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C. parapsilosis: Candida parapsilosis 
C. glabrata : Candida glabrata 
C. krusei : Candida krusei 
S. pyogenes : Streptococcus pyogenes 
VK : Vajinal kandidiyazis 
BV : Bakteriyel vajinoz 
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LGV : Lenfogranuloma venereum 
CYBE : Cinsel yolla bulaşan enfeksiyon 
HIV : İnsan immun yetmezlik sendromu 
NADH : Nikotinamid adenin hidroksi dinükleotid 
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Kondroitin sülfat (KS), hücre yüzeyinin ve hücrelerarası matriksin önemli bir bileşenidir. 
N-asetilgalaktozamin ve glukuronik asitin tekrarlayan disakkarit ünitelerinden oluşan bir 
glikozaminoglikandır (GAG)’dır. Tıp, veterinerlik, eczacılık ve kozmetik gibi alanlarda 
yaygın kullanıma sahiptir. Tezimizde, biyoteknolojik yöntemler kullanılarak rekombinant 
E. coli (C2987) suşundan ürettiğimiz Mikrobiyal KS’nin, mantar enfeksiyonlarının 
tedavisinde antifungal ajan olarak kullanılabilirliği araştırılmıştır. Bu amaçla,yaygın 
enfeksiyon türlerinden, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida 
parapsilosis ve Candida krusei çalışılmış, her tür için Minimum İnhibitör Konsantrasyon 
(MİK)  değerleri belirlenmiştir. Sonuç olarak, Mikrobiyal KS’nin çoğu mantar türü 
üzerinde belirgin antifungal etkinliği olduğu kanıtlanmıştır. 

Vajinal flora, ∼%75'ini Lactobacillus, ∼%25'ini de diğer mikroorganizmaların oluşturduğu 
250’den fazla mikroorganizmanın bulunduğu karmaşık bir mikrobiotadır. Buradaki doğal 
ortamın çeşitli nedenlerle bozulması vajinal dokudaki GAG’ların da yapısını bozarak 
enfeksiyon etkeni patojenlere karşı savunmasız hale getirmektedir. Mikrobiyal KS 
biyouyumlu, toksik olmayan ve antialerjik özellikleri nedeni ile ve polianyonik bir polimer 
olarak önemli bir antifungal ajan potansiyeli taşımaktadır. Çalışmamızın sonucunda 
antifungal aktivitesi belirlenen Mikrobiyal KS hem vajinal bağ dokudaki GAG yapısını 
destekleyecek hem de burada oluşabilecek muhtemel Candidal enfeksiyonlarının önüne 
geçebilecektir. 
Uyguladığımız antifungal testlerin sonuçları, Mikrobiyal KS’nin inhibitor etkisinin C. 
albicans ve C. parapsilosis ve C. krusei’ye karşı daha kuvvetli olduğunu göstermiştir. 
Bunu C. tropicalis takip etmektedir. Sonuç olarak, ürettiğimiz Mikrobiyal KS vajinal bağ 
dokudaki GAG yapısını destekleyecek ve oluşabilecek Candidal enfeksiyonların önüne 
geçebilecek potansiyeli taşımaktadır.  
Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal Kondroitin Sülfat, Antifungal aktivite, Vajinal 
kandidiyazis, Candida spp. 
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Chondroitin sulfate (CS) is an essential component of the cell surface and extracellular 
matrix. It is a glycosaminoglycan (GAG) composed of repeating disaccharide units of N-
acetylgalactosamine and glucuronic acid. It is widely used in medicine, veterinary 
medicine, pharmacy, and cosmetics. In this thesis, the usability of Microbial CS, which we 
produced from recombinant E. coli (C2987) strain using biotechnological methods, was 
investigated as an antifungal agent in treating fungal infections. For this purpose, Candida 
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, and Candida krusei 
were studied, and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values were determined for 
each species. In conclusion, Microbial CS has shown significant antifungal activity against 
most yeast strains. 

Vaginal flora is a complex microbiota of more than 250 microorganisms, of which ∼75% 
is Lactobacillus, and ∼25% is other microorganisms. The deterioration of the natural 
environment here for various reasons also disrupts the structure of GAGs in the vaginal 
tissue, making it vulnerable to infectious pathogens. Microbial CS has the potential to be 
an important antifungal agent due to its biocompatible, nontoxic, and antiallergic 
properties and as a polyanionic polymer. Microbial CS, whose antifungal activity was 
determined as a result of our study, will both support the GAG structure in the vaginal 
connective tissue and prevent possible Candidal infections that may occur here. 
The results of the antifungal tests we performed showed that the inhibitory effect of 
Microbial CS was more substantial against C. albicans, C. parapsilosis and C. krusei, 
followed by C. tropicalis. As a result, Microbial CS we produce can support the GAG 
structure in the vaginal connective tissue and prevent Candidal infections. 
Keywords: Microbial Chondroitin Sulfate, Antifungal activity, Vaginal candidiasis, 
Candida spp. 
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1. GİRİŞ 

1.1 Mikrobiyal Kondroitin Sülfat 

Kondroitin Sülfat (KS), 𝛽𝛽- (1 → 3) glikozidik bağlar ile bağlanmış N-asetil-galaktozaminin 

(GalNAc) ve glukuronik asitin (GlcA) tekrarlayan disakkarit birimlerinden oluşan farklı 

sülfat desenleri gösterebilen polimerik bir karbonhidrattır. KS, antienflamatuar, 

antikoagülan, antitrombotik, antioksidan etkiye sahip, kemik ve kıkırdak oluşumunu 

destekleyen, kemik iyileşmesini artıran, tümör büyümesini ve metastazı engelleyen, kan 

lipidlerini düzenleyen, santral sinir sisteminin onarımını ve rejenerasyonunu sağlayan 

ekstrasellüler matriksin önemli bir bileşenidir (Erin ve diğ, 2018; Bobula ve diğ, 2018; 

Bougatef ve diğ, 2018; Yu ve diğ, 2017). KS’nin çeşitli biyomedikal alanlardaki bu hayati 

rolü ve yaygın kullanımı, tüm dünyada KS’nin üretimini cazip bir araştırma konusu haline 

getirmiştir. Çeşitli Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ve mantarların, patogenezi 

devam ettirmek amaçlı konakçı Glikozaminoglikan (GAG) yapısını taklit ederek 

oluşturduğu kapsüler polisakkaritin üretilmesiyle Mikrobiyal KS elde edilmektedir 

(Schiraldi ve diğ, 2010). Dolayısıyla, mikroorganizmanın bu özellikleri kullanılarak, 

KS’nin mikrobiyal fermentesyon sonucu üretimi gerçekleştirilmektedir.  

Ticari olarak temin edilen GAG'ların çoğu,  kanatlılar, yumuşakçalar, köpek balığı 

kıkırdağı, domuz, koyun ve diğer memelilerin trakea ve nazal septaları gibi hayvansal 

kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak, Sığır süngerimsi ensefalopati (BSE), H7N9 kuş 

gribi ve diğer gıda zinciri krizlerinden kaynaklanan ve arakonak olarak çeşitli hayvanlar 

üzerinden bulaşa sebep olan çeşitli patojenlerin varlığının bir sonucu olarak, bu 

glikokonjugatların kaynağı olarak mikroorganizma ve deniz organizmalarının 

araştırılmasına ilgi artmıştır (Shi ve diğ, 2014; Schiraldi ve diğ, 2010). Son zamanlarda, 

araştırmacıların çoğu hayvansal kaynaklı KS’nin taşıyabileceği tüm bu riskleri gözönüne 

alarak, KS'nin üretimini, çeşitli mikrobiyal kaynaklardan biyoteknolojik olarak veya 

kimyasal sentez yöntemleri kullanarak sağlamaktadır. Dolayısıyla, araştırmacılar düşük 

ürün verimi ve ürün kalitesi, nihai üründeki kusurlar, karmaşık ve pahalı saflaştırma 

yöntemleri, sterilizasyondaki dezavantajlar, büyük miktarlarda organik kimyasallar ve 
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protein atıklarından kaynaklanan ciddi kirlilik gibi çeşitli dezavantajları elimine etmek için 

esas olarak daha verimli yöntemler olarak düşündükleri iki ana yol izlemektedirler. 

Bunlardan biri, enzimatik reaksiyonlarla sentetik KS üretmek, diğeri ise fermentatif üretim 

süreçleriyle Mikrobiyal KS üretmektir. Kimyasal sentez yöntemleri birden fazla adım 

içermektedir ve saflık oranı düşüktür. Ancak, Mikrobiyal fermentatif üretim süreçleri ile 

daha saf, kaliteli ve verimli KS elde edilmektedir (Badri ve diğ, 2021; Jolly ve diğ, 2010). 

Çizelge 1.1’te KS üretilen bakteriler ve mL’de ürettikler KS miktarları verilmiştir.  

Çizelge 1.1: KS üreten bakteriler ve ürettikleri KS miktarları (Jolly ve diğ, 2010) 

Bakteri türü KS (ng/mL) 

Bacillus cereus 8.6 

Bacillus circulans 11.7 

Bacillus coagulans 8.5 

Bacillus licheniformis 9.0 

Bacillus megaterium 8.8 

Bacillus subtilis 8.9 

Lactobacillus acidophilus 8.9 

Corynebacterium glutamicum 80.8 

Microbacterium arborescens 8.0 

Micrococcus varians 8.7 

Monascus purpureus 10.1 

Streptomyces 8.3 

Olivochromogenes - 

Streptomyces rubginosus 8.0 

Escherichia coli 8.8 
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1.2 Glikozaminoglikanlar (GAG) 

Glikanlar (polisakkaritler), hücrelerin dört temel bileşeninden biridir ve aynı zamanda 

doğadaki biyopolimerlerin en bol ve çeşitli olanıdır. Biyolojik sistemlerdeki kütle ve 

yapısal çeşitliliğin önemli miktarını oluşturmaktadır (Ohtsubo ve Marth, 2006).  Glikanlar, 

hem bakterilerde hem de ökaryotik hücrelerde önemli yapısal işlevlere sahiptir. Hücre 

yapışması, tanıma, reseptör aktivasyonu, sinyal iletimi ve endositoz gibi birçok önemli 

biyolojik süreçte yer almaktadır. Bakteriyel glikanlar farklı hücre duvarı yapılarından 

kaynaklandığı düşünülen bir çeşitlilik göstermekte ve virülans, ozmoproteksiyon faktörleri 

olarak işlev görmektedir (Herget ve diğ, 2008). 

Glikozaminoglikanlar hücre büyümesinde ve çoğalmasının düzenlenmesinde, hücre 

yapışmasının teşvik edilmesinde, pıhtılaşmayı önlemede ve yara onarımında önemli rol 

oynamaktadır. Glikozaminoglikanlar çekirdek disakkarit birimlerine göre sınıflandırılarak 

4 ana gruba ayrılmaktadır. Bunlar heparin/heparan sülfat, kondroitin sülfat/dermatan sülfat, 

keratan sülfat ve hiyalüronik asit olarak tanımlanmaktadır (Casale ve Crane, 2021). 

"Gliko-" öneki, bir aminoglikan veya amino şekere (N-asetilglukosamin veya N-

asetilgalaktozamin) bağlı galaktoz veya üronik şeker (glukuronik asit veya iduronik asit) 

anlamına gelmektedir. Memeli hücrelerindeki GAG biyosentezi, hücresel sitoplazmada beş 

üridin difosfat (UDP) türevli aktive edilmiş şekerlerin sentezi ile başlar. Bu UDP ile aktive 

olan şekerler daha sonra daha fazla modifikasyon için bir antiporter transmembran 

taşıyıcısı yoluyla sitoplazmadan Golgi aparatına taşınır. İstisna olarak 

glikozaminoglikanlardan hiyalüronik asit (HA) golgi aparatında modifikasyona ve 

sülfasyona uğramak yerine, HA öncü şekerleri sitoplazmadan plazma membranına taşınır 

ve bu da sülfatlama olmaksızın HA üretimine yol açar. Diğer tüm GAG'lar, Golgi aygıtının 

içinde ve çevresinde fonksiyonel grupların sülfatlanması da dahil ek modifikasyonlar 

geçirmektedir. Monosakkaritlerin tipindeki farklılıklar ve sülfatlama modeli ile ilgili 

modifikasyonlar; GAG’ları, hiyalüronik asit, heparin/heparan sülfat, kondroitin 

sülfat/dermatan sülfat ve keratan sülfat gibi dört farklı kategoriye ayırmaktadır (Çizelge 

1.2.) (Casale ve Crane, 2021). 
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Çizelge 1.2: Glikozaminoglikan çeşitlerinin yapısı ve bu yapıyı oluşturan disakkarit 

birimleri (Casale ve Crane, 2021) 

Glikozaminoglikan 

(GAG) 

Tekrarlayan Disakkarit Birimi 

Heksuronik asit Heksozamin 

Hiyalüronik asit Glukuronik asit N-Asetil Glukozamin 

Kondroitin sülfat Glukuronik asit 

(2. ve/veya 3. Karbon 

sülfatlı) 

N-Asetil Galaktozamin 

(4. ve/veya 6. Karbon 

sülfatlı) 

Dermatan sülfat İduronik asit veya 

Glukuronik asit 

N-Asetil Glaktozamin 

(4. Karbon sülfatlı) 

Heparan sülfat ve 

Heparin 

İduronik asit veya 

Glukuronik asit 

N-Asetil veya N-sülfat 

Glukozamin 

(6. Karbon sülfatlı) 

Keratan sülfat Galaktoz N-Asetil Glukozamin 

(6. Karbon sülfatlı) 

 

1.2.1 Hiyalüronik asit 

Hiyalüronik asit (HA), hücre dışı matriksteki en bol bulunan yapısında sülfat bulunmayan, 

en basit yapıdaki GAG'dır. Diğer GAG'lar gibi Golgi aygıtındaki fonksiyonel grupların 

ilave sülfatlanmasını gerektirmez. Sırasıyla bağlı glukuronik asit ve N-

asetilglukozamin’den oluşan doğrusal bir polisakkarittir (Gerdin ve Hällgren, 1997). Bu 

monosakkarit yapı taşları hücre sitoplazmasında sentezlenmekte ve HA sentezi için 

difüzyon yoluyla plazma zarına alınmaktadır. HA, plazma zarı içinde sentezlendikten 

sonra, diğer GAG’lardan farklı olarak, hücreden hücre dışı boşluğa değiştirilmeden 

salgılanır (Casale ve Crane, 2021). 

HA, vücut dokularında her yerde bulunmaktadır ve en iyi su moleküllerini çekme 

kabiliyeti ile bilinmektedir. HA'nın son derece polar yapısı nedeniyle suda kendi 
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ağırlığının 10.000 katını bağlayabilmektedir. Bu nedenle sinovyal eklemlerin 

yağlanmasında ve yara iyileşme süreçlerinde kilit rol oynamaktadır. HA ayrıca klinisyenler 

tarafından doku rejenerasyonunu ve cilt onarımını desteklemek için eksojen olarak 

kullanılmaktadır (Litwiniuk ve diğ, 2016).  

1.2.2 Heparan sülfat ve heparin 

Heparin ve heparan sülfat, N-asetilglukozamin ve heksuronik asitin tekrarlayan disakkarit 

ünitelerinden oluşmaktadır. Heparin ve heparan sülfatın glukozamin bileşiği üzerinde 

bulunan çeşitli hidroksil gruplarının veya amino grubunun sülfatlanması, biyolojik işlevini 

belirlemektedir. Bu fonksiyonel gruplar sayesinde çeşitli proteinler, sitokinler ve büyüme 

faktörleri ile etkileşime girme yeteneği kazanmaktadır. Heparin, heparan sülfatın modifiye 

edilmiş şeklidir ve heparan sülfatın aşırı sülfatlı bir hücre içi varyantıdır. Heparin aynı 

zamanda hastalarda yaygın olarak antikoagülan olarak kullanılmaktadır (Souza-Fernandes 

ve diğ, 2006). 

Heparan sülfat, birçok biyoaktif rolü ve kanser tedavisi için farmakolojik bir hedef olarak 

potansiyel kullanımı nedeniyle en iyi çalışılmış GAG'lardan biridir. Heparan sülfat, hücre 

dışı matriks (ECM) organizasyonu sağlamakta, aynı zamanda reseptörler ve ligandlar 

arasında bir köprü görevi görerek hücresel büyüme faktörü sinyallemesinin 

modülasyonunu sağlamaktadır. Hücre dışı matrikste, heparan sülfat, hücreden hücreye ve 

hücreden hücre dışı matrikse yapışmayı teşvik etmek için kolajen, laminin ve fibronektin 

dahil birçok bileşikle etkileşime girmektedir. Hücre dışı matrikste heparan sülfatın 

bozulması, malign hücrelerin göçüne ve metastaza yol açar. Bu mekanizma, kanser 

metastazının önlenmesi için heparan sülfatı uygulanabilir farmakolojik hedefler haline 

getirmektedir (Casale ve Crane 2021). Heparan sülfat ayrıca hücresel büyüme faktörü 

sinyalleşmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Heparin, aynı zamanda bir antikoagülan 

olarak kullanılmasıyla GAG'ların bilinen en eski biyolojik rolünü temsil etmektedir 

(Knelson ve diğ, 2014; Jin ve diğ, 1997).  

1.2.3 Keratan sülfat 

Keratan sülfat, galaktoz ve N-asetilglukozaminden oluşan disakkarit tekrarından 

oluşmaktadır. Keratan sülfat, hem kornea hem de sinir sisteminde önemli işlevsel role 

sahiptir. Kornea, vücutta bilinen en zengin keratan sülfat kaynağını oluşturmakta ve bunu 

beyin dokusu izlemektedir. Keratan sülfat, korneada optik netlik için gerekli olan kolajen 

fibril aralığının düzenlenmesini sağlamaktadır (Funderburgh 2000). Bunun yanı sıra, su 
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molekülleri ile etkileşimine dayalı olarak kornea hidrasyonunun optimizasyonunu 

gerçekleştirmektedir. Diğer GAG'larda olduğu gibi, keratan sülfatın sülfatlaşma derecesi 

fonksiyonel durumunu belirlemektedir. Keratan sülfatın spesifik genetik mutasyonlara 

bağlı anormal sülfatlaşma paternleri, korneanın opasitesinin artmasına ve sonuçta görme 

bozukluklarına neden olmaktadır. Keratan sülfat ayrıca sinir dokusunun gelişiminde 

önemli bir düzenleyicidir (Funderburgh 2000, 2002).  

1.2.4 Dermatan sülfat 

Dermatan sülfat (DS), yapısal olarak HS'ye benzer. Disakkarit zincirleri, 50-200 tekrar 

içeren N-asetilgalaktozamin ve heksuronik asitlerden oluşmaktadır (iduronik asit veya 

glukuronik asit). Heparan sülfat ve Heparine benzer şekilde, Golgi aygıtında yer alan 

DS'nin sülfatlaşma modeli, ortaya çıkan bileşiğin biyolojik aktivitesini belirlemektedir. 

Kıkırdakta, ciltte ve aortta bol miktarda bulunmaktadır. Bunların dışında, beyin, akciğer, 

karaciğer, böbrek ve kalp gibi çeşitli dokularda bulunmaktadırlar. Hücre dışı matrikslerin 

toplanması, büyüme faktörleri, bağlama yoluyla sinyal iletimi, pıhtılaşma ve yara 

iyileşmesinde görev almaktadır (Neill ve diğ, 2015; Mizumoto, 2017). 

