yanitin
diizenlenmesinde temel faktorlerdir. Bu ¢alismada kandidemili hasta grubunda
bazi sitokinlerin diizeyleri incelenmistir. Kandidemili hasta grubunda TNF-a, IL-
6, IL-10, TGF-B sitokinlerinin kontrol gruplarina gore yiiksek diizeyde
salgilandigr 1L-17, IL-2 ve IFN-y sitokin diizeylerinde ise hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda fark olmadig1 goriilmiistiir.

Fungal infeksiyonlara kargi savunmada kullanilan dogal, hiicresel/humoral
bagisiklik mekanizmalarinin sekillenmesi, mantarin bir takim 6zelliklerinin yani
sira konagin ozellikleri ve infeksiyonun olustugu anatomik bolge ile ilgilidir.
Mantarlara karsi bagisik yanitta, konagmn bagisiklik sistemi ile mantarin
gelistirdigi birtakim bagisiklik sisteminden kagis mekanizmalar1 arasinda bir
miicadele s6z konusudur (4).

Candida’lara karsi gelisen bagisik yanitin biitiin ayritilart tam olarak
aciklanmamig olmakla birlikte, dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin birlikte
bu savunmada rol aldig1 bilinmektedir. Mantar infeksiyonlarinda konagin bagisik

durumu 6nemli bir rol oynar (49).
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Yaptigimiz calismada, Candida infeksiyonu sirasinda goriilen sitokin
profillerindeki degisikliklerin belirlenmesi amaciyla, Thl yanitinin gostergesi
olarak TNF-a, IFN-y, IL-2, Th2 yanitinin gostergesi olarak 1L-10, TGF-p, IL-6,
Th17 yanitinin gostergesi olarak da IL-17 sitokinin ifadelenmesi incelenmistir,
Elde edilen veriler saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

Daha once yapilan calismalarin ¢ogunda, hayvan deney modellerinde
C.albicans infeksiyonunda serumda sitokin diizeyleri veya yiizeyel Candida
infeksiyonlu bireylerdeki sitokin diizey degisikleri arastirilmustir..

Steinshamn ve arkadaslarinin yaptiklart bir calismada normal ve
graniilositopenik farelerde olusturulan C.albicans infeksiyonunda proinflamatuvar
sitokin olan TNF-a ve benzer c¢alismalarda proinflamatuvar bazilarinda
antiinflamatuvar sitokin olarak tanimlanan IL-6 diizeyleri arastirilmistir.
Steinshamn'in ¢aligmasinda, graniilositopenik farelerin serumlarinda TNF-a ve IL-
6 diizeylerinin normal farelere gore daha yiliksek oldugu bulunmustur.
Arastirmacilar ¢aligmalarinda, TNF-o varliginin infekte grupta artis gosterdigini
belirlemis olsalar da, TNF-o varliginin farelerdeki yasam siirelerini etkilemedigini
bildirmislerdir. IL-6 diizeyinin ise C. albicans infeksiyonlarinda arttigini, fakat
mekanizmasinin net olarak bilinmedigi belirtilmistir (50).

Yapilan bir ¢alismada, C. albicans ile infekte farelerin serumlarinda TNF-
a miktarlarmin giderek artis gosterdigi, infekte olmayan farelerde ise higbir artigin
goriilmedigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda TNF-a'nin varligimin organlardaki
fungal yiikii azaltarak konak savunmasinda olumlu katkilar1 oldugu bildirilmistir.

Ayni aragtirmacilar, TNF-a'nin, periferik kandaki 16kosit sayisini ve infekte
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dokulardaki inflamatuvar cevabi etkilemedigini bulmuslardir. Ayni ¢alisma
sirasinda yapilan bir in vitro deneyde, TNF-a'nin direkt antikandidal etkisinin
olmadigi gosterilmistir (51).

Kalkanci'nin yaptig1 tez ¢alismasinda da deney hayvanlarinda degisik
Candida tiirlerinin TNF-a diizeylerinde belirgin bir artisa neden oldugu
belirlenmistir (52).

Caglar ve arkadaslarinin yapmis olduklart bir ¢alismada farelerde deneysel
aspergilloz modeli olusturulmus ve altinct giinde TNF-a mRNA ifadelenmesi
gosterilmistir. TNF-a’nin diizeylerinin kontrollere gore yiiksek bulunmasi ile bu
sitokinin hem erken hem de ge¢ donemde salgilandig1 sonucuna varmislardir (53).