1.2.5 Kondroitin sülfat 

Kondroitin sülfat (KS), insanlarda, diğer memelilerde ve omurgasızlarda ve ayrıca bazı 

bakterilerde yaygın olarak bulunan, β-(1→3) glikozidik bağlar ile bağlanmış, farklı karbon 

pozisyonlarında sülfatlanmış (Sülfatsız KS, KS-O'dur), N-asetilgalaktozamin ve 

glukuronik asitin tekrarlayan disakkarit zincirlerinden oluşan bir GAG’dır (Şekil 1.1.). KS, 

hem hücre yüzeyinin hem de hücre dışı matriksin önemli bir bileşeni olmakla beraber, 

direnç ve elastikiyet gibi kıkırdağın önemli biyomekanik özelliklerinin çoğundan sorumlu 

polimerik karbonhidrattır. (Henrotin ve diğ, 2010). Taşıyıcı proteinlere bağlı olan KS’nin 

polisakkarit zincirleri sayısı 10 ile 200 arasında değişen tekrarlı birimlerden oluşmaktadır. 

KS, eklem kıkırdağında en çok bulunan GAG’dır (Akgün ve Öğüt, 2002). KS vücutta 

bulunduğu dokuya göre çeşitli sülfat desenlerine sahiptir ve sülfatlaşma modeline bağlı 

olarak biyolojik aktivitesi değişmektedir. Bağ dokusu hücre dışı matriksinin, elastikiyetini 

ve diğer işlevlerini sağlayan önemli bir bileşendir. KS, nispeten yüksek moleküler ağırlık 

ve yük yoğunluğu ile heterojen GAG ailesinin bir üyesidir (Tuan, 2004). 
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Şekil 1.1: Kondroitin sülfatın kimyasal formülü (Wang ve diğ. 2016) 

KS, diğer biyomoleküllerle spesifik etkileşimlere imkan veren bir fonksiyonel grup 

çeşitliliğine sahiptir. Bu tür etkileşimler, farklılaşma ve gelişme dahil olmak üzere birçok 

önemli hücresel süreci düzenlemekte ve KS'nin sağlık ve hastalıktaki rolünü 

belirlemektedir (Badri ve diğ. 2021). KS, klinikte yaygın olarak osteoartrit tedavisinde 

kullanılmaktadır. Klinik deneyler, radyografik eklem bulgularına dayalı olarak osteoartritte 

(OA) iyileştirici etkisinin yanı sıra semptomatik ağrı kesici özelliğini de belgelemektedir. 

KS’nin bu klinik etkilerini oluşturan birçok mekanizma vardır. KS’nin OA'daki ağrı 

giderici özellikleri, OA'da aşırı aktif olan nükleer faktör-kappa-B yolunun zayıflamasına 

neden olan anti-inflamatuar özellikleri ile ilgilidir (Cañas ve diğ, 2010). OA'nın 

patofizyolojik nedenlerinden biri, eklemlerdeki eklem kıkırdağından KS’nin kaybıyla 

ilgilidir, bu da kıkırdak ve subkondral kemiğin iltihaplanmasına ve katabolizmasına yol 

açmaktadır. KS’nin anabolik etkisi, daha fazla doku hasarını ve sinovyal dokuların yeniden 

şekillenmesini önlemektedir (Casale ve Crane, 2021). 

KS, bağ dokusu metabolizmasında yer alan hücre dışı proteazların bir inhibitörüdür. 

Anabolik aktiviteyi arttırarak ekstraselüler matriksin aşırı bozulmasını engellemektedir. 

Böylece, hücreler arası boşluğun bütünlüğünü koruyarak yapısal bir modülatör görevi 

görmektedir (Bayliss ve diğ, 1999). Bu nedenle, KS'nin azalması, ECM bileşenlerinin daha 

yüksek bir bozunması ve düzensizliği ile proteazlarındaki artışla ilişkilendirilebilir. Vajinal 

dokunun ekstraselüler matriksinde bulunan sülfatlanmış GAG’larda dermatan sülfat 

baskındır ve bunu KS ve heparan sülfat takip etmektedir. Yapılan bir çalışmada, 

postmenopozal kadınlarda premenopozal kadınlara göre, kondroitin sülfatla birlikte 

heparan sülfat ve dermatan sülfatın da anlamlı derecede azaldığı görülmektedir. KS ve 

diğer GAG’larda belirlenen bu azalmanın doğumlarla birlikte meydana gelen doku kaybı 

ve hasarından kaynaklandığı düşünülmektedir (Bezerra ve diğ, 2004). Yapılan başka bir 
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çalışmada, vajinal kuruluğa sahip olan hastalarda tedavi amaçlı glukozamin sülfat ve KS 

içerikli preperat kullanılmış ve hastalarda önemli miktarda iyileşme gözlenmiştir (Torella 

ve diğ, 2016). 

Östrojenler, laktobasiller tarafından kullanılan glikojenin sentezi ve birikiminin yanı sıra 

vajinal epitelinin büyümesini ve olgunlaşmasını desteklemekte ve ayrıca bağışıklık 

faktörlerinin (immünoglobulinler) ve GAG’ların (hiyalüronik asit, kondroitin sülfat, 

glikoproteinler) sentezini sağlamaktadır. Vajinal epitelden glikojenin salınma süreci, vajen 

epitelinin ara katmanlarının oluşumuna ve yenilenmesine katkıda bulunan progesteronun 

etkilerine bağlıdır (Orazov ve diğ, 2020; Tyuzikov ve diğ, 2018). Bununla birlikte, 

kadınlarda üretranın ve mesanenin doğal antibakteriyel koruması, progesteron olmadan 

imkansızdır. Bu durum östrojenlerin mesanenin ürotelyumundaki GAG’ların sentezini 

etkilemesiyle ilişkilidir, progesteron, GAG’ların ürotelyumdan mesane lümenine 

salınmasını sağlamaktadır (Orazov ve diğ, 2020; Clemons ve diğ, 2002).  

1.3 Kondroitin Sülfatın Biyosentezi 

Kondroitin sülfat proteoglikanlar (KSPG'ler), sayısız biyolojik ve patofizyolojik olayı 

içeren düzenleyici ortamı oluşturan temel hücre içi ve hücre dışı bileşenlerdir. KSPG'lerin 

çeşitli işlevleri, esas olarak polisakkarit kısımlarının, kondroitin sülfat 

glikozaminoglikanlarının (KS-GAG) yapısal değişkenliğine bağlıdır (Mikami ve Kitagawa, 

2013). Bu işlevleri anlamak için KS biyosentezi ve katabolik süreçlerin anlaşılması 

gerekmektedir. Çeşitli dokulardaki KS zincirlerinin boyutu ve sayısı, aynı zamanda 

sülfatlaşma konumu ve derecesi de önemli ölçüde değişmektedir. Bu tür yapısal çeşitlilik, 

KS'lerin çok yönlü işlevlerine katkıda bulunmaktadır (Mikami ve Kitagawa, 2013).  

KS zincirlerinin birleşmesi endoplazmik retikulum ve Golgi kompartmanlarında meydana 

gelmektedir. KS zinciri, GAG-protein bağlantı bölgesi olarak adlandırılan GlcAβ1–

3Galβ1–3Galβ1–4Xylβ1–O-Ser'in sentezi ile başlatılır ve farklı çekirdek proteinlere 

gömülü serin kalıntılarına kovalent bağlarla bağlanarak devam etmektedir (Uyama ve diğ, 

2007; Silbert ve Sugumaran, 2002; Sugahara ve Kitagawa, 2000). Bağlantı bölgesinin 

tetrasakkarit yapısı, tek tek monosakkarit birimlerinin, tek Xyl (ksiloz), iki ardışık Gal 

(galaktoz) ve tek GlcA (Glukuronik asit) tortusunun spesifik glikosiltransferazlar 

tarafından sırayla adım adım eklenmesi yoluyla birleştirilmektedir. GalNAc (N –

asetilgalaktozamin) transferaz I enzimi tarafından tetrasakkarit bağlantı bölgesindeki 

indirgeyici olmayan terminal GlcA tortusuna ilk GalNAc transferi, kondroitin omurgasının 
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sentezini başlatmaktadır. (Bai ve diğ, 2001; Kitagawa ve diğ, 1998). Kondroitin omurgası, 

sülfatlama ve epimerizasyon ile modifiye edilmektedir (Malmström ve diğ, 2012; Uyama 

ve diğ, 2007; Kusche-Gullberg ve Kjellén 2003). Çoklu sülfotransferazlar tarafından, esas 

olarak GlcA'nın C-2 pozisyonunda ve GalNAc kalıntılarının C-4 ve/veya C-6 

pozisyonlarında sülfat grupları eklenebilmektedir. Sonuç olarak, disakkarit birimlerinin 

çeşitli kombinasyonları ile KS-O, KS-A, KS-C, KS -E ve vb. çeşitli KS yapıları 

oluşmaktadır (Şekil 1.2.). Ayrıca GlcA'nın iduronik aside (IdoA) epimerizasyonu ile de KS 

dermatan sülfata dönüştürülebilmektedir (Pacheco ve diğ, 2009; Maccarana ve diğ, 2006). 

KS biyosentezinden sorumlu her biyosentetik enzim, hücre tipine özgü ekspresyon paterni 

gösterdiğinden, tek bir türden izole edilen KS zincirlerinde bile önemli ölçüde heterojenlik 

mevcuttur, bu da potansiyel olarak KSPG'lerin fonksiyonel çeşitliliğine yol açmaktadır. 

 

Şekil 1.2: (a) Kondroitin sülfatın yapısal formülasyonu, (b) Kondroitin sülfatın çeşitleri 
(Vessella ve diğ, 2021) 

KS zincirlerinin tekrarlayan disakkarit bölgesindeki indirgeyici olmayan terminal şeker 

kalıntılarının yapısal özellikleri, zincir uzamasının nasıl sona erdiği hakkında fikir 

verebilir. Örneğin, sıçan KSPG agrekan preparatları üzerindeki KS zincirlerinin kimyasal 

analizi, büyük çoğunluğunun, iç disakkaritlerdekinden 60 kat daha fazla olan 4,6- O- 

disülfatlanmış GalNAc kalıntıları ile sonlandığını göstermektedir (Midura ve diğ, 1995). 

İlginç bir şekilde, insanlarda intrauterin hayattan 72 yaşına kadar diz kıkırdaklarından izole 

edilen insan agrekan preparatlarının KS zincirlerinde, 4,6- O ile biten zincirlerin oranı-

disülfatlanmış GalNAc kalıntısı 15 yaşından sonra kademeli olarak artarken, ortalama 

zincir uzunlukları yaşla birlikte giderek kısalmaktadır (Plaas ve diğ, 1999). Bu bulgular, 
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GalNAc kalıntılarının 4,6- O- disülfasyonunun, KS zincir sonlandırmasında indirgeyici 

olmayan uçta önemli bir rolü olabileceğini göstermektedir. 

KS biyosentezinin aksine, memelilerde KS zincirlerinin katabolizmasının altında yatan 

mekanizmalar iyi anlaşılmamıştır. KS bozulmasının ağırlıklı olarak lizozomlarda meydana 

geldiği düşünülmektedir (Prabhakar ve Sasisekharan, 2006). KS polisakkaritlerinin 

parçalanması, başlangıçta endo-tip hidrolazlar tarafından katalize edilir ve daha sonra 

ortaya çıkan oligosakkarit ürünleri, monosakkarit parçalarını serbest bırakmak için 

ekzolitik glikosidazlar ve sülfatazlar tarafından sırayla indirgeyici olmayan uçtan 

parçalanır (Prabhakar ve Sasisekharan, 2006). 

KS çeşitliliği, genellikle, GalNAc'ın C-4 ve C-6'sındaki ve GlcA'nın C-2 ve C-3'ündeki OH 

gruplarının yerini alan sülfat gruplarıyla sağlanmaktadır. KS sınıflandırması ve tipi, sülfat 

grubu yerleşimine bağlıdır (Çizelge 1.3.) (Shi ve diğ, 2014; Malavaki ve diğ, 2008; Volpi, 

2004). Zincir boyutunun ve sülfat deseninin elde edildikleri kaynağa göre değiştiği 

bilinmektedir. Mevcut veriler trakeal KS'nin KS-C (20–25 kDa) olduğunu göstermektedir. 

Köpekbalığından elde edilen KS'nin ise KS-D olup 50-80 kDa büyükte olduğu 

bilinmektedir. Bununla birlikte, herhangi bir KS zinciri, tek bir doku kaynağından bile 

olsa, boyuta göre heterojendir. Ayrıca, KS'nin bileşimi ve konsantrasyonu organizma ve 

dokuya bağlıdır, Bu nedenle karasal ve deniz kaynaklı KS, çeşitli zincir uzunlukları ve 

aşırı sülfatlanmış disakkaritler içermektedir. Örneğin köpek balığı KS-D, kalamar ve 

somon KS-E, timsah KS-E ve tavuk farklı oranlarda KS-A ve KS-E içermektedir 

(Schiraldi ve diğ, 2010; Malavaki ve diğ, 2008; Garnjanagoonchorn ve diğ, 2007). 
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Çizelge 1.3: Kondroitin sülfat çeşitleri ve sülfatlanma modelleri (Shi ve diğ, 2014) 
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Çizelge 1.3. Devamı 
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1.4 Mikroorganizmaların Hücre Yüzey Polisakkaritleri 

Bazı bakteri ve mantarlar KS yada KS benzeri bileşikler üretebilmektedir. Mikrobiyal 

kapsüler polisakkaritlerin bu GAG’a yapısal benzerliği, bu bakterileri ideal KS kaynağı 

haline getirmektedir. KS yada KS benzeri bileşikleri üretebilen mikroorganizmaların, 

insanlar ve hayvanlar için güvenli olması, avantajlı fermentasyon koşullarına sahip olması, 

genetik materyallerinin tanımlanmış olması ve çok sayıda KS veya analoglarını üretebilme 

yetenekleri bu mikroorganizmaları tercih edilir kılmıştır (Shi ve diğ, 2014; Jolly ve diğ, 

2010). 

Hücre yüzeyi polisakkaritleri, çeşitli bakteri türleri tarafından üretilen karmaşık 

karbonhidratlardır. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, hücre zarına kovalent olarak 

bağlı ayrı bir kapsül veya hücre yüzeyine zayıf bir şekilde bağlı hücre dışı polisakkaritler 

üretirler. Hücre yüzeyindeki bu çeşitli polisakkaritler, genellikle bir konakçıda 

immünojenik bir tepki başlatan antijenik belirleyicileri içermekte ve bakteriyofajlar gibi 

patojenler için tanıma elemanları sağlamaktadırlar (Casale ve Crane, 2021). Hücre yüzey 

polisakkaritleri, hücre yüzeyine bağlanma tipine ve davranışlarına göre üç kategoride 

sınıflandırılmaktadır. Bunlar, lipopolisakkaritler (LPS), kapsüler polisakkaritler (KPS) ve 

ekzopolisakkaritlerin (EPS) parçası olan O antijenleridir (Şekil 1.3.). EPS'ler genellikle 

hücrenin etrafında amorf bir tabaka oluştururlar ve hücre yüzeyine kovalent olarak bağlı 

değildirler ve bu nedenle çevre ortama salınmaktadırlar. LPS'ler, Gram-negatif bakterilerin 

dış hücre zarındaki O antijenlerine güçlü bir şekilde bağlı bir oligosakkarit çekirdek ve bir 

lipid bileşenden (lipid-A) oluşmaktadır. KPS'ler, hücre zarında ya fosfolipidlere ya da 

lipid-A moleküllerine kovalent olarak bağlıdırlar. Ancak polisakkarit ile fosfolipid zar 

arasındaki fosfodiester bağının kararsızlığının bir sonucu olarak çevre ortama salınabilirler 

(Schiraldi ve diğ, 2010). 
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Şekil 1.3: E.coli bakterisinin a)Elektron mikroskop görüntüsü b) Hücre duvar yapısının, c) 
Lipopolisakkarit yapısının, ve d) Lipid A’nın şematik görüntüsü (Giuliani ve diğ, 2010) 

Tipik olarak, kapsül, çeşitli şekillerde ikame edilmiş bir anyonik polisakkaritten 

oluşmaktadır, ancak yüksüz polimerlerle birlikte proteinler de taşımaktadır. KPS, çevresel 

streslere direnç, yüzeylere yapışma ve patogenez dahil olmak üzere çeşitli biyolojik 

aktivitelere sahiptir. (Whitfield ve Roberts, 1999; Roberts, 1996). Birkaç patojenik 

bakterinin sahip olduğu KPS'nin, konakçıda hücre içi sağkalımı sağladığı ve 

enfeksiyonlarda önemli bir virülans faktörü olduğu belirlenmiştir (Mellata ve diğ, 2003). 

Kapsülün, bakterileri fagositlerin bakterisidal etkisine ve konakçı savunmalarına karşı 

koruduğu düşünülmektedir (DeAngelis ve Padgett-McCue, 2000). Ancak, Streptococcus, 

Pasteurella ve Escherichia'nın kapsüler mutantlarının konakçı savunmalarına direnemediği 

kanıtlanmıştır (Chung ve diğ, 2001; Wessels ve diğ, 1994). Bu durumda kapsül, GAG 

benzeri polimerlerden oluşmaktadır. Bu koşullarda, kapsülün kimyasal yapısı konakçı 

GAG'lara çok benzer olduğundan antikor yanıtı çok sınırlı olmaktadır. Birkaç gram-pozitif 

ve gram-negatif bakteri patojenitelerini ve bulaşıcılıklarını artırmak için bu moleküler 

taklit stratejisini kullanmaktadırlar (Schiraldi ve diğ, 2010).  

1.5 E. coli Kapsüler Polisakkariti 

Kapsül üreten E. coli suşları, kapsüllenmiş Gram-negatif bakterilerin modelleri olarak 

kabul edilmiş ve kapsamlı bir şekilde incelenmiştir. Kapsüler antijenleri, oligosakkaridik 
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bileşim, dallanma ve yük yoğunluğu bakımından farklılık gösteren asidik polisakkaritlerdir 

(Şekil 1.4). Bu türün taşıdığı kapsüler polisakkaritler, yapısal özellikleri ve zenginlikleri 

açısından karakteristiktir. Bazı durumlarda kapsüllerin yapısı, konakçı tarafından ifade 

edilen yapılara benzer veya bunlarla ilişkilidir. Bu türe ait E. coli K4 ve K5 suşların 

kapsüler polisakkaritleri, sırasıyla sülfatlanmamış kondroitine ve heparine benzeyen 

polisakkaritleri ifade etmektedir. Bu kapsüller ayrıca çok zayıf immünojeniktir ve enfekte 

olmuş bireyler düşük bir antikor tepkisi göstermektedirler (Roberts, 1996; Sutherland, 

1988). 

Bir üropatojenik bir suş olan E. coli O5:K4:H4'nin, bakteri kapsülünden kapsüler K4 

polisakkaritlerini (K4 KPS)  ilk kez 1988 yılında Rodriguez ve arkadaşları izole ederek 

karakterize etmiştir. Bu suşun tekrarlayan disakkarit birimi GlcA ve GalNAc tarafından 

oluşturulan bir kapsüler polisakkarit ve sülfatlanmamış kondroitininkine benzer bir 

omurgaya sahip fruktozun β-bağlı terminal furanoz kalıntısını sentezlediği bildirilmiştir 

(Rrodriguez ve diğ, 1988).  

 

Şekil 1.4: Gram negatif bakterilerin hücre duvar yapısı (Willis ve Whitfield, 2013) 

Kapsüllerin biyosentezi, polimerizasyonu ve taşınmasında yer alan proteinler, kps adı 

verilen genler tarafından kodlanmaktadır (Roberts ve diğ, 1988).  E. coli suşlarının tüm kps 

kümeleri, üç bölgeden oluşan ortak bir organizasyonu paylaşmaktadır. Bunlardan 1. ve 3. 

bölge, KpsM ve KpsT gibi ABC taşıma sisteminin proteinlerini kodlayan genleri 
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içermektedir (Smith ve diğ, 1990).   2. bölge ise serotipe özgüdür ve polisakkaritin 

sentezinden sorumlu enzimleri kodlamaktadır. E. coli K4 suşunun 2. bölgesi 14 Kb 

uzunluğundadır ve 7 gen  ( kfoA- kfoG) içermektedir. Bu 7 genden üçü olan kfoA, kfoC ve 

kfoF genleri sırasıyla kondroitin sentezinden sorumlu olan UDP-glukoz 4-epimeraz, 

kondroitin sentaz (kondroitin polimeraz) ve UDP-glukoz dehidrojenaz enzimlerini 

kodlamaktadır (Schiraldi ve diğ, 2010). kfoC geni, iki işlevli bir glikozil-transferaz olan bir 

kondroitin polimerazı kodlamaktadır. Kondroitin polimeraz, UDP-şekerlerini (hem GlcA 

hem de GalNAc kalıntıları) büyüyen polisakkarit zincirin indirgeyici olmayan ucuna 

aktararak çift etkili olarak çalışmaktadır (Ninomiya ve diğ, 2002). 

Çalışmamızda kapsüler polisakkarit sentezinden sorumlu olan kfoA, kfoC ve kfoF genlerini 

taşıyan pETM6-PACF plazmidine, bakterilere ileri kültür koşullarında avantaj sağlayan 

vgb gen bölgesi entegre edilmiş ve  E. coli (C2987) suşuna klonlanarak kondroitin üretimi 

sağlanmıştır. pETM6-PACF vektörü çok uzun bir vektördür (9865 bp), ve birçok parça 

klonlama sırasında homolog rekombinasyonlara neden olabilen T7 promotörü, lacI 

operatörü ve S-Tag gibi tekrarlayan bölgeler içermektedir (Erenler ve diğ, 2019). 

1.6 Vitreoscilla Hemoglobin 

Gram negatif bakteri olan Vitreoscilla'da 1986'da hemoglobin keşfedilmiştir (Wakabayashi 

ve diğ, 1986). Daha sonrasında diğer hemoglobinler ve flavohemoglobinler çeşitli 

mikroorganizmalarda bulunmuştur. Bununla birlikte, farklı mikrobiyal hemoglobin benzeri 

proteinler de rapor edilmiştir (Iijima ve diğ, 2000; Couture ve diğ, 1999; Andrews ve diğ, 

1992). Vitreoscilla hemoglobin (VHb), sitozoldeki çözünürlüğü ve amino asit dizilimi 

açısından %25 oranında ökaryotik hemoglobine benzemektedir (Khosla ve Bailey, 1988). 

Son zamanlarda, Vitreoscilla hemoglobin (VHb), özellikle biyoteknolojik uygulamalarda, 

bakteriyel hemoglobinler arasında en çok çalışılan hemoglobin türüdür (Şekil 1.5.). Bu 

proteinin geni (vgb), özellikle E. coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, 

Serratia marcescens gibi gram negatif bakterilere, Bacillus sp. gibi gram-pozitif 

bakterilere, ve çeşitli mantar türlerine klonlanmıştır (Bülow ve diğ, 1999; Holmberg ve 

diğ, 1997; Dikshit ve Webster, 1988; Webster, 1987).  
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Şekil 1.5: vgb geni taşıyan E. coli'deki VHb'nin  hücre içi lokalizasyonu. a) anti-VHb 
antikoru ile problanmış yüksek havalandırma altında; b) bir anti-VHb antikoru ile 

problanmış düşük havalandırma altında; c) bağışıklık öncesi serum ile problanmış hücreler. 
Altın parçacıklar içinde lokalize olan VHb, özellikle a bölmesinde ok ile gösterilmiştir. cy, 

sitoplazma; p, periplazma; bar uzunluğu: 0,5 um (Ramandeep ve diğ, 2001). 

Vitreoscilla'daki VHb'nin hücresel konsantrasyonunun, büyüme ortamının oksijen 

konsantrasyonu mikroaerobik seviyeye düştüğünde, ciddi miktarda arttığı görülmüştür 

(Boerman ve Webster, 1982). VHb'nin biyosentezi, hem doğal hem de rekombinant 

konakçısı E. coli'de hipoksik koşullar altında (hava doygunluğunun ~% 10'unun altında) 

aktif olan oksijene duyarlı bir promotör tarafından transkripte edilmektedir. Oksijenin 

sınırlı olduğu koşullar altında büyük bir hücresel VHb konsantrasyonunun varlığı, VHb'nin 

birincil işlevinin moleküler oksijeni yakalamak ve Vitreoscilla'nın aerob bir organizma 

olmasına rağmen bu koşullar altında hayatta kalmasını sağlamak olduğunu göstermektedir 

(Ramandeep ve diğ, 2001). VHb'nin bir oksijen taşıyıcısı olan işlevi, solunum zarına 

yakınlığı, hücresel işlevini en verimli şekilde yerine getirmesini sağlayacağını 

düşündürmektedir. E. coli'de bulunan VHb'nin yaklaşık % 40'ı periplazmik boşlukta 

bulunmaktadır. Dolayısıyla VHb çevresel oksijen kaynağına en yakın yere yerleşik olarak 

oksijen transferini kolaylaştırmaktadır (Khosla ve Bailey, 1989). VHb sentezi ile 

bakterilerin kontrol grubuna göre 10 kata kadar daha fazla oksijen alımına sahip olduğu ve 

hücrelerdeki oksidasyon düzeylerinin daha yüksek olduğu belirlenmiştir.  Dolayısıyla tüm 

bu veriler ışığında, VHb/vgb'nin sisteminin çalışmamızda Mikrobiyal KS üretimine destek 

olabileceği düşünülmüş vgb geni ile kondroitin sentezinden sorumlu kfoA, kfoC ve kfoF 

genlerinin birlikte eksprese edildiği orijinal bir rekombinant suş (E. coli pETM6-PACF -

vgb) üretilmiştir (Erenler ve diğ, 2019; Erenler, 2019).  
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Tezimizde pek çok biyomedikal alanda etkinliği kanıtlanmış KS’nin oldukça sınırlı 

çalışılmış antifungal etkinliği araştırılmıştır. Antifungal enfeksiyonlar oldukça agresif ve 

yayılmacı, tedaviye ise dirençli enfeksiyonlardır. Tedavi sürecinde kullanılan 

antimikrobiyal ajanlar kadar, vajenin histolojik yapısı ve vajinal mikroflora elemalarınında 

tanımlanması ve kontrolü önemlidir. 

1.7 Vajinal Mikroflora Elemanları 

Vajinal flora, vajinal epitel hücrelerinin glikojen içeriği, yaş, vajinal pH, vücut hormon 

seviyeleri, cinsel ilişki, doğum kontrol yöntemleri, antibiyotik tedavi süreci ve doğum gibi 

faktörlere bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Son yıllarda yeni nesil DNA dizileme 

yöntemleri kullanılarak, vajinal mikrofloranın, baskın Lactobacillus türlerinin yanında 

farklı 250’den fazla türden mikroorganizmaların da bulunduğu karmaşık bir yaşam alanı 

olduğu bildirilmiştir. Vajinal mikrobiotada bulunan Lactobacillus türlerinden özellikle 

Lactobacillus cripatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners ve Lactobacillus jensenii 

kadınların ∼%75'inde bulmaktadır. Kalan ∼%25'inde ise çoğunlukla anaerobik 

bakterilerden oluşan türler bulunmakta ve baskın bir tür gözlenmemektedir (Ravel ve diğ, 

2011). 

Vajinal florayı oluşturan, Actinomyces, Allisonella, Aerococcus, Alloscardovia, 

Anaerococcus, Arcanobacterium, Atopobium, Bacteroides, Balneimonas, Bifidobacterium, 

Blautia, Blastococcus, Bulleidia, Campylobacter, Citrobacter, Corynebacterium, 

Coriobacteriacea, Enterobacter, Escherichia, Facklamia, Faecalibacterium, Finegoldia, 

Gardnerella, Gemella, Haemophilus, Lachnospiracea, Massilia, Megasphera, Mobiluncus, 

Mollicutes, Moryella, Olsinella, Parvimonas, Peptostreptococcus, Peptinophilus, 

Prevotella, Porphyromonas, Providencia, Proteobacteria, Rhizobialis, Ruminococcaceae, 

Salmonella, Shigella, Shuttleworthia, Sneathia, Solobacterium, Streptococcus, 

Staphylococcus, Veillonella, Ureaplasma cinsi mikroorganizmaların da varlığı tespit 

edilmiştir (Şekil 1.6.) (Shipitsyna ve diğ, 2013; Gajer ve diğ, 2012). 
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Şekil 1.6: Normal vajinal floraya sahip kadınlardaki vajinal mikrobiomun yüzde olarak 
dağılımı (Shipitsyna ve diğ, 2013) 

Şekil 1.6.’de de görüldüğü gibi Lactobacillus türleri vajinal floranın en baskın 

bakterileridir ve aynı zamanda sağlıklı bir ürogenital sistemin korunmasında anahtar rol 

oynamaktadır (Eryilmaz ve diğ, 2018). Vajende laktik asit bakterilerinin önemini keşfeden 

ilk kişi Albert Döderlein’dir (Döderlein, 1892). Döderlein’in arkadaşı olan Krönig 

Laktobasilleri anaerobik kavisli çubuklar olarak tanımlamış, Curtis bu 

mikroorganizmaların kültürasyonunu gerçekleştirmiş, Spiegel ve Roberts ise Mobiluncus 

curtisii olarak adlandırmıştır (Krönig, 1895; Curtis, 1913; Spiegel ve Roberts, 1984). 

Sonrasında Stanley Thomas ilk kez Lactobacillus acidophilus terimini kullanmıştır 

(Thomas, 1928). Lauer, Johnson ve arkadaşları DNA- DNA hibridizasyon yöntemini 

kullanarak birkaç Lactobacillus türünü tanımlamışlardır (Lauer ve Kandler, 1980; Johnson 

ve diğ, 1980).  

Yapılan bir diğer çalışmada, vajinal florayı oluşturan mikroorganizmalar arasında, 

Lactobacillus türlerinin, sağlıklı vajinal mikrobiotada bulunan bakterilerin en az %70'ini 

(107 – 108 CFU (koloni oluşturan birim)/g vajinal sıvı) oluşturduğu tespit edilmiştir (Ravel 

ve diğ, 2011, Zhou 2004). Sağlıklı bir kadının vajinal florasında bulunabilecek 

Lactobacillus türlerini bulundukları oranlar değişmekle beraber  L. acidophilus, L.cripatus, 

L. jensenii, L. gasseri, L. fermentum, L. iners, L. plantarum, L. minutus, L. brevis, L. 

catenaforme, L. leichmannii, L. salyarius, L. casei,  L. vaginalis, L. delbrueckii, L. 
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rhamnosus ve L. reuteri oluşturmaktadır (Şekil 1.7.) (Beamer ve diğ, 2017; Ventolini, 

2015; Cribby ve diğ, 2008). 

 

Şekil 1.7: Vajinal florada bulunan Lactobacillus cinsi mikroorganizmaların tür dağılımı. a) 
Sağlıklı birey (SB), b) C. trachomatis c) Vajinal Kandidiyazis (VK), d) Bakteriyel 

Vajinazis (BV) (Ceccarani ve diğ, 2019) 

Menarştan önce vajinal flora elemanları bazı Lactocillus cinsi mikroorganizmalarla beraber 

cilt ve bağırsak mikroorganizmalarından oluşmaktadır (Vicariotto ve diğ, 2012). 

Lactocillus cinsi mikroorganizmalar için çevresel koşullar, kadınların üreme evresinin 

başlangıcından itibaren östrojenler ve progesteron hormonları tarafından 

düzenlenmektedir. Laktobasiller ve diğer bakteriler glikojeni glikoz ve maltoza ve ayrıca 

laktik aside metabolize etmektedirler. Bu metabolizma, normal olarak tanımlanan 3.8-

4.4’lük bir vajinal pH’yı oluşturmaktadır (Mendling, 2016). Günümüze kadar 120’den 

fazla Lactobacillus cinsi bakteri türü identifikasyonu yapılmıştır. Rutin menstrüasyon 

evreleri başladıktan sonra, kadınların vajinal florasında ondan fazla farklı Lactobacillus 
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türüne rastlanabilmektedir. Ancak genellikle bir veya iki türün hakim olduğu floraya 

rastlanmaktadır (Beamer ve diğ, 2017; Ventolini, 2015; Cribby ve diğ, 2008; Larsen ve 

Monif, 2001). 

Lactobacillus türleri, laktik asit bakterilerinin önemli bir kısmını oluşturmaktadırlar. 

Mikroaerofilik veya anaerobik, spor oluşturmayan, aside toleranslı, basil veya kok şekilli 

Gram pozitif bakterilerdir. Genellikle, değişen uzunluk ve büyüklükte (0,5-1,2 x 1-10 µm) 

olmakla birlikte, çiftler veya zincirler halinde bulunmaktadırlar. Aynı zamanda, katalaz 

negatif olmakla beraber bir kısmı yalancı katalaz üretebilmektedirler (Liu ve diğ, 2014). 

Optimum büyüme sıcaklıkları 30-40 °C ve pH’sı 5.5-6.2 aralığındadır. Laktobasillerin ana 

metabolizması, öncelikle laktik asit ve enerji üreterek farklı karbonhidratların ve ilgili 

bileşiklerin parçalanmasıdır (Gülel, 2014). Glikoz fermentasyonlarına göre 

homofermentatif ve heterofermentatif olmak üzere iki gruba ayrılmaktadırlar. 

Homofermentatifler karbonhidratlardan nihai ürün olarak laktik asit üretirken, 

heterofermentatifler laktik asit dışında etanol, asetik asit ve karbondioksit gibi ürünler de 

üretebilmektedir (Florou-Paneri ve diğ, 2013). Lactobacillus türleri tarafından üretilen 

metabolitlerden organik asitler, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal peptitler ve 

bakteriyosinler antimikrobiyal etkinliğe sahip bileşiklerdir (Aldunate ve diğ, 2015; Dobson 

ve diğ, 2012; Holzapfel ve diğ, 1995). 

Kadın ürogenital sisteminin sağlığı ve işleyişi buradaki mikrofloraya bağlıdır (Larsen ve 

Monif, 2001). İnsanda normal vajinal flora, bakteriyel vajinozis, idrar yolu enfeksiyonları, 

maya enfeksiyonları ve cinsel yolla bulaşan enfeksiyonlar gibi bir dizi ürogenital hastalığın 

önlenmesinde kilit rol oynamaktadır (Cherpes ve diğ, 2003; Wiesenfeld ve diğ, 2003; 

Pybus ve Onderdonk, 1999; Martin ve diğ, 1999; Gupta ve diğ, 1998). Bu koruyuculuk 

temelde sağlıklı kadınların vajinal floralarında baskın olan Lactobacillus türlerine 

atfedilmektedir. Lactobacillus türü mikroorganizmalar, çeşitli mekanizmalar aracılığıyla 

önemli koruyucu roller oynamaktadırlar (Ravel ve diğ, 2011). Bunların arasında, laktik 

asit, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve biyosürfaktanlar gibi çeşitli antimikrobiyal 

bileşiklerin üretimi, rekabetçi dışlama, birlikte agregasyon, immünomodülasyon ve 

bakteriler arasındaki sinyalleşme bulunmaktadır (Reid ve diğ, 2011; Kaewsrichan ve diğ, 

2006). Yapılan bir çalışmada, Lactobacillus türlerinin vajinal epitel hücrelerini tüm yüzeyi 

boyunca kaplayarak yapışması, patojen mikroorganizmaların adsorpsiyonunu fiziksel 

olarak engellediğini göstermiştir. Bu çalışmada, yüksek sayıda Lactobacillus türü hela 

hücrelerine yapışarak dolayısıyla hücre yüzey reseptörlerine bağlanarak Chlamydia 



22 
 

trachomatis’in bağlanmasını engellemektedir. Yapılan başka bir in vitro çalışmada, vajinal 

florada bulunan Lactobacillus türlerinin konsatrasyonlarına bağlı olarak, C. trachomatis 

üzerinde inhibisyon etkisinin bulunduğu kanıtlanmıştır (Nardini ve diğ, 2016). 

Lactobacillus türlerinin hela hücrelerine yapışma derecesi, türler arasında değişiklik 

göstermektedir (Şekil 1.8.) (Mastromarino ve diğ, 2014). 

 

Şekil 1.8: Lactobacillus türlerinin 1. ve 24. saatteki Hela hücreleri yüzeyine yapışması 
gösteren Gram boyama örneği (Mastromarino ve diğ, 2014)  

1.7.1 Lactobacillus acidophilus 

L. acidophilus en yaygın bilinen ve kullanılan probiyotik bir bakteridir (Ouwehand ve diğ, 

2014; Homayouni ve diğ, 2014; Vicariotto ve diğ, 2012). Hastalığa neden olan patojen 

mikroorganizmalara karşı korudukları vajen ve bağırsaklarda yaşamaktadırlar. L. 

acidophilus 0,6-0,9 x 1,5-6 µm boyutlarında, çiftler ve kısa zincirler halinde, çubuk 

şeklinde bir mikroorganizmadır. Taşıdıkları DNA'larının G+C oranı % 32-37'dir ve 

zorunlu homofermentatiftir. Mikroaerofilik olduğu için aerobik ortamda da üreyebilmekte, 

ancak %5 karbondioksit (CO2), %10 su (H2O) ve %85 azot (N) içeren anaerobik koşullarda 

daha iyi üremektedir (Robinson ve Itsaranuwat, 2005). L. acidophilus, laktosin B, laktasin 
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F, asidosin A ve asidosin B gibi bakteriyosinleri üretmektedir. Lactobacillus cinsinin 

birçok suşunun insanlarda terapötik faydaların yanı sıra profilaktik faydalar sağladığı 

gösterilmiştir (Gopal, 2011). 

1980 yılında, daha önce L. acidophilus olarak tanımlanan mikroorganizmaların oldukça 

heterojen olduğu rapor edilmiştir (Lauer ve diğ, 1980; Johnson ve diğ, 1980). L. 

acidophilus suşlarının fizyolojik özellikleri, hücre duvarının şeker deseni, üretilen laktik 

asit tipi, taşıdıkları DNA'ların G+C içeriği ve DNA homoloji değerleri açısından farklı 

olduklarını keşfetmişlerdir. Ve bu grup içerisindeki Lactobacillus cinsi mikroorganizmaları 

L. acidophilus, Lactobacillus amilovorus, Lactobacillus cripatus, Lactobacillus 

gallinarum, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus johnsonii olarak yeniden 

adlandırmışlardır (Lauer ve diğ, 1980; Johnson ve diğ, 1980).  