Calismamizda TNF-a ve IL-6 ifadelenmesinin Candida PZR pozitif olan
bagisik sistemi baskilanmig hasta grubunda Candida PZR negatif bagisikligt
baskilanmig kontrol grubuna ve saglikli kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml arttigi goriilmiistiir. Bu sonug¢ yukarida belirtilen birgok ¢alismanin
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro
calismalarda C. albicansin TNF-a salmimini uyardig gosterilmistir. Ancak TNF-
a saliniminin artmasi her zaman olumlu bir katki anlamima gelmedigi gibi in vivo
sartlarda bagka faktorlerin de devreye girdigi diisliniilmektedir. IL-6’nin TNF-a
yapimini arttirdigl da pek ¢ok calisma ile gosterilmis fakat artis mekanizmasina
herhangi bir agiklama getirilememistir.

IL-10 bakteriyal ve fungal infeksiyonlarda asiri inflamasyonu 6nlemede ve
antimikrobiyal savunmanin olusumunda Onemli olan antiinflamatuvar bir

sitokindir (54).
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Roilides ve ark. mononiikleer hiicreler ile Candida hiicrelerini in vitro
olarak birlestirdiklerinde, mayaya karst mononiikleer hiicreler tarafindan
olusturulan antifungal etkinin IL-10 ile baskilandigin1 gostermistir. Boylece
viicuda giren antijenlere kars1 gelistirilen antiinflamatuvar yanitin diizenlendigini
bildirmislerdir (55).

Schaller ve arkadaslarinin farelerde yaptiklar1 deneylerde, infekte olmayan
hayvanlarda oral mukozada diisiik seviyelerde IFN-y, TNF-o, IL-6 ve IL-10
diizeyi bulmuslarken; kandidozulu PMN eksikligi olan hayvanlarda IFN-y, TNF-a,
IL-6 seviyelerinde artis, IL-10 seviyesinde degisiklik olmadigini belirlemislerdir.
Ayrica PMN ilavesi ile birlikte artan IFN-y, TNF-a , azalan IL-10 seviyeleri
belirlemiglerdir (56).

Gasparoto ve arkadaglarinin yaptiklari bir hayvan deneyi caligmasinda
fareleri intraperitoneal olarak C.albicans ile infekte etmisler ve infeksiyondan
sonraki ilk 6 saat igerisinde IL-10 diizeyinin diisiik seyrettigini sonraki 24 saat
icinde IL-10 seviyesinin yiikseldigini bulmuslardir. Bu sonucu da eksudadaki
makrofaj ve notrofil miktarinin  zaman igerisinde artip IL-10 seviyesini
yiikseltmesine baglamiglardir (57).

Netea ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢calismada TLR2 (Toll-like reseptor)
defektli C.albicans ile infekte farelerde proinflamatuar sitokinlerin diizeyleri
normal bulunmugken, IL-10 saliniminin defektli farelerde tamamen bozuk oldugu
saptanmistir. Sonug olarak C.albicans’in TLR2 derivesi sinyaller araciligi ile IL-

10 seviyelerini arttirdig1 ve immiinsiipresyon meydana getirdigini bildirmislerdir

(58).
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IFN-y makrofaj aktive edici Ozelligi iyi bilinen bir sitokindir (54).
Calismamizda ise hasta ve kontrol gruplar1 arasinda IFN-y ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamuistir.

Kaposzta ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, IFN-y'nin invaziv
kandidozda hayatta kalma sansini artirdigi belirlenmistir. Ayrica bagisiklik
sistemi defekti bulunan ve bulunmayan iki farkli fare grubunda, cesitli doku ve
organlardaki IFN-y'nin yoklugu ile olusan yetersiz lokal bagisik yanitin,
kandidozla daha da artabilecegi gosterilmistir (59).

Marodi ve arkadaglarinin yaptig in vitro bir ¢aligmada monositlerden elde
edilen makrofajlarin kandidasidal aktivitesinde IFN-y'min rolii arastirilmistir.
Calismada opsonize ve opsonize olmamis C. albicans kullanilmis ve IFN-y'nin
monosit/makrofajlarin kandidasidal aktivitesini artirip artirmadigini incelenmistir;
sonugta, IFN-y'nin bu hiicrelerin kandidasidal aktivitesini opsonize veya opsonize
olmamis durumda artirdigini gosterilmisdir. Zamanla hiicre kiiltiirinde hem
fagosite edilen Candida sayisinin arttigi, hem de salinan sitokinin diizeylerinde
artig goriildiigii belirlenmistir (60).

Steele ve arkadaglar1 yapmis olduklari bir ¢alismada insan oral ve vajinal
epitelyum hiicrelerinin Candida albicans ile karsilastiktan sonraki sitokin
profillerini incelemislerdir. Bu ¢aligmada IFN-y, TGF-$, IL-10, IL-12 degerlerinde
herhangi bir artig saptanmamus olup, oral yada vajinal epitelyum hiicrelerinden en
az biri 24. veya 96. saatlerde TNF-q, IL-1a, IL-6, MCP-1 ve IL-8 gibi sitokinlerin
diizeyinin arttigini tespit etmislerdir. Arastiricilara IFN-y , TGF-, IL-10, IL-12

diizeylerinde herhangi bir artis olmamasi mukozal, C. albicans infeksiyonlari
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esnasinda bu sitokinlerin epitelyal hiicre disindaki bir takim hiicrelerden
salgilaniyor olabilecegini diistindiirtmdistiir (61).

Bizim calismamizda da hasta grubunda kontrol gruplarma gore IL-10
diizeyleri artmis olarak bulunmustur. IL-10 aslinda bir sitokin sentez
inhibitoriidiir, ge¢ donemde salgilanir. IL-10, IL-2 ve IFN-y’nin yapimini
baskilar. Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda da hasta grubunda IL-10 seviyeleri
yiikksek bulunmusken, IL-2 ve IFN-y diizeylerinde hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu durum
muhtemelen IL-10’un IL-2 ve IFN-y diizeylerini baskilamasi sonucu olabilir. Bu
da Candida PZR pozitif hasta grubunun 6rnekleri ile kontrol gruplari arasinda
anlamli degisiklik olmamasini agiklamaktadir. Ayrica; IL-10 Th2 yanitin1 temsil
eden sitokinlerden biridir ve Thl sitokinlerine oranla daha ge¢ zamanda
salgilanir. Bu nedenle ¢alismamizda IL-10 seviyesinin yliksek, IFN-y ve IL-2
seviyelerinin diisiik bulunmasinin bir diger nedeni kandidemisi olan hastalardan
enfeksiyonun ge¢ donemlerinde kan alinip ¢alismanin bu serumlar iizerinden
yiiriitiilmiis olmasi olabilir.

TGF- immiin yanitlarda genel olarak inhibitdr gorev istlenir, T hiicre
aktivasyonunu inhibe eder.

Spaccapelo ve arkadaslar1 duyarli veya direncli C.albicans ile enfekte fare
modellerinde  yaptigt deneyde TGF-f’nin etkinligini  degerlendirmeye
caligmislardir. Calismalarinda, canli maya hiicreleri enjekte edilen farelerde TGF-
B’nin nekahat doneminde arttigini, iyilesemeyen fare grubunda azaldigini

gozlemlemislerdir (62).
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Letterio ve arkadaslar1 C.albicans’in dokuya invazyonu ile birlikte lenfosit
ve diger mononiikleer hiicrelerde farklilasma ve fonksiyonlarinda degisim
varligin1 gostermek amaciyla yaptiklart deneylerde, TGF-B’nin fagositler
iizerindeki etkinligi ve sistemik kandidiyazis patogenezindeki roliinii
arastirmislardir. Yaptiklari ¢alismanin sonucunda C.albicans ile enfeksiyona karsi
hepatosit ve enfekte mononukleer hiicrelerden TGF- salinarak hastaligin
ilerleyisi saglanmaya ¢alisilmaktadir (63).

Bizim ¢alismamizda da TGF-f seviyeleri hasta grubunda anlaml diizeyde
yiiksek bulunmustur. TGF-B’da aslinda anti-sitokin etkiye sahiptir. TGF-p’nin Th
hiicre farklilasmasina etkisi olduk¢a karmasiktir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalar
TGF-B’nin IL-12’nin indiikledigi Th1 gelisimini ve IFN-y yapimin1 engelledigini
gostermistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ise IL-4 ve TGF-B karigtminin Thl
ve Th2 uyarimmi konsantrasyona bagli olarak etkileyebilecegini savunmustur.
TGF-B, sistemik kandidiyaza karsi olusan konak savunmasinda 6nemli bir role
sahiptir, fagositik hiicreler tizerindeki baskilayici tavri ile etkili bir sekilde hiicre
aracili immiiniteyi de baskilamaktadir, bu durum galismamizda immiin sistemi
baskilanmis bireylerde TGF-f artisinin olmasini agiklayabilir.