L. acidophilus grubu türler birbirine çok benzer türler olduklarından basit fizyolojik ve 

biyokimyasal testler ile ayırt edilmesi mümkün değildir. Dolayısıyla bu testler yakın 

akraba oldukları için L. acidophilus grubu türleri yanlış kimliklendirmektedir. Bu türlerin 

kesin olarak tanımlanabilmesi için genotipik tanımlama yöntemlerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Birden fazla moleküler karakterizasyon yöntemi uygulanarak ve sonuçları 

birleştirilerek kesin tanımlama sağlanmıştır. L. acidophilus suşlarının hücre proteinleri 

SDS-PAGE, RAPD-PCR yöntemleri kullanılarak ayırt edilmesi sağlanmıştır (Klein ve diğ, 

1998; Du Plessis ve diğ, 1995; Pot ve diğ, 1993). Bunun yanı sıra, PCR ve DNA dizileme 

yöntemleri kullanılarak kimliklendirme çalışmaları yapılmıştır. (Nour, 1998; Tilsala-

Timisjarvi ve Alatossava 1997; Schleifer ve Ludwig, 1995; Hertel ve diğ, 1993; Hensiek 

ve diğ, 1992; Collins ve diğ, 1991). 

1.7.2 Lactobacillus. crispatus 

L. crispatus, 0,8-1,6 x 2,3-11 μm boyutlarında, düz ila hafif kavisli çubuk şeklinde bir 

mikroorganizmadır ve kısa zincirler halinde bulunmaktadırlar. Zorunlu 

homofermentatiftirler ve DNA'sının G+C oranı % 35-38'dir. Vajinal florada bulunmasının 

yanı sıra insan dışkısından ve bukkal boşluklardan izole edilebilmektedirler. 

L. crispatus yapılan çalışmalarda vajinal florada Laktobasiller arasından en baskın 

türlerden biri olarak görülmektedir (Beamer ve diğ, 2017; Ventolini, 2015; Cribby ve diğ, 

2008; Larsen ve Monif, 2001). L. crispatus’ın bu baskınlığının başlıca sebepleri van der 

Veer ve arkadaşları tarafından 4 maddede sıralanmıştır (van der Veer ve diğ, 2019). 

• Vajinal mukoza yüzeyinde hücre dışı matriks (biyofilm) oluşturma yetenekleri 
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• Laktik asit, bakteriyosinler gibi antimikrobiyallerin üretimi ve ürogenital patojenlerin 

büyümesini ve/veya yapışmasını engelleyen H2O2 üretebilmeleri 

• Vajinal lümendeki ana karbon kaynağı olan glikojen gibi mevcut besinlerin verimli 

kullanımı 

• Konakçının modülasyonu -immünojenik tepkiler 

L.cripatus, normal vajinal mikrobiyotanın stabilitesini ve antibiyotik tedavisini takiben bu 

mikrobiotanın yeniden vajinal floraya hakim olmasını desteklemekte ve dolayısıyla vajenin 

bakteriyel vajinozdan korunmasında rol oynamaktadır (Petrova ve diğ, 2015; Verstraelen 

ve diğ, 2009; Cruciani ve diğ, 2015). L. cripatus suşlarının in vitro olarak üropatojenlerin 

büyümesini ve vajinal epitel hücrelerine yapışmalarını engellediği rapor edilmiştir (Şekil 

1.9.) (Kwok ve diğ, 2006; Osset ve diğ, 2001). L. cripatus'un ayrıca Neisseria gonorrhoeae 

ve C. trachomatis'in HeLa hücrelerine yapışmasını azalttığı gösterilmiştir (Mastromarino 

ve diğ, 2014; Vielfort ve diğ, 2008). 

 

Şekil 1.9: L. crispatus 1.(A) ve 24.(B) saatteki vajinal epitel hücreleri yüzeyine 
yapışmasını gösteren Gram boyama örneği (Kwok ve diğ, 2006) 

1.7.3 Lactobacillus jensenii  

Lactobacillus jensenii, vajen mikrobiyotasına hakim olan Lactobacillus türlerinden en 

yaygın bulunan türlerden biridir (Beamer ve diğ, 2017; Cribby ve diğ, 2008). Vajinal 

mikrobiyotanın yanı sıra mesane mikrobiyotasında da bulunmaktadır (Thomas-White ve 

diğ, 2018). L. jensenii'nin, vajen ve kadın mesanesindeki üropatojen E. coli'nin de dahil 

olduğu patojen bakterilerin kolonizasyonunu önleyen bakterisidal bir etkiye sahip olduğu 

bulunmuştur (Kalyoussef ve diğ, 2012). L. jensenii'nin mesaneden sadece iki suş 
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karakterize edilmişken Putonti ve arkadaşları kadınlardan alınan idrar örneklerinden 11 

yeni L. jensenii suşu tanımlamışlardır( Thomas-White ve diğ, 2018; Putonti ve diğ, 2019). 

L. jensenii anaerobik olarak glikojeni metabolize etmektedir. Gebelikte artan östrojen 

seviyesi L. jensenii metabolizmasına etki ederek glikojen artışına neden olmaktadır. Bu da 

asidik vajinal ortama katkıda bulunmaktadır. Bu asidik ortamın, erken doğuma neden 

olabilen enfeksiyonları önlemek için doğal bir mekanizma olduğu ve bakteriyel vajinoza 

neden olan bakterilerin üremesini baskıladığı belirtilmiştir (O'Hanlon ve diğ, 2011). L. 

jensenii karaciğerden aynı zamanda üst gastrointestinal sistemdeki gıdaların sindirimine 

yardımcı olan hidrolaz salınımına neden olan enzimler ürettiği düşünülmektedir. L. jensenii 

ayrıca Lactacin F üreterek bu protein sayesinde diğer Lactobacillus ve Enterococcus 

bakterilerinin popülasyonunu azaltmaktadır. L. jensenii aynı zamanda fermente gıdaların 

üretiminde kullanılımaktadır. L. jensenii, anne sütünün sindirimini iyileştirmek için 

yenidoğanların tedavisinde kullanılabilmektedir (Prince ve diğ, 2014). 

1.7.4 Lactobacillus gasseri  

L. gasseri, vajinal mikrobiyomu oluşturan Lactobacillus türlerinin yine en yaygın 

bulunanlarından biridir. L. gasseri, 0,6-0,8 x 3,0-5,0 μm boyutlarında, kısa zincirler halinde 

bulunan çubuk şekilli bir mikroorganizmadır. Zorunlu heterofermentatiftirler. Arginini 

hidrolize etmemektedirler ve DNA'larının G+C oranı % 33-35'tir. Vajinal florada ve ağız 

florasında bulunmaktadırlar (Gülel, 2014). Kadınların yaklaşık %75'inde bulunduğu 

düşünülen en baskın Lactobacillus türlerinden, L. gasseri'nin zaman içinde en istikrarlı 

topluluk olduğu ve nadiren diğer türlere geçiş yaptığı düşünülmektedir (Gajer ve diğ, 2012; 

Boris ve Barbés, 2000). Dolayısıyla taşıdığı bu istikrar sebebiyle konağı patojenlere karşı 

koruma mekanizmasının aydınlatımasının önemli olduğu düşünülmektedir. 

Epitel hücreleri öldüğünde ve döküldüğünde salınan, vajinal epitel hücrelerinin yüzeysel 

ve ara tabakalarında depolanan ana karbonhidrat glikojendir. Konakçıdan α-amilaz 

salgılanmasıyla, vajinal mikroflorayı oluşturan L. gasseri muhtemelen bir karbon kaynağı 

olarak glikojeni kullanabilmektedir (Anderson ve diğ, 2014; Spear ve diğ, 2014). Yapılan 

çalışmalarda L. gasseri’nin Trichomonas vaginalis'in insan vajinal hücrelerine yapışmasını 

önemli ölçüde engellediği bulunmuştur (Phukan ve diğ, 2018). L. gasseri’nin aynı 

zamanda biyofilm oluşumuyla ilgili genlerin ekspresyonunu azaltarak, Candida albicans'ın 

kolonizasyonunu önemli ölçüde inhibe ettiği bulunmuştur (Matsuda ve diğ, 2018). 
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1.7.5 Lactobacillus fermentum  

L. fermentum en çok probiyotik özelliğiyle bilinmektedir. L. fermentum vajende ve 

bağırsakta baskın bir mikroflora elemanıdır. Dolayısıyla, bağırsak ve vajende probiyotik 

olarak kullanılabilinmektedir. L. fermentum, çoğu Lactobacillus türü gibi laktik asit, kısa 

zincirli yağ asitleri, bakteriyosin, biyosürfaktanlar ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi 

inhibitör bileşikler üreterek bağırsaktaki ve vajendeki patojenik enfeksiyonları 

engelleyebilmektedirler. (Kaur ve diğ, 2013; Anukam ve Reid, 2007; Boris ve Barbés, 

2000). L. fermentum, patojen mikroorganizmalarla besin için rekabet içerisine girmek, 

bağırsak ve vajinal epitel hücre yüzeylerine yapışarak patojenlerin bu yüzeylere 

yapışmasını engellemek ve bağışıklık sistemini uyarmak yoluyla antimikrobiyal aktivite 

göstermektedir (Stöber ve diğ, 2010; Lebeer ve diğ, 2008; Reid ve Burton, 2002). Yapılan 

bir klinik çalışma, L. fermentum sağlıklı insanlarda bağırsak patojenlerini azaltmış ve 

probiyotik mikroorganizma miktarını artırmıştır (Shieh ve diğ, 2011). Probiyotik 

mikroorganizmaların oral olarak kullanımı, vajinal mikrobiyotanın normalleşmesini 

sağlamıştır (Vitali ve diğ, 2012). Yapılan başka bir çalışmada,  L. fermentum suşunun E. 

coli ve Gardnerella vaginalis ile aynı ortamda tutulması sonucu L. fermentum’un bu türler 

üzerine inhibe edici etkisi gözlenmiştir (Şekil 1.10) (Kaewnopparat ve diğ, 2013).  

 

Şekil 1.10: (A) E. coli  ve (C) G. vaginalis’in  L. fermentum suşu ile muamele edildikten 
sonra ok ile gösterilen yerlerdeki hasar görmüş (B) E. coli  ve (D) G. vaginalis’in Taramalı 

Elektron Mikroskobu (SEM) görüntüleri (Kaewnopparat ve diğ, 2013). 
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L. fermentum insanda immünolojik yanıtı arttırdığı ve ayrıca toplumsal kaynaklı 

gastrointestinal ve üst solunum yolu enfeksiyonlarını önlediği düşünülmektedir. L. 

fermentum gıda koruyucu madde olarak kullanılabilmekte va antibiyotiklere alternatif 

olarak uygulanabilen çeşitli ve güçlü antimikrobiyal peptitler üretmektedir. Ayrıca, bu 

mikroorganizma kan dolaşımı kolesterol seviyesini düşürebilmekte ve insanlar arasında 

karaciğer hastalığı ve kolorektal kanseri önlemeye yardımcı olabilmektedir (Naghmouchi 

ve diğ, 2020). Son olarak, L. fermentum hamur teknolojisinde aroma, doku veya sağlığı 

destekleyen hamur bileşenlerine katkıda bulunan önemli bir mikroorganizmadır. Tüm bu 

gıda teknolojisiyle ilgili kullanılabilirliği yeni gıda maddeleri geliştirmek ve yem ve gıdada 

antibiyotik kullanımını sınırlamak için kullanılmıştır (Naghmouchi ve diğ, 2020).   

1.7.6 Lactobacillus iners 

L. iners de yukarıda bahsedilen diğer Laktobasiller gibi normal vajinal floranın önemli bir 

parçası olan Lactobacillus türüdür (Jakobsson ve Forsum, 2007). L. iners’in 

identifikasyonu ve vajinal flora içerisindeki biyolojik aktivasyonu ile ilgili özellikle son 

birkaç yılda yapılan çalışmalar yoğunluktadır. L. iners’in bakteriyel vajinosis gibi vajinal 

disbiyoz durumunda da varlığı saptandığından vajinal sağlıktaki rolü belirgin değildir. L. 

iners, simbiyotik veya parazitik bir yaşam tarzının göstergesi olan yaklaşık 1 Mbp olan 

küçük bir genoma sahiptir (Petrova ve diğ, 2017).  

L. iners'in konak mikrobiyotası için faydalı yada zararlı olduğu konusunda pek çok 

tartışma vardır. Yapılan bir çalışmada L. crispatus'un egemen olduğu vajinal mikrobiotaya, 

menstrüasyon sırasında L. iners'in egemen olduğu bildirilmiştir (Gajer ve diğ, 2012). 

Dolayısıyla burada L. iners'in, vajinal mikrobiyotanın iyileşmesine katkıda bulunan bir tür 

olduğu bildirilmiştir (Srinivasan ve diğ, 2010). Ayrıca, L. iners'in baskın olduğu vajinal 

mikrobiotaya sahip gebe kadınların çoğu olumsuz gebelik sonucu olmadan vaktinde 

doğum yaptıkları rapor edilmiştir (Kindinger ve diğ, 2017, Petricevic ve diğ, 2014) 

1.8 Vajinal Savunma Mekanizmaları 

1.8.1 Laktik asit üretiminin önemi (vajinal pH) 

Sağlıklı üreme çağındaki kadınlarda, vajinal mikrobiyom, genellikle, Lactobacillus 

cinsinin baskınlığını gösterir (Ravel ve diğ, 2011). Vajinal mikrobiotayı oluşturan 

Lactobacillus türlerinin baskın olduğu duruma Vajinal öbiyoz denmekle beraber, 

bakteriyel vajinoz gibi çoklu anaerobların aşırı büyümesi ile karakterize olan duruma ise 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/anaerobe
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vajinal disbiyoz denmektedir. Laktik asitlerin antimikrobiyal etkileri, dissosiye olmamış 

yapıya sahip olmaları ve pH’yı düşürme özellikleri ile sağlanmaktadır (Erkmen ve 

Bozoğlu, 2008a, 2008b). Doğal olarak yada probiyotik olarak vajende bulunan 

Lactobacillus türleri laktik asit üreterek vajinal pH’yı düşürür ve ortamın asitliğini 

arttırmaktadır. Dolayısıyla vajinal disbiyoz durumunda, patojen mikroorganizmaları 

öldürerek öbiyoz oluşturmaktadır (Tachedjian ve diğ, 2017). L. crispatus tarafından elde 

edilen asitlik, L. iners , L. jensenii ve L. gasseri ile karşılaştırıldığında en yüksektir (Ravel 

ve diğ, 2011). Vajinal disbiyoz durumunda vajende orta düzey Laktobasil yükü (orta 

mikrobiyota) ya da Laktobasil içermeyen (bakteriyel vajinoz, BV) polimikrobiyal 

popülasyonların varlığı gözlenmektedir (Ravel ve diğ, 2011; Ling ve diğ, 2010; Nugent ve 

diğ, 1991).  

Laktobasillerin varlığıyla doğru orantılı olan laktik asit üretimi, vajinal mikrofloranın 

faydalı aktivitesi olarak kabul edilir. Laktik asitin varlığı ve konsantrasyonu, sırasıyla 

patojen mikroorganizmaların dışlanmasını sağlamakta ve vajinal sağlığın önemli bir 

biyolojik belirteci olarak görülmektedir. Vajinal pH’nın düşmesi patojen 

mikroorganizmaların fazla enerji harcamasına, protein denatürasyonuna, canlılık kaybına 

ve DNA’larının bozulmasına neden olmaktadır. Dolayısıyla pH düşüşü hücresel 

bileşenleri, yapıları ve hücre içi fonksiyonları etkilemektedir. Vajinal pH, genital 

enfeksiyonların teşhisi için yaygın olarak kullanılmaktadır ve dolayısıyla vajinal sağlığın 

başka bir göstergesidir. Vajinal pH, bakteriyel vajinosis ve trikomonas vajiniti 

hastalıklarında yüksek miktarda artarken vajinal kandidiyazis durumunda azalmaktadır 

(Nenadic ve Pavlovic 2015; Ryu ve Min 2006). Bazı çalışmalarda Laktik asitin, C. 

trachomatis ve HIV-1 gibi çok çeşitli üreme yolu patojenlerini etkisiz hale getirebildiği 

bildirilmektedir (Gong, 2014; Aldunate ve diğ, 2013). 

1.8.2 Bakteriyosinler 

Vajinal floraya hakim Lactobacillus türlerinin vajinal epitel yüzeyi kontrol edebilen 

antimikrobiyal metabolitler üretebildiği bilinmektedir. Bakteriyosinler, diğer bakterilere 

karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip, biyoaktif bakteriyel peptitler veya proteinler grubu 

antimikrobiyal metabolitlerdir (Gaspar ve diğ, 2018). Yakından ilişkili türlere (dar 

spektrum) veya cinslere (geniş spektrum) karşı bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye 

sahip moleküllerdir (Cotter ve diğ, 2005; Klaenhammer, 1993). Bakteriyosinler, hücre 

duvarı biyosentezini inhibe ederek ve/veya gözenek oluşumu yoluyla zarın yapısı bozarak 
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hücre ölümüne yol açmaktadır (Mills ve diğ, 2011). Hem Gram pozitif hem de Gram 

negatif bakteriler tarafından üretilmektedirler. Özellikle laktik asit bakterileri, 

ribozomlarda bu antimikrobiyal peptitleri ve proteinleri üretmektedirler (Muriana ve 

Klaenhammer, 1991).  

Bakteriosin terimi, ilgili bakteriler üzerinde antimikrobiyal  olarak aktif olan ancak üretici 

hücreye zarar vermeyen toksik bir protein veya peptid olarak tanımlanmıştır. 

Bakteriyosinler üretildikleri mikrooganizma türüne göre adlandırılmaktadır. Örneğin, E. 

coli tarafından üretilen, ilk tanımlanan bakteriyosine kolisin adı verilmiştir. Öncesinde 

Pseudomonas pyocyanea olarak tanımlanan şimdi P. aeruginosa olarak bilinen bakteriden 

üretilen bakteriyosine piyosin, Enterobacter cloacae'den üretilen bakteriosine kloasin,  

Klebsiella'dan üretilen bakteriosine klebisin, Lactococcus'tan üretilen bakteriosinlere 

laktokokin, Staphylococcus'tan üretilen bakteriosinlere stafilokoksin denmektedir 

(Karpiński ve Szkaradkiewicz, 2016; Lagos, 2013). Bakteriyosinler Şekil 1.11.’da 

gösterildiği gibi 3 mekanizma yoluyla sağlıklı vajinanın florasının stabilizasyonunu 

sağlamaktadır. Bakteriyosinler, bir probiyotiğin yerleşik mikrobiyota ile rekabetini 

kolaylaştırarak kolonize edici peptitler olarak hareket edebilmektedir. Patojenleri doğrudan 

ortadan kaldırarak öldürme işlevi görebilirler. Aynı zamanda bağışıklık sistemine sinyal 

gönderen peptitler olarak hizmet edebilirler (Dobson ve diğ, 2012). 

 

Şekil 1.11: Bakteriyosinlerin vajinal floraya katkıda bulunduğu mekanizmanın grafiksel 
çizimi (Dobson ve diğ, 2012). 
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Bakteriyosinler sahip oldukları antimikrobiyal aktivitelerden dolayı, tıpta, eczacılıkta,  

patojenik çoklu ilaca dirençli suşların neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılmaktadır. En büyük ve şimdiye kadar en iyi tanınan bakteriyosin grubunu laktik 

asit bakterileri üretilen bakteriyosinlerdir.  40'tan fazla ülkede, süt ürünleri, peynirler, et, 

balıklar, salatalar ve konserve gibi yiyeceklerde gıda koruyucu maddesi olarak 

kullanılmaktadır (Karpiński ve Szkaradkiewicz, 2016). 

1.8.3 Hidrojen peroksit (H2O2)  

Hidrojen peroksit (H2O2), çoğunlukla Lactobacillus türleri tarafından farklı derecelerde 

üretilir ve vajinal sağlığın önemli bir göstergesidir. Dolayısıyla H2O2 genital sistem 

patojenlerine karşı koruma sağlayan önemli bir antimikrobiyal bileşiktir ve çoğu zaman 

patojenlerin girişini önleyen birilcil mekanizmadır.  (Zheng ve diğ, 2019; Aldunate ve diğ, 

2015;  O’Hanlon ve diğ, 2013). Çoğu Lactobacillus türü oksijen varlığında sahip oldukları 

flavoprotein oksidaz enzimi ile H2O2 üretmektedir (Yang, 2000; Erkmen ve Bozoğlu, 

2008b). Bununla birlikte Lactobacillus türleri nikotinamid adenin hidroksi dinükleotid 

(NADH) peroksidaz enzimleri ile H2O2 üretmektedirler (Yang, 2000). Lactobacillus türleri 

katalaz enzimine sahip olmadıkları için H2O2 ortamda birikmektedir. H2O2, patojen 

mikroorganizmanin glikoz taşıma sistemini, hekzokinaz aktivitesini ve gliseraldehit-3-

fosfat dehidrogenaz enzimlerini inhibe etmektedir (Akpınar ve Kılıç, 2012). H2O2 bakteri, 

maya, küf ve virüsler üzerinde etkilidir (Erkmen ve Bozoğlu, 2008b). Yapılan çalışmalarda 

H2O2‘nin C. albicans’a karşı inhibitör etkisini rapor edilmiştir (Larsen ve White, 1995; 

Lenander-Lumikari, 1992). 

1.9 Vajinal Enfeksiyon Çeşitleri 

1970'lerden önce kullanılan izolasyon tekniklerinin zayıflığı, kadın genital yollarının 

normal florasının ana bileşenlerini ve enfeksiyon etkeni patojen mikroorganizma olan 

anaerobik bakterilerin tespitini güçleştirmiştir. Bakteriyel vajinozis ilk olarak 1955'te 

Gardner ve Dukes tarafından tanımlanmıştır. Gardner ve Dukes vajinal akıntının bakteriyel 

vajinozisle ilgili özgün klinik belirti ve semptomlarını tanımlamıştır. Ayrıca, "Haemophilis 

vaginalis" adını verdikleri ve daha sonra Gardnerella vaginalis adını verdikleri "yeni" bir 

etken organizma tanımlamışlardır (Gardner ve Dukes, 1955). Anaerobik bakteriler daha 

önce tanımlanmış olsa da, Gorbach ve arkadaşlarının çalışmasıyla rapor 

edilmiştir (Gorbach ve diğ, 1973). Gorbach ve arkadaşları üreme çağındaki kadınların 
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vajinal florası ölçümlerinde anaerobik bakterilerin aerobik bakterilere oranının yaklaşık 

10:1 oranında olduğunu göstermiştir. Ergen kadınlarda anaerobik bakteri prevalansının 

daha yüksek olduğu görülse de, ilerleyen yaş, cinsel aktivitenin başlangıcı ile aerobik 

bakterilerin daha çok olduğu görülmüştür (Gorbach ve diğ, 1973). Östrojen replasman 

tedavisi alan veya almayan menopoz sonrası kadınlar üzerinde yapılan bir araştırmada ise, 

bu tür bir tedavinin fakültatif organizmalar üzerinde hiçbir etkisi olmadığını 

bulmuştur. Bunun yanı sıra, bu çalışmada anaerobik izolatlar, bu tür tedaviyi alan kadınlar 

arasında daha az yaygın olma eğiliminde olduğu gösterilmiştir. Ancak istisna olarak, 

östrojen tedavisi alan kadınların dokularında anaerobik laktobasillerin daha yaygın olduğu 

görülmüştür (Gopplerud  ve diğ, 1976). Aynı zamanda sırasıyla Ohm ve Galask, Galask ve 

arkadaşları ve Hill anaerobik bakterilerin hem sağlığın korunmasında hem de hastalığa 

neden olmadaki rolünü daha açık bir şekilde tanımlamışlardır (Hill, 1980; Galask ve diğ, 

1976;  Ohm ve Galask 1975). 1977'de Bartlett, menstrual döngü boyunca aralıklarla beş 

gönüllüden toplanan örnekler üzerinde kantitatif bakteriyoloji yapmıştır (Bartlett ve diğ, 

1977). Anaerob konsantrasyonlarının menstrual döngü boyunca nispeten sabit seviyelerde 

bulunduğunu, ancak aerobik bakteri konsantrasyonlarının menstrüasyon öncesi haftada 

azaldığını bulmuştur (Sautter ve Brown, 1980). Son yıllarda yapılan çalışmalarda vajinal 

enfeksiyona neden olan anormal vajinal ortamı ve bu ortama neden olabilecek 

mikroorganizma türünün dengesizliği yada patojenitesiyle ilgili daha belirgin sonuçlar elde 

edilmiştir. Bunlardan en belirgin ve yaygın olanları, Bakteriyel Vajinoz (BV), 

Lenfogranuloma venereum (LGV), Trikomonas vajiniti ve Vajinal Kandidiyazistir. 

1.9.1 Bakteriyel vajinoz (BV) 

Normal ve anormal vajinal mikrobiyota henüz tam olarak anlaşılamakla beraber, vajinal 

mikrobiota genetik, çevresel, etnik ve davranışsal faktörlerden etkilenen bir ekosistemdir. 

200'den fazla bakteri türü, kommensal, geçici ve endojen, vajeni kolonize etmekte ve 

vucudun diğer mikrobiyotalarından etkilenmektedir (Mendling, 2016). Laktobacillus 

türleri esas olarak vajinal mikrobiyotaya hakim olup enfeksiyonlara karşı bir savunma 

sistemi oluştursa da istenmeyen enfeksiyon durumları gerçekleşebilmektedir.  

Bakteriyel vajinoz (BV), dünya çapında doğurganlık çağındaki kadınlarda yaygın olarak 

görülen ve cinsel yolla bulaşan vajinal enfeksiyon hastalığıdır ve vajinal enfeksiyonların 

1/3’ünü oluşturmaktadır (Kamga ve diğ, 2019). Yapılan çalışmalarda BV prevelansı % 26-

29 arasında değişmektedir (Koumans ve diğ, 2007; Kamga ve diğ, 2019). Etiyolojisi tam 
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olarak bilinmemekle beraber, üreme çağındaki kadınlarda, olumsuz cinsel sağlık ve üreme 

sağlığı sonuçlarıyla ilişkili polimikrobiyal vajinal bir hastalıktır. BV, ya asemptomatik ya 

da semptomatik olarak sınıflandırılabilmekte ve vajenin normal mikrobiotasının 

bozulmasıyla meydana gelmektedir (Brotman, 2011). Vajinal floraya hakim olan 

Lactobacillus türlerinde bir azalma ve aynı zamanda tek başına veya kombinasyon halinde 

fakültatif ve anaerobik bakterilerin aşırı üremesiyle karakterizedir. Aşırı üreyen bu 

bakterilere Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, Atopobium vajina, Prevotella, 

Peptostreptococcus, Mobiluncus, Sneathia, Leptotrichia, Propıonıbacterıum, 

Fusobacterium, Veillonella spp Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum , 

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Bifidobacterium spp., Fusobacterium spp. ve 

Enterobacteriaceae üyeleri örnek verilebilmektedir. Bu mikroorganizmalar genellikle 

sağlıklı vajinal florada az oranda bulunmakla birlikte sayısındaki orantısızlık BV belirteci 

olarak görülmektedir (Şekil 1.12.) (Kamga ve diğ, 2019). 

BV, çevresel ve genetik faktörlerden etkilenmektedir (Verstraelen ve diğ, 2009). Bununla 

birlikte kadınlardaki östrojen seviyesi azaldığında, vajinal laktobasillerin sayısı ve 

çeşitliliği etkilenir ve bu da bazı kadınlarda vajinal enfeksiyonlar için bir risk faktörü 

oluşturmaktadır. BV uzun süredir G. vaginalis'in varlığı ile ilişkilendirilmiştir. Şimdiye 

kadar dört farklı G. vaginalis suşu tanımlanmıştır, bunlardan sadece ikisi BV belirteci ve 

yalnızca biri BV'li kadınlarda baskın olduğundan bu mikrorganizmanın varlığı BV'nin ön 

koşulu olarak değerlendirilmemektedir (Jayaprakash ve diğ, 2012). Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda, tek başına hiçbir suşun BV'nin nedeni olmadığı belirtilmekle beraber, BV ile 

ilişkili bakterilerin tamamı henüz tam olarak tanımlanmamştır. (Marrazzo ve diğ, 2012; 

Hillier ve diğ, 2010). Bununla ilgili yapılan bir çalışmada, L. iners varlığının BV ile güçlü 

bir şekilde ilişkili olduğunu ortaya konmuştur. L. iners normal vajinal mikrofloranın 

elemanı olduğu halde, varlığı normal mikrobiyotadan anormal mikrobiyotaya geçişle güçlü 

bir şekilde bağlantılıdır. Öte yandan, L.cripatus'u vajinal florada taşıyan kadınların, BV 

geliştirme riski diğerlerine göre önemli ölçüde daha azdır (Fredricks ve diğ, 2005). 

1.9.2 Lenfogranüloma venereum (LGV) - Chlamydia trachomatis vajiniti 

Lenfogranuloma venereum (LGV), Chlamydia trachomatis'in neden olduğu, lenf bezleri ve 

vajinal bölgede inflamasyon ile karekterize olan cinsel yolla bulaşan bir hastalıktır. 3-30 

günlük bir kuluçka döneminin ardından seyir gösteren ciddi bir vajinal enfeksiyondur 

(Biruni Laboratuvarı, 2016). C. trachomatis, dünya çapında özelikle sanayileşmiş ve 
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gelişmekte olan ülkelerde cinsel yolla bulaşan enfeksiyonların (CYBE) en önde gelen 

nedenlerinden biridir ve önemli morbidite oranına sahiptir. C. trachomatis, zorunlu hücre 

içi bakterisidir ve dünya genelinde yılda 100 milyondan fazla yeni vakaya sebep 

olmaktadır (Senior, 2012). C. trachomatis'in sebep olduğu CYBE'lerin çoğu 

asemptomatiktir ve bu nedenle tedavi edilmeden bırakılmaktadır. Tedavi edilmeyen 

klamidyal enfeksiyon, özellikle genç kadınlarda hem bulaşa hem de assendan enfeksiyon 

ile ciddi pelvik inflamatuar hastalık, infertilite, ektopik (dış) gebelikler ve erken doğumlar 

gibi ciddi durumlara neden olmaktadır (Stamm, 1999; Haggerty ve diğ, 2010; Gencay ve 

diğ, 1997, 2001). C. trachomatis enfeksiyonu, yenidoğanlarda erken doğum, düşük doğum 

ağırlığı, konjonktivit, nazofaringeal enfeksiyon ve pnömoni gibi ciddi hastalıklarla 

sonuçlanabilmektedir (Stamm, 1999). 

Şimdiye kadar, C. trachomatis'in oluşturduğu hastalığın patogenezinden sorumlu 

tutulabilecek toksin ya da herhangi bir virülans faktörü tanımlanmamıştır. Chlamydia 

enfeksiyonlarının tipik özelliği, konakta çoğu kez persistan (yavaş gelişen) enfeksiyonlara 

yol açmasıdır. Chlamydia’lar doğal konaklarında daha çok subklinik (belirti göstermeyen) 

enfeksiyonlara yol açmaktadırlar. Chlamydia enfeksiyonlarında mikroorganizmaya karşı 

çeşitli antikorlar oluşturulsa da bu antikorların tekrarlayıcı enfeksiyonlara karşı koruyucu 

özellikleri çok az ve kısa sürelidir (Biruni Laboratuvarı, 2016). 

C. trachomatis iki farklı bakteri formuna sahip özgün bir gelişim döngüsü göstermektedir. 

Temel beden (elementary body-EB) bulaşıcıdır ve bölünmez, ancak ağsı beden (reticulate 

body-RB) bulaşıcı değildir ve replikatiftir (Moulder, 1991). Hücrelere bağlanma ve 

penetrasyondan sonra, EB'ler fago-lizozomal füzyondan kaçan vakuollerin içinde kalır. 

İnklüzyonlar olarak adlandırılan bu vakuoller içinde, EB'ler birkaç dönüşümden sonra 

RB'lere farklılaşır. EB'lerin aksine, RB'ler daha büyük, metabolik olarak daha aktif, daha 

az sıkıştırılmış ve binary fizyonla bölünebilme yeteneğine sahiptir. C. trachomatis, 

enfeksiyondan yaklaşık 18 saat sonra, binary fizyonla RB'lere farklılaşmaktadır. 

Enfeksiyondan 48-72 saat sonra ise ya ekzositoz ya da hücresel lizis yoluyla hücreden 

atılacak olan EB'lere farklılaşmaktadır (Şekil 1.12.) (Wyrick, 2000).  

1.9.3 Trikomonas vajiniti 

Trikomonas vajiniti dünya çapında yaygın olarak cinsel yolla bulaşan hastalıklardan 

biridir. Kadınları menarş sonrası dönemde etkiler ve yılda yaklaşık 143 milyon vaka sayısı 

ile karakterizedir (WHO, 2015). Kadınlarda amniyotik membranın erken rüptürüne neden 
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olduğu için, erken doğuma ve düşük doğum ağırlıklı bebeklerin doğmasına neden 

olmaktadır (Cotch ve diğ, 1997; Hardy ve diğ, 1984; Minkoff ve diğ, 1984). Kadınlarda 

İnsan immun yetmezlik sendromu (HIV) enfeksiyona eğilimin artmasına neden olmaktadır. 

Aynı zamanda servikal kanser gelişimi ile ilişkilendirilmektedir (Stark ve diğ, 2009; Laga 

ve diğ, 1993; Gram ve diğ, 1992).  

Trichomonas vaginalis, trikomonas vajinitine sebep olan, konakçı vajinal hücrelerin 

yüzeyine yapışan hücre dışı parazitik bir protozoondur. T. vaginalis’in vajinal epitel 

hücresine yapışması, enfeksiyonu başlatmak için kritik öneme sahiptir. Bu nedenle, bu 

kamçılı protozoon morfolojik değişikliğe uğrayarak serbest yüzen bir oval şekilden 

konakçıya yapışan bir amoeboid şekle dönüşmektedir (Elmendorf ve diğ, 2010; Rendón-

Maldonado ve diğ, 1998; Gonzalez-Robles ve diğ, 1995). Kadınlarda T. vaginalis’in sebep 

olduğu enfeksiyonlar % 80 oranda asemptomatiktir ve yani hiçbir belirti vermez ve rutin 

jinekolojik muayene sırasında tesadüfen saptanabilmektedir. 

1.9.4 Vajinal kandidiyazis  

Vajinal Candida, % 37'lik bir oranla en sık görülen Candida enfeksiyonu türü olmakla 

birlikte, toplamda 368 milyon dolar maliyetle ekonomik yüke sebep olan bir hastalıktır.  

(Benedict ve diğ, 2019). Yapılan araştırmalarda, vajinal kandidiyazisin 100.000 kadında 

3871 küresel yıllık prevalansla tüm dünyada yılda yaklaşık 138 milyon kadını etkilediğini 

bildirilmektedir (Denning ve diğ, 2018). Ülkemizde ise hastanede yatan hastalarda fungal 

enfeksiyonların sıklığı son 20 yılda belirgin şekilde artmıştır (Karakoç, 2019). Yatan 

hastalarda yoğun bakım ünitesi de dahil olmak üzere %12.5 oranında mantar enfeksiyonu 

saptanmıştır. Mantar enfeksiyonlarının 1/3’ü yoğun bakım ünitesinden izole edilmiştir 

(Özçetin ve diğ, 2009).  

Kadınların en az % 75'i hayatlarında bir kez vajinal kandidiyazis enfeksiyonu 

geçirmektedir. Vajinal kandidiyazise neden olan en yaygın mantar türü Candida albicans 

olup bunu non-albicans Candida türleri takip etmektedir (İlkit ve Güzel, 2011). Vajinal 

kandidiyazis vakalarının % 85-90'ından fazlası esas olarak C. albicans' tan, ardından % 4-5 

ile C. glabrata'dan ve daha azı ise C. tropicalis ve C. parapsilosis'ten kaynaklanmaktadır 

(Jeanmonod ve Jeanmonod, 2019; Pappas ve diğ, 2009). Vajinal kandidiyazis vakalarının 

çoğunda bulunan C. albicans ve C. glabrata izolatlarının diğer Candida türlerine göre 

antifungal ilaç direncinin daha yüksek olduğu saptanmıştır. Son yıllarda non-albicans 

türlerin ve antifungal direnç oranlarının artması sebebiyle de tedavi güçleşmekte ve uzun 
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vakit almaktadır. Uzun süren tedavi süreci için dünya çapında her yıl milyonlarca dolar 

harcanmakta ve ayrıca hastalar antifungal ajanların ağır yan etkilerine de maruz 

kalmaktadır. Vajinal kandidiyazis tüm dünyada yaygın olarak rastlanılan yıllık % 30-50 

insidansa sahip bir hastalıktır. 

Vajinal kandidiyazis genellikle üreme çağındaki kadınlarda görülmektedir (Jeanmonod ve 

Jeanmonod 2019; Fong, 1996). Kontrolsüz diyabet, yüksek östrojenli kontraseptiflerin 

kullanımı, steroidler ve geniş spektrumlu antibiyotikler gibi çeşitli faktörler kadınları 

vajinal kandidiyaza yatkın hale getirmektedir (Jeanmonod ve Jeanmonod 2019). Vajinal 

kandidiyaz tedavisinde imidazol antifungaller (butokonazol, klotrimazol, mikonazol), 

triazol antifungaller (flukonazol, terkonazol) ve polien antifungaller (nistatin) intravajinal 

veya oral yoldan kullanılmaktadır (Pappas ve diğ, 2016; Soong ve Einarson 2009; Fong, 

1996). 
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Şekil 1.12: a) Normal vajinal floradan (Parallel Universe, 2021) b) Vajinal kandidiyazisli 
hastadan (Newman, 2011), c) Bakteriyel vajinozisli hastadan (Fujisaki, 2020) d) 

Trikomonas vajiniti hastadan (Wikimedia Commons, 2019) e) C. trachomatis vajiniti 
hastadan alınan (Toth, 2021) örneklerin karşılaştırmalı Gram boyama sonrası görüntüleri. 