IL-17 Candida infeksiyonlar1 esnasinda konak savunmasini uyaran
anahtar sitokinlerden biridir.

Conti ve ark. oral kandidoza kars1 mukozal konak savunmasinda, Th17
hiicrelerinin ve IL-17 reseptor sinyalinin gerekliligini arastirmiglardir. Th17
ailesinin nétrofil ve antimikrobiyal faktdrlerle oral kandidoza baskin cevabi

olusturanin biiyiik dlglide 1L-17 sitokini oldugunu sdylemislerdir (64).
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Eyerich ve ark. Candida antijenine ve mitojenik uyaranlara karsi olusan T
hiicre sitokin saliniminmi analiz etmislerdir. Calismalarinda kronik mukokutan6z
kandidiyazis (chronic mucocutaneous candidiasis= CMC) hastalari, akut Candida
infeksiyonu geciren hastalar1 ve saglikli bireyleri karsilagtirmiglardir. CMC
hastalarinda C. albicans ya da mitojen ile uyarilan periferik kan mononiikleer
hiicreleri 1L-17 ve IL-22, mRNA ve 70 proteinini anlamli derecede diisiik
seviyelerde tiretmislerdir. Candida ile infekte immiinokomponent hastalardan
alinan PBMC” ler IL-17 ve IL-22’ yi daha fazla {iretmislerdir (65).

Zelante ve ark. farelerde yaptiklart ¢alismada, IL-23 ve IL-17 salinimi
sonrasinda C. albicans ve Aspergillus fumigatus infeksiyonlarina karsi olusan
direncin biiyiik bir sekilde artmis oldugunu gozlemlemislerdir. Bu da ilgili hedef
organda fungal biiylime azalmasi olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada sunulan
veriler fungal infeksiyonlarinda konak savunma mekanizmalari i¢in Thl7
hiicrelerini ve IL-23 i¢in daha Onceden tanimlanmayan roliinii gostermek
acisindan 6nemli bulunmustur. Bu sonuglarin, etkili bir immiin yaniti olusturmak
icin inflamasyonu sinirlamada ve mantar infeksiyonlarmin tedavisinde yeni
stratejiler gelistirilmesinde fikir verebilecegi diistiniilmiistiir (66).

Yaptigimiz calismada IL-17 seviyeleri i¢in hasta ve kontrol gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Aslinda bu sonu¢ immiin sistemi
baskilanmis olan hasta grubu disiiniildiiglinde sasirtict degildir. Bunun
sebeplerinden biri Candida’nin konak triptofan metabolizmasimin dengesini
bozarak, konak bagisiklik sistemi iizerinde immiinmodiilator etki gosterebilmesi,

diger bir sebep de iizerinde c¢alisilan hastalarin bagisiklik sistemlerinin
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baskilanmis olmasidir. Ciinkii bagisiklik sistemi saglam bireylerde hemen
fagositoz olmasi ve C.albicans’in intraselliiler olarak Oldiiriilebilmesi triptofan
metabolizmasindaki olas1 degisikligi ve dolayisiyla IL-17’deki inhibisyonu
engeller. Oysa bagisik sistemi baskilanmis bireyde C.albicans yasamaya devam
eder, triptofan yolagini indiikler ve IL-17’1 inhibe ederek konak savunmasini daha
da zayif hale getirir (67).

Calismamiz sonuglarma gore Candida infeksiyonun erken dénemlerinde
Thl tip yanitin olustugu ve immiinsupresyona ve nétropeniye bagli olarak bu
yanitin yavas yavas baskilanip, Th2 yanitinin etkin hale geldigi diisiiniilmektedir.
Ayrica Th2 yanmitinin Thl yanitim1 baskilayarak Candida infeksiyonuna karsi
korunmada negatif bir etki olusturabilecegi de akilda tutulmasi gereken
olasiliklardan biridir.

Farelerle yapilan birgok arastirmada etkin bir Thl cevabi i¢in ayni
zamanda Th2 sitokinlerinden bazilarimin da artmis olmasi gerektigi sonucu
¢ikartilmaktadir (63). Aslinda tiim bunlar birlikte disiiniildiginde naif T
hiicrelerinin farklilagmasinda multiple yolaklarin rol oynadigi, bu dengenin
ndtropenik konaklarda ¢ok hassas oldugu ve terazinin ibresinin her an yon
degistirebilecegi bilinmesi gereken bir gercektir.

Tiim bu caligmalarda belirtildigi gibi, infeksiyonlar sirasinda Thl yaniti ile
Th2 yanit1 arasinda karsilikli bir etkilesim mevcuttur. Thl yaniti infeksiyonun
erken donemleri ile artis gosterirken, Th2 yanitinin olugmasi ile birlikte Th1 yaniti

baskilanmaktadir.
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Calismamizda kandidemi tanis1 konulmasinda PZR yoOntemi esas
almmustir. Candida infeksiyonlarinin 6zgiin belirti ve bulgularinin olmamasi ve
klasik tan1 yontemlerinin yetersizligi nedeniyle tanida gilicliikler yasanmaktadir.
IFI insidansindaki artisa paralel olarak yeni gelistirilen antifungal ajanlara
ragmen tedavi basarisi halen % 50’ler civarinda seyretmektedir. Antifungal
tedaviye ne kadar erken baslanabilirse tedavi basaris1 o kadar yiiksek olmaktadir.
Bu noktada erken tan1 yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir (10).

Sistemik mantar infeksiyonlarinin tanis1 hala zor ve sorunludur. Bu
infeksiyonlarda goriilen klinik bulgular etkene 06zgii olmadigindan taniya
katkilar1 sinirlidir, histopatolojik ve radyolojik bulgular taniya iliskin 6nemli
ipuclar1  saglayabilmekte ancak kesin tan1 mikrobiyolojik yontemlerle
konulmaktadir. Fakat konvansiyonel yontemler yeterli duyarliliga ve hiza sahip
degildir. Kan 6rneklerinin kiiltlir sonuglar1 nadiren pozitif ¢iktig1 i¢in hastalarin
kanlarinda mantar saptamada yiiksek duyarlikli yontemler gerekli hale gelmistir.
Kiiltiir, kesin tanmi igin altin standart olmakla beraber zor ve zaman alicidir.
Kiiltlirtin en dnemli avantaji cins ve tiir diizeyinde tanimlama yapilabilmesi ve
olas1 direncin gosterilmesi i¢in antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasina
olanak saglamasidir (43).

Son yillarda galaktomannan antijen testi, beta-glukan testi ve polimeraz
zincir reaksiyonu yontemleri IFI erken tamisini saglama potansiyeline sahip
yontemler gibi goriinmektedir (10).

Candida antijenleri ya da bu antijenlere karsi gelistirilen antikorlarin

serolojik tespiti ile erken tani konulabilir. Mannan antijeni 6zgiill olmasina
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ragmen serum Omrii oldukc¢a kisadir ve antikorlara hizla baglandigi igin
serodiagnostik agidan iyi sonu¢ vermemektedir. Beta-glukan antijeni Candida
disinda da bir¢ok mantarin hiicre duvar yapisinda bulunmaktadir ve Candida’ya
0zgii bir test degildir.

PZR ile fungal DNA yapilarinin tespit edilmesi de bir diger tani
yontemidir. Bu konuda gelistirilen ve deneme siirecinde olan bircok PZR
yontemleri olmasina ragmen heniiz pratik kullanima giren standart bir PZR
protokolii yoktur. Pan-fungal primerler ya da Candida gibi belli bir mantar
tirline yonelik primerler araciligiyla hasta serum ya da BAL sivisinda fungal
infeksiyon arastirmasi yapilabilmektedir.

Mansuroglu ve ark. EO3 geninden sectikleri 125 baz ¢ifti iceren bir
diziyi hedef alan primerler olarak kullandiklar1 ¢aligmalarinda; kiiltiir ile PZR
yontemini karsilastirmislardir. Ornek olarak farelerden kan, bdbrek, karaciger,
akciger, dalak toplanmustir, test edilen toplam 50 6rnegin 50’sini kiiltiir ile 45’ini
de PZR yontemi ile pozitif bulunmustur. Fare karaciger, akciger, bobrek
orneklerinde kiiltiir ile PZR yontemi arasinda %100 uyum bulunmus, ancak kan
ve dalak orneklerinde kiiltiir ile iireme saptandigi halde PZR yontemi ile negatif
sonuclar alinmistir. Bu negatifligin kan ve dalakta fazla miktarda bulunan
hemoglobinin inhibitor etkisine bagli olabilecegini diistinmiislerdir (68).