1.9.4.1 Candida albicans  

Candida albicans, ağızda, bağırsak sisteminde ve vajende (vajinal kandidiyazis) 

enfeksiyona neden olabilen mantar türüdür. Aynı zamanda cilt ve diğer mukoza zarlarını 

etkileyebilmektedir. Konak bağışıklık sistemi iyi bir şekilde çalışıyorsa, bu tip mantar 

enfeksiyonu çok ciddi sonuçlar doğurmamaktadır. Ancak, bağışıklık sisteminin düzgün 

çalışmadığı durumlarda Candida enfeksiyonu, kalbin veya beynin çevresindeki kan ve 
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zarlar da dahil olmak üzere vücudun diğer bölgelerine geçerek ciddi semptomlara neden 

olabilmektedir. Bu duruma ise invaziv kandidiyazis denmektedir (Kuran, 2021).  

C. albicans, vücutta olması gerektiği seviyelerde bulunduğunda besin emilimine ve 

sindirime yardımcı olan bir mantardır. Aşırı ürediğinde, tipik Candida semptomları ortaya 

çıkabilmektedir. Sindirim sisteminde, kontrol edilmediği durumlarda, bağırsak duvarlarını 

yıkarak kan dolaşımına nüfuz etmektedir. Bunun sonucunda, Candida sentezlediği 

toksinleri serbest bırakarak geçirgen bağırsak sendromuna neden olmaktadır (Kuran, 

2021).  

C. albicans, hücresel yüzeyi oval, 2-4 µm. büyüklüğe sahip, tek hücreli 

mikroorganizmalardır. Tomurcuklanarak çoğalırlar ve gram boyamada Gram pozitif olarak 

görünmektedir (Şekil 1.13.). Ayrıca, bazı suşları biyofilm oluşturmaktadır. Hücre 

duvarının %80-90'ı karbonhidratlardan oluşmaktadır. Genel olarak Saboraud Dekstroz 

besiyerinde (pH 5.6) kültürü yapılmaktadır.    

 

Şekil 1.13: A. C. albicans’ın taramalı elektron mikrograf (SEM) görüntüsü (Kunkel, 2021). 
B. C. albicans’ın Işık mikroskobundaki Gram boyama görüntüsü (Happy Science, 2021). 

Yapılan bir çalışmada C. albicans ve non-albicans Candida türleri (Candida parapsilosis, 

Candida glabrata ve Candida tropicalis)’nin karşılaştırmalı değerlendirilmesi yapılmıştır. 

Yapılan bu çalışmada C. albicans ve non-albicans Candida türlerinin Çikolatamsı agar 

üzerine inokülasyonu yapılmış, 24. ve 48. saatlerdeki koloni morfolojileri gözlenmiştir. C. 

albicans, dış sınırları boyunca filament oluşturan kremsi-gri koloniler oluştururken; non-
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albicans Candida türleri genellikle pürüzsüz, yapışkan, ipliksi olmayan koloniler 

oluşturmaktadır (Şekil 1.14.) (Sheth ve diğ, 2005). 

 

Şekil 1.14: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis’nin Çikolatamsı agar 
üzerindeki 24. ve 48. saatlerdeki koloni görüntüleri (Sheth ve diğ, 2005) 

1.9.4.2 Non-albicans Candida türleri 

Candida türlerinin oluşturdukları enfeksiyon, büyüme için uygun koşulları sağlayan 

kutanöz tabakayı ve mukoza zarını etkilemekte ve ağız, deri, vajen ve bağırsaklarda 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. Non-albicans Candida türleri, tüm mantar hastalıkların 

% 35-65'ini oluşturmaktadır. Kanser hastalarında, hematolojik maligniteleri olan hastalarda 

ve kemik iliği nakli olan hastalarda % 40-70 oranıyla daha sık görülürken, yoğun bakım ve 

cerrahi hastalarda % 35-55, çocuklarda % 1–35, ve HIV pozitif hastalarda % 0–33 oranla 

daha az görülmektedir (Krcmery ve Barnes, 2002). Mantar hastalıklarına sebep olan 

Candida türleri arasında non-albicans Candida türlerinin oranı yıldan yıla artmaktadır. 

1990'a kadar geçen yirmi yılda, non-albicans Candida türleri tüm mantar hastalıklarının % 

10-40'ına sebep olurken, 1991-1998 yılları arasında % 35-65'ini sebep olmaktadır. En 

yaygın görülen non-albicans Candida türleri % 20-40 oranla C. parapsilosis, % 10-30 
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oranla C. tropicalis , % 10–35 oranla C. krusei ve % 5–40 oranla C. glabrata'dır. Bunların 

dışındaki non-albicans Candida türleri ise insandaki mantar hastalıklarının % 1'inden daha 

azına sebep olmaktadır. non-albicans Candida türlerine bağlı ölüm oranı % 15 ile % 35 

arasındadır ve bu oran C. albicans'tan kaynaklanan ölüm oranına (% 20-40) yakındır 

(Krcmery ve Barnes, 2002). Non-albicans Candida türleri arasında, vajinal candidiyazise 

sebep olan en yaygın türler ise yine C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis ve C. 

krusei’dir (Sheth ve ark.2005). Bu nedenle tez çalışmamızda, biyoteknolojik yöntemler 

kullanılarak ürettiğimiz Mikrobiyal KS’nin C. albicans’ın yanında özellikle bu non-

albicans Candida türleri üzerindeki antifungal etkinliğine bakılmış ve aynı zamanda bu 

mantar türlerini inhibe edecek minimum Mikrobiyal KS miktarları, her bir Candida türü 

için ayrı ayrı tayin edilmiştir. 

Candida glabrata, 1 ile 4 μm boyutlarında, 37°C'nin üzerindeki sıcaklıklarda psödohif 

oluşturmayan tek Candida türüdür. C. glabrata Sabouraud dekstroz agarda diğer Candida 

türlerine benzer, parlak, pürüzsüz, krem renkli, ancak boyut olarak nispeten daha küçük 

koloniler oluşturmaktadır (Fidel ve diğ, 1999). C. glabrata insanda kommensal olarak 

yaşayan en yaygın Candida türlerinden biridir. Sağlıklı bireylerde hastalığa sebep 

olmazken, HIV/AIDS hastaları, diyabet hastaları, kemoterapi hastaları, organ nakli 

hastaları, yatan cerrahi hastaları dahil olmak üzere bağışıklık fonksiyonları baskılanmış 

kişilerde Kandidal enfeksiyonlara neden olmaktadır. Bağışıklığı baskılanmış hastalarda 

kan dolaşımına girdikten sonra genelde ürogenital sistem enfeksiyonlarına ve sistemik 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. C. glabrata, genellikle hastane kaynaklı yüzeysel (oral, 

özofagus, vajinal veya üriner) veya sistemik kandidal enfeksiyonlarına neden olmaktadır 

(Lagrotteria ve diğ, 2007; Fidel ve diğ, 1999). 

Candida tropicalis, genellikle oval şekilli, 2-10 μm büyüklüğünde, optimum 25–35 °C 

sıcaklıkta büyüyen vejetatif hücrelerdir. Kültür ortamında agar yüzeyinde kırmızı, pembe 

veya turuncu renkli pigmentler üretmektedir. Unipolar veya bipolar tomurcuklanarak 

çoğalmaktadırlar. Konidia (blastoconidia) tomurcukları, iğne şeklindeki saplarda oluşur. 

Sabourand dekstroz agar yüzeyinde krem rengi veya kirli beyazdan griye, donuk, pürüzsüz, 

yumuşak ve kremsi veya buruşuk ve pürüzlü koloniler üretmektedir. C. tropicalis, insan 

derisinde, gastrointestinal sistemde ve ayrıca kadın ürogenital sisteminde enfeksiyonlara 

neden olan en yaygın Candida türlerinden biridir (Katragkou ve diğ, 2017). Özellikle 

bağışıklığı baskılanmış kişilerde, vücudun çeşitli organlarında kandidiyazis olarak 

adlandırılan mantar enfeksiyonuna neden olmaktadır. En yaygın bulaş şekli, hastane 
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kaynaklı olup hastalar ve sağlık çalışanları arasındaki bulaşmadır. C. tropicalis epitelyal ve 

endotelyal hücre yüzeylerinde biyofilm oluşturarak ve proteaz gibi enzimatik enzimleri 

salgılayarak konak hücreye yapışmakta ve hücreye nüfuz etmektedir. Proteaz enzimleri, 

peptit bağlarını hidroliz eder ve C. tropicalis’in derin dokulara tutunmasını ve 

kolonizasyonunu desteklemektedir (Araújo ve diğ, 2017; Praneenararat, 2014). 

Candida parapsilosis, ilk olarak Ashford tarafından 1928'de keşfedilmiştir. Öncesinde 

Monilia parapsilosis olarak adlandırılmış, daha sonrasında C. parapsilosis olarak yeniden 

adlandırılmıştır. C. parapsilosis hücreleri oval, yuvarlak veya silindirik şeklinde, çoklu 

morfogenetik formlarda bulunmaktadır. Ya bir maya formunda ya da bir psödohif formda 

bulunmaktadır ve Sabouraud dekstroz agar yüzeyinde beyaz, kremsi, parlak, pürüzsüz veya 

buruşuk koloniler üretmektedir. C. parapsilosis insan derisinin tipik kommensali olsa da 

bağışıklığı baskılanmış hastalarda, yoğun bakım ünitelerinde yatan özellikle cerrahi 

hastalarında ve yenidoğanlarda sepsis, yara ve doku enfeksiyonlarına neden olmaktadır. C. 

parapsilosis, kalp cerrahisi hastalarında fungal endokardit enfeksiyonunun %17'sini 

oluşturmaktadır (Trofa ve diğ, 2008; Weems Jr, 1992).  Hidrolitik enzimlerin salgılayarak 

ve biyofilm oluşturarak patojenik özelliğini göstermektedir. C. parapsilosis, özellikle tıbbi 

cihazların yüzeylerine yapışan psödohif filamentlerinden oluşan biyofilmler 

oluşturmaktadır. Cihaz yerleştirilmesi sırasında mantarların cihaza giriş yaptığı cilt 

yüzeylerinde de biyofilm oluşumu meydana gelebilmektedir. Dolayısıyla, vücut 

dokularında hastalığın yayılmasını artıran biyofilmler oluşabilmektedir. Biyofilm 

oluşturma özellikleri antifungallere karşı direnci sağlamaktadır. Aynı zamanda aspartik 

proteinazlar (Saps), fosfolipazlar ve lipazlar gibi hidrolitik enzimler salgılayarak 

patogenezi sağlamaktadırlar (Trofa ve diğ, 2008; Nyirjesy 2005). 

Candida krusei, hücreleri oval silindirik veya uzun 2.0- 5.6x 4.0- 15 µm boyutlarında, 

fırsatçı bir mantar patojenidir. C. krusei'nin blastokonidia'ları tipik olarak 25 µm 

uzunluğunda ve genellikle "kibrit çöpü" şeklindedir. C. krusei diğer Candida türlerinden 

faklı olarak, vitamin içermeyen besiyerlerinde üreyebilmektedir. Saboraud dekstroz agar 

yüzeyindeki kolonilerini C. albicans ve diğer non-albicans Candida türlerinin oluşturduğu 

kolonilerden ayırmak güçtür. En çok hematolojik malignitesi olan hastalarda ve kan ve ilik 

nakli olan hastalarda enfeksiyona ve kolonizasyona sebep olmaktadır (Pfaller 2008). Bu tür 

diğer Candida türlerinden farklı olarak, sağlıklı kişilerin mukozal yüzeylerinden elde 

edilmemesine rağmen, vajinal kandidiyazisin önemli bir etkenidir. C. krusei önemli bir 

antifungal ajan olan flukonazole karşı doğuştan gelen bir dirençle birlikte diğer ilaçlara 
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karşı azalmış duyarlılığı bulunmaktadır (Pelletier ve diğ, 2005). Yapılan bir çalışmada, C. 

albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis ve C. krusei’nin kromojenik bir kültür 

ortamı olan Kromagar yüzeyine ekimi yapılmış ve mantar türlerinin agar yüzeyinde 

oluşturdukları koloni renleriyle kimliklendirilmesi yapılmıştır (Şekil 1.15) (Kalaiarasan ve 

diğ, 2017). 

 

Şekil 1.15: Kromagar üzerine ekimi yapılmış C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. 
tropicalis ve C. krusei kolonileri (Kalaiarasan ve diğ, 2017) 

Kromagar, 1979 yılında E. coli identifikasyonu için Dr. A. Rambach tarafından icat 

edilmiş ilk kromojenik kültür ortamıdır. Bu teknoloji renk bazlı farklılaştırma yöntemidir. 

Belirli bir enzimatik aktiviteyi hedefleyen bir substrattan ve bir kromofordan oluşan 

çözünür renksiz moleküllerden oluşmaktadır. Hedef organizmanın enzimi renksiz 

kromojenik konjugatı parçaladığında, kromofor serbest bırakılır. Konjuge olmayan 

formunda, kromofor kendine özgü rengini sergilemektedir. Bu besiyerinde, belirli 

mikroorganizmaların kolonileri bir bakışta renklerinden tanınabilmektedir (DRG, 2009).  

Tüm bu veriler ışığında, vajinal mikrofloraya hakim Lactobacillus türlerindeki çeşitli 

değişiklikler enfeksiyonla sonuçlanabilmekte, ve vajinal dokunun ekstrasellüler 

matriksinde bulunan KS’nin de fonsiyonel yapısını bozarak buradaki etkinliğini 

azaltabilmektedir. Bu nedenle, biyoteknolojik yöntemlerle oluşturduğumuz rekombinant 

bakteri kaynaklı Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinliği çalışılmıştır. Mikrobiyal KS’nin 

her hangi bir yan etkiye sahip olmaması, tamamen biyouyumlu, toksik olmayan ve 
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antialerjik özelliklere sahip olması, mevcut hayvansal kaynaklı yada sentetik KS’lere göre 

ciddi avantaj sağlamaktadır. Çalışmamızın sonucunda antifungal aktivitesi belirlenen 

Mikrobiyal KS hem vajinal bağ dokudaki GAG yapısını destekleyecek hem de burada 

oluşabilecek muhtemel Candidal enfeksiyonlarının önüne geçebilecektir. 

1.10 Antifungal Ajanlar ve Etki Mekanizmaları 

Antimikrobiyaller, bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmaların varlığını azaltma 

gücüne sahip, aynı zamanda enfeksiyon hastalıkları tedavisinde kullanılabilen maddeleri 

tanımlamak için kullanılmaktadır. Patojen mikroorganzimalar, vücuda girip üremeye 

başladıklarında ve sağlıklı bakterileri dışarıda tuttuklarında veya normalde steril olan 

dokularda üremeye başladıklarında hastalıklara ve enfeksiyonlara neden olmaktadırlar. 

Mikroorganizmaların çoğalmasını sağlayan ana süreçler, hücre duvarı sentezi, hücre zarı 

işlevi, protein sentezi, nükleik asit sentezi vb. işlevlerdir. Dolayısıyla tüm bu süreçler 

antifungaller için önemli hedeflerdir. Bu nedenle, bu süreçlere farklı şekillerde müdahale 

eden veya bu süreçleri bozan antifungaller üç grupta incelenmektedir. Bunlar, mantar 

hücre duvarı sentezini bozanlar, mantar sitoplazmik membran fonksiyonunu bozanlar ve 

mantar DNA sentezini bozanlar olarak sınıflandırılmıştır. 

1.10.1 Hücre sitoplazmik membran yapısını bozan antifungaller 

Klinik kullanımdaki üç ana antifungal ajan grubu, azoller, polienler ve 

allilamin/tiokarbamatların tümü, mantar sterollerini etkileyerek hücre membran yapısını 

bozmaktadırlar. Azoller, ergosterol sentezini engellerken (ana mantar sterolü); polienler, 

mantar zarı sterolleri ile fizikokimyasal olarak etkileşime girmektedirler. Bu ajanlar 

antifungal aktivitelerini, ergosterol sentezinin inhibisyonuna veya ergosterol ile doğrudan 

etkileşime borçludur. Ergosterol, mantar hücre zarının baskın bileşenidir. Ergosterol, 

membran akışkanlığının ve asimetrisinin ve dolayısıyla mantar hücrelerinde membran 

bütünlüğünün biyoregülatörü olarak hizmet etmektedir (Nozawa ve Morita, 1986). 

1.10.2 Mantar hücre duvarlarına karşı aktif bileşikler 

Mantar hücre duvarı, hücresel bütünlüğü ve canlılığı korumak için hayati önem taşıyan 

büyük plastisiteye sahip temel bir yapıdır. Hücre duvarı, hücresel geçirgenliği kontrol 

etmek ve hücreyi ozmotik ve mekanik stresten korumak gibi farklı biyolojik işlevlere 

sahiptir (Gow ve diğ, 2017; Agustinho ve diğ, 2018). Bu önemli fonksiyonlara ek olarak, 
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hücre duvarı, adezinler ve aktivasyonlarından sonra hücre içinde karmaşık bir sinyal 

dizisini tetikleyecek çok sayıda reseptör aracılığıyla dış çevre ile etkileşimlere aracılık 

etmektedir (Ponton, 2008). Hücre duvarı benzersiz bir şekilde polisakkaritler ve 

proteinlerin yanı sıra lipidler ve pigmentlerden oluşmaktadır (Gow ve diğe, 2017). Ayrıca, 

bazı duvar bileşenleri çok immünojeniktir ve enfeksiyon sırasında hücresel ve hümoral 

tepkileri uyarmaktadır (Erwig ve Gow, 2016). β-glukanlar ve mannanların yanı sıra 

bunlara yönelik antikorlar, invaziv mantar enfeksiyonu olan hastalarda tespit 

edilebildiklerinden çok faydalı enfeksiyon teşhis araçlarıdır (Pazos ve diğ, 2006). 

Dolayısıyla, hücre duvarı parçalanmasının hücre büyümesi ve morfolojisi üzerinde hücre 

ölümü ile sonuçlanan ciddi etkileri olabilmektedir. 

Mantar hücre duvarı, mantar alemine özgü, mannan, kitin ve α- ve β-glukanlar ve glikosile 

edilmiş proteinler gibi bileşikleri içermektedir. Proteinler genellikle glikoproteinlerle 

sonuçlanan polisakkaritlerle ilişkilidir (Garcia-Rubio ve diğ, 2020). Mantar hücre duvarı 

insan vücudunda bulunmayan mannan, kitin ve α- ve β-glukanlar gibi yapılardan 

oluştuğundan olası antifungal ajanların ideal hedefleri olarak tanımlanmıştır (Aguilar-

Zapata ve diğ, 2015). Tıbbi açıdan önemli mantarların hücre duvarı bileşimi hakkındaki 

bilgiler, daha çok C. albicans ile yapılan çalışmalardan elde edilmiştir. Bu mayanın hücre 

duvarı kitin, β-glukan ve mannoproteinden oluşan çok katmanlı bir yapıdır. β-glukan ve 

mannoproteinler hücre duvar kütlesinin %80'ini oluşturmaktadır (Ghannoum ve Rice, 

1999). Dış katmanlar mannan, mannoprotein ve β-(1,6)-glukandan oluşurken, iç katmanlar 

ağırlıklı olarak β-(1,3)-glukan ve bir miktar mannoprotein ile kitinden oluşmaktadır (Şekil 

1.16). 

 

Şekil 1.16: Mantar hücre duvar yapısı (Garcia-Rubio ve diğ, 2020) 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02993/full#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02993/full#B1
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Lipopeptidler olan ekinokandinler, 3β-glukan sentazın spesifik inhibitörleri olarak glukan 

sentezini inhibe etmektedirler. Dolayısıyla ekinokandinler, Candida ve Aspergillus 

türlerine karşı hem in vitro hem de in vivo fungisidal aktiviteye sahiptirler. β-Glukan 

inhibitörleri, büyük (210-kDa) bir integral membran heterodimerik proteini olan β-(1,3)-

glukan sentetazın spesifik rekabetçi olmayan inhibitörleri olarak işlev görmektedir (Hector, 

1993). Mantarlar enfeksiyonlarının bu bileşiklerle tedavisi, nükleik asit veya mannan 

sentezini etkilemeden yapısal glukan bileşeninin sentezini engellemektedir 

1.10.3 Nükleik asitleri engelleyen antifungaller 

5-Florositozin (5FC), esas görevi mantar hücresindeki makromoleküler sentezi inhibe 

etmektir. Bu ajan, permeaz enziminin yardımıyla mantar hücrelerine girerek fosforile 

edilerek RNA'ya dahil edilmektedir. Bu da protein sentezinin bozulmasına neden 

olmaktadır (Şekil 1.17) (Polak ve Scholer, 1975). 

 

Şekil 1.17: Antifungallerin etki mekanizmaları (Erben, 2018). 

Mantar hücrelerinde bulunan sitoplazmik zardaki steroller ve fosfolipidler arasındaki 

etkileşimler, zarın akışkanlığını ve asimetrisini etkilemekte ve sonuç olarak maddelerin 

zarlar boyunca taşınmasını etkilemektedir. Mantar hücresi tarafından alınan ilaç miktarında 

bir azalma, mantar hücre zarının sterol ve/veya fosfolipid bileşimindeki değişikliklerden 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir (Ghannoum ve Rice, 1999). 

Mantar hücre duvarında, glukanlar, kitin ve glikoproteinlerin yanı sıra melatonin 

pigmentinin de bulunduğu bildirilmiştir. Melanin, negatif yüklü, hidrofobik ve sulu 

çözeltilerde çözünmeyen yüksek moleküler ağırlıklı bir pigmenttir ve mantarları konakçıda 
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hayatta kalmayı kolaylaştıran stres faktörlerine karşı korumaktadır (Nosanchuk ve diğ, 

2015). Melanin üretimi mantar virülansına katkıda bulunarak aşırı sıcaklık, UV ışığı ve 

toksinler gibi çevresel hasara karşı direnci artırmaktadır  (Silva ve diğ, 2009; Eisenman ve 

Casadevall, 2012) 

1.11 KS ve Antimikrobiyal Etki Mekanizması 

Antimikrobiyal ajanlar olarak anyonik ve katyonik polimerlerin antimikrobiyal etkinliğini 

açıklayan birçok rapor yayınlanmıştır. Bu raporlara göre, katyonik polimerler için 

antimikrobiyal mekanizma, polimerlerin katyonik kısımları ile anyonik yapılar arasındaki 

elektrostatik etkileşimdir. Katyonik polimerler, bakteri veya mantar hücre zarlarının 

anyonik olan fosfat gruplarıyla gerçekleştirdiği elektrostatik etkileşim ile antimikrobiyal 

etki göstermektedir. Aynı etkileşim bu polimerlerin hidrofobik kısımları ile 

mikroorganizma lipid zarının hidrofobik bölgeleri arasında da gerçekleşmektedir. Bu 

etkileşimler, membran yapısını bozarak sitoplazmik materyalin sızıntısına ve bunun 

sonucunda hücrelerin lizise uğrayarak parçalanmasına yol açamaktadır. Kondroitin sülfat 

gibi polianyonik polimerlerin antimikrobiyal özelliklerinin benzer etkileşimlerle 

gerçekleştiği belirtilmektedir. Katyonik kısımların polimer omurgasına kovalent olarak 

bağlı olduğu, anyonik polimerlerin nispeten serbest katyonları, hücre duvarının anyonik 

fosfat grupları ile daha kolay etkileşime girmektedir. Dolayısıyla anyonik polimerlerdeki 

serbet katyonlar hücre membranındaki fosfat gruplarına bağlanarak hücre membran 

yapısını bozmakta ve hücrenin lizisine neden olmaktadır  (Guo ve diğ, 2017; He ve diğ, 

2020). Tezimizde, polianyonik bir GAG olan, KS’nin ve düşük mA yüksek etkinlikli 

mikrobiyal formu olan MKS’nin gösterdiği fungisidal ve fungisitatik etkisi gözlemlenmiş, 

test edilmiş ve sonuçlar tartışılmıştır. 

Proteoglikanların kantitatif tayini için çoğu test, katyonik boyaların veya maddelerin GAG 

polianyonik kısımlarına bağlanmasını kullanmaktadır. Polikatyon ne kadar katyonik olursa 

elektrostatik etkileşim o kadar yüksek olmakta ve fizyolojik çözeltilerden çökeltilen kararlı 

komplekslerle sonuçlanmaktadır. Bu özellik, doku ve biyolojik sıvılardan GAG'ın 

izolasyonu ve saflaştırılmasını kolaylaştırmaktadır. Sülfatlanmış glikanların ekzojen olarak 

ortama verilmesi, patojen proteinlerin konakçı hücrelere bağlanması ve yapışması için 

gerekli olan fizyolojik GAG'lar ile rekabete yol açabilmektedir. Bu moleküler girişim 

mekanizması, antimikrobiyal etki ile sonuçlanmaktadır. Şekil’de görüldüğü gibi, patojen 

proteinler ve konak hücre GAG'ları arasındaki etkileşim yoluyla patojen 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/polycation
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mikroorganizmalar konak hücre yüzeyine bağlanarak etkinliğini göstermektedirler. 

Eksojen GAG'lar ortama konulduğunda, konak hücre GAG'leri ile rekabet eder ve 

mikrobiyal proteinlere bağlanır ve böylece patojenin konak hücrelere bağlanmasını 

engellemektedir (Şekil 1.18) (Pomin, 2017).  

 
Şekil 1.18: GAG’ların antimikrobiyal etkisi (Pomin, 2017). 

Bununla birlikte, antimikrobiyal aktivite için yeni modeller olarak sülfatlanmış glikanların 

yeni bir araştırma materyali olması nedeniyle, henüz çok az şey bilinmektedir. 

Sülfatlanmış glikanların antimikrobiyal ajanlar olarak kullanımına ilişkin farmakokinetik 

ve biyoyararlanım özellikleri ile ilgili güncel araştırmalar, bu alanda önemli bir potansiyele 

işaret etmektedir. Tezimiz, biyouyumluluğu, antiinflamatuar, kondroprotektif ve 

fizikokimyasal karakteristikleri ticari formlara göre avantajlı olan (Erenler ve diğ, 2022; 

Erenler ve diğ, 2019; Erenler, 2019) mikrobiyal kondroitin sülfatın üretimini ve antifungal 

etkisinin, ticari KS ile karşılaştırmalı olarak tartışılmasını amaçlamaktadır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1 Çalışmada Kullanılan Kimyasallar  

Çalışmamızda besiyeri hazırlanması ve bakteri stoklarının korunması için; pepton, NaCI, 

maya özütü (yeast ekstratı), agar, amfisilin ve sütlü besiyeri kullanılmıştır. Mikrodilüsyon 

yöntemiyle yapılan Antifungal aktivitede hücre canlılığının belirlenmesinde Resazurin 

sodyum salt (Cas no:62758-13-8, Sigma-aldrich) kullanılmıştır. Mikrobiyal kondroitin 

saflaştırma aşamasında; saf etil alkol, Tris, MgCl2, CaCl2, DNAse ve Protease K 

kullanılmıştır. Selüloz membranı aktive etmek için; sodyum sülfür ve sülfürik asit; 

Mikrobiyal kondroitinin sülfatlanması aşamasında ise, DMF (Dimetil Formamid), Sülfür 

trioxide-pyridine, NaCl, aseton, NaOH, HCl kimyasalları kullanılmıştır.  

2.2 Çalışmada Kullanılan Cihazlar  

Çalışmamızda kullandığımız cihazlar Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

Çizelge 2.1: Kullanılan cihazlar 

Cihaz Model-Marka 

Etüv  ES 252- NÜVE 

Otoklav  OT 90 L-  NÜVE  

Hassas Terazi  AS220 R2-  RADVAG 

pH metre  STARTER 3100- OHAUS 

Isıtıcılı manyetik karıştırıcı  Stirrer MSH-300İ -Biosan Htelli 

Vorteks  REAX TOP- HEİDOLPH 

Santrifüj cihazı  UNİVERSAL 320 R Hettich ZENTRİFUGEN 

Liyafilizatör EDWARDS  

Benmari (Su banyosu) ST30 – NÜVE 

Spektrofotometre Optimum-One - CHEBIOS s.r.l. 
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2.3 Çalışmada Kullanılan Mikroorganizmalar ve Saklama Koşulları  

Çalışmamızda, Kondroitin ve Mikrobiyal KS üretimini sağlamak için E. coli C2987 suşu, 

NEB'den (New England Biolabs) satın alınmıştır. Önceki çalışmalarımızda ekibimizce bu 

suşa kapsüler kondroitin sentezinden sorumlu kfoA, kfoC, kfoF genlerinin Vitreoscilla 

hemoglobin geni olan vgb ile ortak ifade edildiği pETM6-PACF ve pUC8:15 plazmidi 

transforme edilmiştir (Erenler ve diğ, 2019; Erenler, 2019). Buradaki plazmid pETM6-

PACF, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY, Mattheos Koffas'tan elde edilmişken; 

pUC8:15 plazmidi ise Enterobacter aerogenes (NRRL (ARS Culture Collection) B-427) 

bakterisinin vgb+ rekombinantı olan E. aerogenes (pUC8:15)’ten elde edilmiştir. 

Kullanılan rekombinant suşların 30 günde bir LB-amp plaklarına ekimi yapılarak gece 

boyu üremeleri sağlanmış ve ertesi gün parafilmle plakların etrafı sarılarak +4 °C’de 

saklanmıştır. Deneyler süresince bu stoklar kullanılmıştır.  

Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinliğinin belirlenmesi için kullanılan mikroorganizmalar 

Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den alınmıştır (Çizelge 2.2). Saboraud Dekstroz 

Agara subkültürü yapılarak 48 saat boyunca 36 °C'de inkübe edilerek üretilmiştir. Daha 

sonrasında 4 °C’de taze pasaj olarak muhafazası sağlanmıştır. 

Çizelge 2.2: MKS’nin antifungal etkinliği için kullanılan Mikroorganizma türleri 

Mikroorganizma türleri ATCC kimlik numaraları 

Candida albicans ATCC 14053 

Candida tropicalis ATCC 13803 

Candida parapsilosis ATCC 22019 

Candida glabrata ATCC 90030 

Candida krusei ATCC 14243 

2.4 Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

Çalışmamızda bakterilerin büyümesi için temel bir besiyeri olan Lauria Broth (LB)–amp 

sıvı besiyeri kullanılmıştır. Besiyerleri 2’şer litrelik erlenlerde hazırlanıp 20 dakika 

boyunca 120 °C’de ve 1 atm basınçta otoklav edilmiştir. Daha sonra oda sıcaklığına 
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gelmesi beklenen besiyerlerine Litrede 80 mg oranında ampicillin eklenmiştir. LB 

besiyerinin içeriği Çizelge 2.3’de verilmiştir.   

Çizelge 2.3: LB besiyeri (g/L) 

Madde Miktar 

Pepton 10 g 

NaCl 10 g 

Maya özütü (Yeast ekstratı) 5 g 

pH 7.5 

                    * Katı LB besiyeri için ortama % 1,5 agar ilavesi yapılmaktadır.  

Mikrobiyal kondroitin sülfatın antifungal aktivitesi için Muller Hinton Agar (MHA), 

Muller Hinton Broth (MHB), Saboraud Dekstroz Agar, Saboraud Dekstroz Broth 

besiyerleri kullanılmıştır. 

2.5 Çalışmada Kullanılan Çözeltiler 

Kondroitin saflaştırma protokolü için kullanılan parçalama tamponu Çizelge 2.4 ‘de 

verilmiştir. 

Çizelge 2.4: Kondroitin saflaştırma protokolü için kullanılan parçalama tamponu 

Kimyasal Madde Miktar 

Tris 100 mM 

MgCI2 50 mM 

CaCI2 10 mM 

pH 7.5 
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2.6 Rekombinant E.coli pETM6-PACF-vgb Suşunun Oluşturulması 

E. coli C2987 suşuna transforme edilen yeni vektörün yapımında kullanılan pETM6-PACF 

plazmidi, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY’dan  Mattheos Koffas’dan temin 

edilmiştir. pUC8:15 plazmidi ise, E. aerogenes (NRRL (ARS Culture Collection) B-427) 

[pUC8:15] suşundan izole edilmiştir. Öncelikli olarak, kondroitin sentezini sağlayan gen 

bölgesini ve Vitreoscilla hemoglobin proteinin sentezini sağlayan vgb gen bölgesinin her 

ikisini de taşıyan ve kondroitin sülfat üretimi için kullanacağımız yeni rekombinant 

bakterinin oluşturulması için yeni bir plazmid yapımı gerçekleştirilmiştir. pETM6-PACF 

plazmidi, üzerinde kondroitin sentez genleri olan; kfoA, kfoC ve kfoF'yi taşımaktadır ve 

genetik haritası Şekil 2.1’de gösterilmiştir (He ve diğ, 2015). Aynı zamanda, vgb gen 

bölgesini taşıyan pUC 8:15 plazmidin genetik haritası ise Şekil 2.2’de gösterilmiştir (Kurt 

ve diğ, 2009).  

 

Şekil 2.1: kfoA, kfoC ve kfoF geni taşıyan pETM6-PACF plazmidi (He ve diğ, 2015) 
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Şekil 2.2: vgb geni taşıyan pUC 8:15 plazmidi (Kurt ve diğ, 2009)  

Gerçekleştirilen protokolde,  vgb ve kfo olmak üzere, iki gen grubunu da taşıyan hibrit 

plazmid oluşturulmuştur. pETM6-PACF ve pUC8:15 plazmidlerine ait harita ve sekans 

bilgileri için Yeni Nesil Sekanslama (De novo NextGen) yapılmıştır. pUC8:15 

vektöründen vgb gen bölgesi, pETM6-PACF vektöründe T7 terminatorden önceki SpeI 

bölgesine klonlaması yapılmıştır. Daha sonrasında, genler PCR ile çoğaltılmış ve jel 

ekstraksiyonu kiti ile jelden izole edilmiştir.  Klonlama için jelden izole edilen DNA’lar ve 

pETM6-PACF vektörü SpeI enzimi kullanılarak kesilmiş ve enzim kesiminde; hedef gen 

250 ng, vektör 1000 ng olarak ayarlanıp alınmıştır. Kesim işlemi için hazırlanan mix ile 

DNA’lar bir gece 37 °C’de inkübe edilmiş ve enzim kesimi yapılmıştır. Daha sonrasında, 

kesimi yapılan hedef gen (0,5 μl) ile kesilmiş vektörün (pETM6-PACF- 1,5 μl) ligasyon 

işlemi ortama 15,5 μl su, 2 μl 10X LigBuf ve 0,5 μl T4 Enzim de ilave edilerek hazırlanmış 

ve 22 ˚C’de 2 saat inkübasyona bırakılmıştır (Ülke, 2019). 

Ligasyon işleminden sonra oluşturulmuş plazmidin  E. coli’ye trasformasyonu 

gerçekleştirilmiştir. 10 μl ligasyon ürünü, E. coli üzerine eklenerek hafifçe karıştırılmış ve 

daha sonra 15 dakika buz üzerinde inkübasyon yapılmıştır. Bu aşamada plazmid 

DNA’sının hücreye yapışması sağlanmış ve buz üzerinde inkübasyonu yapılan bakterilerin 
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porlarının açılıp, DNA’nın bakteri içerisine girmesi için örnekler 42 ˚C’de 1 dakika 

bekletilmiştir. Porların kapanması için ise 1 dakika sonunda örnekler buza alınmıştır. 

Bakteri ve ligasyon örnekleri, ependorf tüpüne alınmış ve 37 ˚C’de 20-30 dakika 

çalkalayıcıda karıştırılarak, daha sonra örnekler amp (+) olan LB agarlı petrilere ekilmiş ve 

1 gece 37 ˚C’de inkübe edilmiştir. Sonuç olarak, kondroitinin mikrobiyal üretimini 

sağlayacak olan rekombinant E. coli suşu elde edilmiştir. 

2.7 Mikrobiyal Kondroitinin Üretimi 

Kondroitin sentezinden sorumlu  kfoA, kfoC, kfoF  genlerini ve Vitreoscilla hemoglobin 

genini (vgb) taşıyan pETM6-PACF-pUC8:15 plazmidinin transforme edilmesiyle 

oluşturulan rekombinant E.coli suşu ile kondroitin sentez işlemi gerçekleştirilmiştir.  

Çalışmanın saflaştırma aşamasında pETM6-PACF plazmidinin kullanıldığı çalışmadaki 

yöntem takip edilmiştir (Shi ve diğ, 2014). Yöntem, sıvı LB-amp besiyerlerinde üretilen 

bakteri biyokütlesinin toplanmasıyla başlayarak birkaç çökeltme aşamasına ve son olarak 

liyafilizatörde kurutmaya dayanmaktadır. 

Oluşturulan rekombinant E. coli suşu 2 litrelik erlenlerde hazırlanan LB-amp sıvı 

besiyerine ekimi yapılarak 48 saat boyunca 36 °C'de 140 rpm'de çalkalanarak inkübe 

edilmiştir. 48 saat sonrasında, gece kültürü santrifüj tüplerine aktarılarak 9000 rpm de 5 

dak. santrifüj edilmiştir. Santrifüj tüpleri içerisindeki peletler biriktirilerek yeniden distile 

suda süspanse edilip (yaklaşık 20-30 mL) tek bir santrifüj tüpünde toplanmıştır. Daha 

sonra bu tüp 15 dakika sıvı döngüsünde otoklav edilmiştir. Otoklavdan çıktıktan sonra oda 

sıcaklığına gelmesi beklenmiş ve 9000 rpm de 10 dak. santrifüj edilmiştir. Süpernatant iki 

farklı falkon tüpüne aktarılmış ve üzeri toplam hacim 45 mL olacak şekilde  +4 °C’de 

soğutulmuş alkolle tamamlanmıştır. Alkol ilavesinin ardından örnek alt üst edilerek alkolle 

karışması sağlanmış ve -20 °C’lik dondurucuda bekletilerek çökeltme işlemi 

sürdürülmüştür (Şekil 2.3).  
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Şekil 2.3: Santrifüj tüpleri içerisindeki üzeri soğuk alkolle tamamlanmış süpernatantların -
20 °C’ye konulmadan önceki resimleri 

Geceboyu bekleyen numune 9000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası, 

elde edilen peletler toplanmış ve pH 7.5  olarak ayarlanmış parçalama tamponunda yeniden 

süspanse edilmiştir. Tüp içinde kalan pelet üzerine parçalama tamponu eklenerek 

vortexlenip karıştırılmıştır. 

Parçalama tamponu: 1000 mL için, 

 

 

 

 

Numunelerin üzerine DNAse eklenmiş (1 mg/L) ve örnek 37°C’de 1 saat inkübe edilmiştir. 

Örneklerin üzerine Protease K eklenmiş (2,5 mg/mL) ve 56°C’de 2 saat inkübe edilmiştir. 