Kan tarafindan 1993 yilinda, 32P-isaretli oligomer probun
hibridizasyonuyla saptanan Candida aktin geninin 158 bp’lik segmentini

cogaltan primerleri kullandiklari, klinik olarak 6nemli Candida tiirlerine spesifik
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PZR yontemini tanimlamislardir. Farelerin kanlar1 gesitli giinlerde toplanmis ve
kan kiiltiirii ile PZR %100 uyumlu bulunmustur (69).

Kalkanci ve ark. 2003 yilindaki ¢alismalarinda, notropenik hastalardan
aliman kan orneklerinde 5S rDNA bolgesinden segilen sentetik oligoniikleotit
primerleri (Pconl ve Pcon2) kullandiklar1 PZR yontemi ile Candida tiirlerine ait
DNA arastirmiglardir. Otuziki hastanin dordiinde (%12.5) Candida DNA’si
pozitif bulunmus ve PZR’1 pozitif olan bu dort hastanin BACTEC otomatize
sistemi ile yapilan kan kiiltiirlerinde sadece bir hastada pozitif sonug elde
edilmistir. Ayrica pozitif bulunan hasta Orneklerinden bir tanesinde Candida
DNA’sinin Amfoterisin B tedavisi baslanmasindan sonraki 10. giinde, tedaviye
flukonazol eklenmesinden sonraki besinci giinde negatiflestigi goriilmiistiir ve kan
kiiltiiriiniin bu dénemde yol gosterici olmadigi vurgulanmistir. Bu nedenle PCR
yonteminin  kandidemi tanist yaninda antifungal tedavinin takibinde de
kullanilabilecegini bildirmislerdir (70).

PZR erken tani ve antifungal tedaviye karar agisindan kullanisli ve
faydalidir. PZR yontemi az miktarda kana ihtiya¢ duymasi ve sonuglarin ¢abuk
elde edilmesinden dolay1 6zellikle yeni doganlarda faydali bir tan1 yontemi olarak
kullamlabilir (71). Molekiiler tan1 yontemleri dogrudan dokudan veya viicut sivisi
orneklerinden Candida infeksiyonunun hizli bir sekilde teshis edilmesi i¢in {imit
verici gorlinmektedir ancak yanlis pozitif sonuglar olusabilir ve standardize ticari
metodlar mevcut degildir (43).

Kandidalar firsatg1 patojenlerdir ve kandidemi hastalarinda ortak bulgu

immiin sistemdeki bir defektin mevcut olmasidir. Ozellikle T hiicrelerinin
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fonksiyon dis1 kalmasi kandida infeksiyonlar1 i¢in davet edici nitelikdedir.
Calismamizda da hasta grubunu ve 1. kontrol grubunu Candida infeksiyonlari
acisindan risk tagiyan immiin sistemi baskilanmis hastalardan olusturduk ve
caligmanin sonucunda Th2 yanitin1 gosteren I1-10, IL-6, TGF-B diizeylerinin, Thl
yanitint gosteren TNF-o’nin ifadelenmesinin de kontrol gruplarina kiyasla hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigin1 gézlemledik. Bu sonuglar
is1ginda kazanilmis bagisiklikta Th1/Th2 dengesinin Candida infeksiyonunun
iyilesmesi veya ilerlemesi agisindan kritik dneminin oldugu ve Th2 yanitinin bu
hasta grubunda baskin olmasinin enfeksiyonun yayginlagsmasi ve mortaliteyi
yiikseltmesi ile iligkisi olabilecegi diistiniilmiistiir.

Immiin suprese hastalarda goriilen Candida infeksiyonundaki sitokin
profilinin tam olarak belirlenebilmesi, bu infeksiyonlardan korunmada ve

tedavisinde yeni se¢eneklerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

1.

Candida PZR pozitif immiin siiprese hasta grubunda ELISA yontemi
ile TNF-a sitokin diizeyi kontrol gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.

Candida PZR pozitif immiin siiprese hasta grubunda ELISA yontemi
ile IL-10 sitokin diizeyi kontrol gruplarina gére anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.

Candida PZR pozitif immiin siiprese hasta grubunda ELISA yontemi
ile IL-6 sitokin diizeyi kontrol gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.

Candida PZR pozitif immiin siiprese hasta grubunda ELISA yontemi
ile TGF-B sitokin diizeyi kontrol gruplarina goére anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.

Candida PZR pozitif immiin siiprese hasta grubu ve kontrol gruplari
arasinda IL-17, IL-2 ve IFN-y sitokin ekspresyonlar1 agisindan
anlaml bir fark bulunmamastir.

Hasta grubu ve 1.kontrol grubunda hastalarin kullanmis olduklari
antifungal ilaglar sitokin profillerinde anlamli bir degisiklik
yaratmamistir (p>0.005).

Hasta grubu ve 1.kontrol grubunda hastalarin kullanmis olduklar
antiviral ilaglar sitokin profillerinde anlamli bir degisiklik

yaratmamuistir (p>0.005).
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8.

10.

11.

Hasta grubu ve 1.kontrol grubunda hastalarin kullanmis olduklar
antibiyotikler sitokin profillerinde anlamli bir degisiklik yaratmamistir
(p>0.005).

Hasta grubu ve 1.kontrol grubundaki hastalarin sitokin degisiklikleri
tanilar1 agisindan analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ bulunmamustir (p>0.005).

Calismaya alinan hastalarda kadin-erkek orani acgisindan sitokin
ekspresyonunda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.005).

Calismaya dahil edilen hastalarda yas dagilimi agisindan sitokin

diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.005).
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8. OZET

Genis spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin kullanimi, organ
nakillerinin daha sik yapilmasi gibi nedenler, bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarin ve bu tir hastalarda kandidoz varliginin her gecen gilin artis
gostermesine neden olmaktadir.

Candida infeksiyonuna karsi olusan bagisiklikta bir¢ok faktor rol
oynamaktadir. Sitokinler de bunlardan biridir. Calismamizda, kandidoz sirasinda
olusan immiinolojik faktorlerden olan sitokin profillerinde olusan degisikliklerin
belirlenmesi amaclanmistir. Calismamizda, kandidoz tanisi PZR ile konulmus
bagisiklik sistemi baskilanmis 20 hasta, bagisiklik sistemi baskilanmis kandidozu
olmayan 10 kontrol hastasi ve 10 saglkli goniilliiden olusan kontrol grubu
olusturulmustur. Bu ¢alisma gruplarinda TNF-a, 1L-2, TGF-B,IFN-y, IL-10, IL-6
ve IL-17 sitokinleri ELISA ydntemiyle degerlendirilmistir.

Hasta grubunda TNF-a, TGF-B, IL-10 ve IL-6 seviyeleri kontrol
gruplarina gére anlamli derecede yiiksek bulunmustur. IL-2 , IFN-y, IL-17 sitokin
diizeylerinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

Calismamizin ~ sonuglarma goére Candida infeksiyonunun erken
donemlerinde Thl tip yanitinin olustugu ve immiinsupresyona bagli olarak bu
yanitin zamanla azalip, Th2 yanitinin etkin hale geldigi diisiiniilmektedir.

Buna gore, kandidoz sirasinda immiin hiicrelerle iliskide, sitokinlerin
onemli rol oynadigi belirlenmistir. Etken olan sitokin profillerinin tam olarak
belirlenmesi, Candida infeksiyonlarindan korunmada ve tedavide yeni

seceneklerin gelistirilmesine olanak saglayacagi diistiniilmiistiir.
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8. SUMMARY

The incidence of candidemia is growing with the increasing complexity of
surgical procedurs, the existance of patient populations at higher risk of infection,
and the changes in patient demographic characteristics, such as organ

transplantation.

Immun responses to defined antigens of Candida exist different cellular
factors including cytokins. We investigated whether there is an association
between cytokine profiles during candidiosis. We performed a case-control study
involving 20 neutropenic patients with a Candida bloodstream infection and, 10
neutropenic patients without Candida infection, and 10 healthy controls. TNF-a,

IL-2, TGF-B, IFN-y, IL-10, IL-6, IL-17 were accessed by ELISA technique.

We observed that the TNF-a, TGF-B, IL-10 and IL-6 levels were found to
be higher in patients with Candida bloodstream infection than in controls. On the
other hand, there was no statistically significant difference between patients and

controls in terms of IL-2, IFN-y, IL-17 levels.

Immunotherapy animed at enhancement of host defence mechanisms may
prove extremely useful. The design of trials of immunotherapy against fungal
pathogens requires profound knowledge of the host defense mechanisms involved

in invasive fungal infections.
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