Toplam hacim 45 mL olacak şekilde örneğin üzerine soğuk (+4 °C) alkol eklenmiştir.  

Örnekler 9000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek supernatant atılmıştır. Kalan pelet 

santrifüj tüpünün içerisinde 15 mL’ye kadar distile su ile tamamlanıp vortexle 

çözülmüştür. 15 mL olan son hacmin hepsi tek bir spin kolon plastik kabı içerisine 

dökülmüştür. Üzeri alüminyum folyo ile kapatılıp delikler açılarak spin kolonda -20 ˚C’de 

dondurularak filtreleme için hazır hale getirilmiştir. Filtrelemeden sonra geriye kalan kısım 

vakumla liyofilize edilmiştir (Şekil 2.4 ve Şekil 2.5).  

Tris 12.1 g 

MgCl2 4.76 g 

CaCl2 1.1 g 
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Şekil 2.4: Yukarıdaki işlemlerle elde edilen kondroitinin spin kolon plastik kabı 

içerisindeki görüntüsü 

 

Şekil 2.5: Liyafilizatörde vakumla kurutulmuş Mikrobiyal Kondrotin 
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2.8 Mikrobiyal Kondroitinin Sülfatlama Aşaması  

Önceki aşamada elde edilen mikrobiyal kondroitine sülfatlama işlemi yapılmıştır (Shi ve 

diğ, 2014). Ticari KS’lerde, GalNAc tortularının neredeyse tamamı 4 ya da 6 konumunda 

sülfatlandığı ve 6-pozisyonunda sülfat oranının daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Yaptığımız işlem ile tüm GalNAc tortularının 6. pozisyonundaki hidroksil gruplarının 

sülfatlanıp, uygun bir şekilde 4. pozisyondaki hidroksil tortularını koruyan bir polimer elde 

edilmesi amaçlanmıştır.   

Kondroitin sülfatlama işlemi için, mevcut mikrobiyal kondroitinin 4 gramı 80 mL sulu 

DMF (Dimetil formamid) içinde çözülmüş ve solüsyon 0-5 ºC’ye kadar soğutulmuştur. 

Daha sonra soğultulmuş solüsyona 12 g Sülfür trioxide-pyridine complex eklenmiştir. 

Solüsyonun oda sıcaklığına ulaşması beklenmiş ve 400 mL NaCl’e doymuş aseton ilave 

ederek çöktürme işlemi yapılmıştır. Çökeltinin üzerinde kalan doymuş aseton pipetle 

çekilerek geri kalan çökelti spin kolonlara boşaltılmıştır. Daha sonra liyafilizatörde 

kurutulması sağlanmıştır. Kurutma işleminin ardından toplamda elde edilen katı miktar 

200 mL’de iyonize suda çözülüp elde edilen çözelti 1 N NaOH ile nötralize edilmiştir. 

Nötralizasyon sağlandıktan sonra çözelti 40 ˚C’ye kadar ısıtılmış 0,2-0,3 N 60 mL NaOH 

ile çözülmesi sağlanmıştır. Bu sıcaklıkta 2 saat tutulmuş ve daha sonra oda sıcaklığına 

gelmesi beklenmiş ve daha sonra HCl asit damlatılarak nötralize edilmiştir (Şekil 2.6.). 

 
Şekil 2.6: A: NaOH ile 2 saat muameleden sonraki hali; B: HCl damlattıktan sonraki hali 

Çözelti 10 μs’den küçük geçirgenlik iletkenliğe sahip zar (membran) aracılığıyla 

filtrelenmiştir. Öncelikli olarak membran aşağıdaki protokolle (Başlık 2.9) aktive edilerek 

kullanıma hazır hale getirilmiştir. Son olarak çözelti spin kolonlara 15’er mL’ye bölünüp 

liyofilize edilerek kurutulmuştur (Şekil 2.7). Elde edilen KS numunelerine Nükleer 
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Manyetik Rezonans (NMR) ve Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

doğrulama analizleri yapılmıştır.  

 

Şekil 2.7: Liyofilizatörde vakum ile kurutulan Mikrobiyal Kondroitin Sülfat 

2.9 Membran Aktivasyonu 

Membrandaki nemlendirici olarak kullanılan gliserolun fazlasının giderilmesi için 

membran, akan suyun altında yıkanıp distile su içinde 1 gece bekletilerek ertesi gün tekrar 

yıkanıp bir kaç kez suyu değiştirilmiştir. Kükürt bileşiklerinin uzaklaşması için membran 1 

dakika boyunca 80 ˚C de % 0,3 (a/h) sodyum sülfür solüsyonuyla muamele edilmiştir. 

Membran, 60 ˚C de distile suda 2 dakika boyunca yıkanmış, bunu takiben % 0,2’lik (h/h) 

sülfürik asit ile muamele edilmiştir. Daha sonra asit uzaklaştırmak için membran sıcak su 

içerisinde durulanmıştır.  

2.10 Mikrobiyal KS’nin NMR Analizleri 

Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi, karbonhidratların yapısını 

aydınlatmak için yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. GAG-protein komplekslerini 

araştırmak için en yaygın kullanılan kapsamlı analitik yöntemlerden biridir. Ürettiğimiz 

KS'nin NMR analizi, İBTAM (İnönü Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma 

Merkezi) bünyesinde yapılmıştır. Tüm NMR deneyleri, bir Bruker Avance III 600 HD 

spektrometre (Bruker BioSpin, Billerica, MA) üzerinde Topsin 3.1.7 yazılımı (Bruker) ile 

gerçekleştirilmiştir. Tek boyutlu 1H NMR spektrumları için koşullar şu şekildedir: 12.3 

kHz’lik titreme alanı, 2.66 s’lik toplama süresi, 8.00 s’lik gevşeme gecikmesi, 24.8 °C 

sıcaklıktır. 
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2.11 Mikrobiyal KS’nin HPLC analizleri 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC), bir sıvı içinde çözülebilen herhangi bir 

numunede bulunan bileşiklerin ayrılması, tanımlanması ve nicelendirilmesi için kullanılan 

kromatografik bir tekniktir. Mikrobiyal KS’nin HPLC analizleri, İBTAM (İnönü 

Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Merkezi) bünyesinde yapılmıştır. Tüm 

HPLC analizleri AGİLENT 1100 series cihazında gerçekleştirilmiştir. Ölçümler “D-7000 

HPLC-System-Manager 4.0” software kullanılarak yapılmıştır. 

2.12 Mikrobiyal KS’nin Antifungal Aktivitesinin Belirlenmesi 

2.12.1 Antifungal aktivitenin agar dilusyon yöntemi kullanılarak belirlenmesi  

Ön çalışma olarak, Mikrobiyal KS'nin Candida albicans’a karşı antifungal aktivitesi, agar 

seyreltme prosedürü kullanılarak belirlenmiştir. Agar seyreltme yöntemi, Muller Hinton 

agar ortamına farklı Mikrobiyal KS konsantrasyonları eklenerek gerçekleştirilmiştir. 7.5 

mL Muller Hinton agar'a %48, %40, %32, %24, %16, %8 ve %4 olmak üzere yedi farklı 

konsantrasyon elde etmek için sırasıyla 3.6, 3.0, 2.4, 1.8, 1.2, 0.6 ve 0.3 g (a/h) Mikrobiyal 

KS eklenmiştir. Daha sonrasında, C. albicans’ın Muller Hinton Agar'a subkültürü 

yapılmıştır. Direkt koloni süspansiyonu distile suda yapılmış ve bulanıklık 0,5 McFarland 

standardına (1x106 cfu/mL) ayarlanmıştır. Farklı Mikrobiyal KS konsantrasyonları 

eklenmiş agar plakalarının yüzeyine maya hücrelerinin standart inokulumdan bir öze 

dolusu (10 µl) ekim yapılmıştır. Üreme, iki gün (48 saat) boyunca 37°C'de inkübasyondan 

sonra değerlendirilmiştir (Şekil 3.5). 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, Mikrobiyal KS'nin ve ticari KS’nin 

karşılaştırmalı olarak C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei 

olmak üzere 5 farklı mantar türü üzerindeki antifungal aktivitesi test edilmiştir. 6 mL’lik 

Muller Hinton agar plaklarına sırasıyla % 48, %42, % 36, % 30, % 24, % 18, % 12, % 6, % 

3, % 1, % 0.5 konsantrasyonları elde etmek için sırasıyla 2.88, 2.52, 2.16, 1.80, 1.44, 1.08, 

0.72, 0.36, 0.18, 0.06, 0.03 g (a/h) Mikrobiyal KS eklenmiştir. Kontrol plağına Mikrobiyal 

KS eklenmeyerek saf Muller Hinton Agar koyulmuştur. Her bir Candida türü için direkt 

koloni süspansiyonu distile suda yapılmış ve bulanıklıkları 0,5 McFarland standardına 

(1x106 cfu/mL) ayarlanmıştır. Sonrasında, agar plaklar 5 farklı bölgeye bölünerek 5 

tekrarla C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei olmak üzere 

farklı Candida türünün inokülasyonu yapılmıştır. Farklı Mikrobiyal KS konsantrasyonları 
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eklenmiş agar plakalarının yüzeyine maya hücrelerinin standart inokulumdan mikropipetle 

2’şer µl inoküle edilmiştir. Plaklar iki gün (48 saat) boyunca 37°C'de etüvde inkübasyona 

bırakılmış, sonrasında Candida türlerinin plaklar üzerindeki üremesi değerlendirilmiştir. 

Aynı protokol ticari KS için de tekrarlanmıştır. 

2.12.2 Antifungal aktivitenin broth dilusyon yöntemi kullanılarak belirlenmesi 

Antifungal aktivitenin tayini için Broth Mikrodilüsyon yöntemi kullanılmıştır. Broth 

Mikrodilüsyon yönteminde Mikrobiyal KS ve ticari KS karşılaştırmalı olarak yine C. 

albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei olmak üzere 5 farklı 

mantar türü üzerindeki antifungal aktivitesi test edilmiştir. Bunun için 96 kuyucuklu 

mikroplak kullanılmıştır. Her kuyucuğa 200 µl Muller Hinton broth besiyeri içerisine 

sırasıyla % 48, %42, % 36, % 30, % 24, % 18, % 12, % 6, % 3, % 1 konsantrasyonları elde 

etmek için sırasıyla 96, 84, 72, 60, 48, 36, 24, 12, 6, 2 mg (a/h) Mikrobiyal KS eklenmiştir. 

Kontrol kuyucuklarının birine Mikrobiyal KS eklenmeyerek saf Muller Hinton Broth; 

diğerine Muller Hinton Broth ile beraber kullanılan mantar türü karışımı koyulmuştur. 

Aynı işlemler farklı bir mikroplakta ticari KS için de tekrarlanmıştır. Her bir Candida türü 

için direkt koloni süspansiyonu distile suda yapılmış ve bulanıklıkları 0,5 McFarland 

standardına (1x106 cfu/mL) ayarlanmıştır. Sonrasında, mikroplaklara C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei’ nin 10‘ar µl inokülasyonları 

yapılmıştır. Farklı KS konsantrasyonları bulunan mikroplaklar iki gün (48 saat) boyunca 

37°C'de etüvde inkübasyona bırakılmış, sonrasında her bir kuyucuğa % 0.15 oranında 

hazırladığımız Resazurin’den 15 µl eklenmiştir. Mikroplaklar 3-4 saat 37°C'de etüvde 

bekletilmiş ve renk değişikliği gözlenerek Candida türlerinin üremesi değerlendirilmiştir. 

2.12.2.1 Resazurin  

Resazurin, hücre içine giren, toksik olmayan, floresan mavi indikatör ve fenoksazin-3- on 

yapısında bir boyadır. Resazurinin hücre canlılığını gösterdiği yöntem aynı zamanda 

“resazurin redüksiyon yöntemi” olarak adlandırılır. Resazurin kantitatif olarak insan, 

hayvan, mantar, bakteri ve mikobakterilerde hücre proliferasyonunn belirlenmesi için 

kullanılır. Resazurin hücresel metabolik aktivite ile metabolik redüksiyona uğrayan bir 

redoks indikatörüdür. Redükte formu rezorufin olarak adlandırılır ve pembe renkli ve 

yüksek derecede floresan özellikli bir bileşiktir. Resazurin canlı ve oksidatif fosforilasyon 

(solunum) yapabilen hücrelerde mitokondriyel enzimler ve bazı diğer enzimlerle (örneğin, 

diaforaz) rezorufine dönüştürülür. Dolayısıyla, oluşan floresansın miktarı canlı ve solunum 
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yapabilen hücre sayısıyla doğru orantılıdır (Şekil 2.8.) (Erkekoğlu ve Baydar, 2021; 

Sundara Selvam ve diğ, 2020). 

 

 

Şekil 2.8: Resazurin ve Resorufin ve Dihydro resorufinin kimyasal yapıları (Sundara 
Selvam ve diğ, 2020; Wang ve diğ, 2019)
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

3.1 Mikrobiyal KS’nin NMR Analiz Sonuçları 

Doğal ürünlerdeki KS, C-4 konumunda sülfat grubu yalnız başına bulunmayıp C-6 

konumundaki sülfat grubuna birleşik halde bulunmaktadır. Genellikle ticari kaynaklı bir 

KS, % 40 oranında C-4 konumunda, % 60 oranında ise C-6 konumunda sülfat grubu 

içermektedir. Çalışmamızda ticari KS’ye özdeş nitelikte, 6-konumunda sülfat deseni 

oluşturulmuştur. 

NMR analizi, İBTAM (İnönü Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Merkezi) 

bünyesinde yapılmış olup NMR sonuçları aşağıda verilmiştir (Şekil 3.1.). Elde ettiğimiz 

KS’ın Kondroitinaz ABC enzimi ile muamele edilmesi sonucu yapısında bulunan 

disakkarit birimleri serbest hale geçerek yan yana iki spektrum vermiştir. Bunlar; 

sülfatladığımız N-asetil-β-galaktozamin-6-sülfat ve sülfatlanmamış Poli [β-glukuronik asit] 

birimleridir. Ticari KS’nin enzim ile parçalanması sonucu ise açığa çıkan 4-S ve 6-S 

birimleri aşağıda gösterilmiştir (Şekil 3.2.). Elde ettiğimiz KS’nin verdiği NMR 

spektrumlarının, referans ticari KS ve literatürdeki diğer kaynaklardan elde edilen KS nin 

NMR spektrumları ile eşleştiği rapor edilmiştir (Ülke, 2019).  

Ticari KS’nin molekül ağırlığı yaklaşık olarak 18.000-20.000 D. arasında belirtilmiştir. 

Mikrobiyal KS de ise NMR analizi sonucu moleküler ağırlığın 300-3000 D. aralığında 

olduğu belirtilmiştir.  
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Şekil 3.1: E. coli pETM6-PACF-vgb+ suşundan elde edilen Mikrobiyal KS’ye ait NMR 
sonuçları 
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Şekil 3.2: Sığır trakesi kaynaklı kontrol ticari KS’ye ait NMR sonuçları 

3.2 Mikrobiyal KS’nin HPLC Analiz Sonuçları  

HPLC analizleri, İBTAM (İnönü Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Merkezi) 

bünyesinde yapılmış olup elde edilen HPLC sonuçları aşağıda verilmiştir (Şekil 3.3.). 
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Ayrıca, ürettiğimiz Mikrobiyal KS için kontrol olarak kullanmak üzere, ticari sığır trakesi 

kaynaklı KS’nin de HPLC analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analiz sonucu Şekil 3.4.’de 

verilmiştir. Aynı zamanda sonuçlar, literatürdeki farklı kaynaklardan elde edilen KS’nin 

HPLC analizleriyle karşılaştırılarak, sonuçların uyumlu olduğu rapor edilmiştir (Ülke, 

2019). Sonuç olarak HPLC analiz sonucumuza göre, ürettiğimiz Mikrobiyal KS’nin 269 

dalton molekül ağırlığında olduğu tespit edilmiştir.  

 

 
Şekil 3.3: E. coli pETM6-PACF-vgb+ suşundan üretilen KS’nin HPLC analiz sonuçları 
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Şekil 3.4: Sığır trakesi kaynaklı kontrol ticari KS’ye ait HPLC analiz sonucu 

3.3 Mikrobiyal KS’nin C. albicans’a karşı Antifungal Aktivite Sonuçları (Ön çalışma) 

Mikrobiyal KS’nin C. albicans'a karşı antifungal etkinliğinin sonuçları Şekil 3.5'de 

gösterilmiştir. 37 ˚C'de iki günlük inkübasyondan sonra, kontrol grubunun petri kapları (0 

g/mL), 0.04, 0.08, 0.16 ve 0.24 g/mL Mikrobiyal KS grupları tamamen beyaz C. albicans 

kolonileri ile kaplanmıştır. Ayrıca, 0.24 g/mL Mikrobiyal KS petri kaplarında gözlemlenen 

koloniler, kontrole kıyasla büyümelerinde bir günlük gecikme olmasına rağmen tamamen 

beyaz kolonilerle kaplanmıştır. İki günlük inkübasyon sonrasında 0.32, 0.4 ve 0.48 g/mL 

Mikrobiyal KS ile muamele edilmiş petri kaplarında hiçbir koloni tespit edilmemiştir 

(Şekil 3.5.). Görünür büyümeyi önleyen en düşük Mikrobiyal KS konsantrasyonu, 

Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MİK) olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle 

Mikrobiyal KS'nin C. albicans'a karşı MİK değeri 0.32 g/mL olarak belirlenmiştir. 

Yaptığımız bu çalışma ULAKBİM tarafından taranan uluslararası bir dergide 

yayımlanmıştır (Unver ve diğ, 2019). 
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Şekil 3.5: Agar seyreltme yöntemi kullanılarak C. albicans'a karşı farklı 
konsantrasyonlarda (g/mL) Mikrobiyal KS antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, 

(B) 0.04, (C) 0.08, (D) 0.16, (E) 0.24, (F) 0.32, (G) 0.4, (H) 0.48 g/mL. 

3.4 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. albicans’a karşı Antifungal Aktivite Sonuçları 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, Mikrobiyal KS’nin C. albicans'a karşı 

antifungal etkinliği sonuçları Şekil 3.6.'da gösterilmiştir. 37 ˚C'de iki günlük 

inkübasyondan sonra, C. albicans için kontrol grubunun petri kapları (0 g/mL), 0.005, 

0.01, 0.03 ve 0.06 g/mL Mikrobiyal KS; sırasıyla A, B, C, D ve E plakları beyaz C. 

albicans kolonileri ile kaplanmıştır. 0.12, 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL 

Mikrobiyal KS ile muamele edilmiş F, G, H, I, J, K ve L petri kaplarında hiçbir koloni 

tespit edilmemiştir. Dolayısıyla bu çalışmada Mikrobiyal KS'nin C. albicans'a karşı 

antifungal etkinliğinin belirgin olduğu ve MİK değerinin 0.12 g/mL olarak belirlenmiştir.  

Ticari KS ile yapılan çalışmada ise, ticari KS’nin C. albicans’a karşı MİK değerinin daha 

yüksek konsantrasyon olan 0.24 g/mL olduğunu göstermiştir. Bu çalışmanın sonucu Şekil 

3.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.6: Farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. albicans üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12 (MİK değeri), (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.7: Farklı konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. albicans üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, (D) 
0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24 (MİK değeri), (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.8: Mikrobiyal KS’nin C. albicans’a karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 7. 

kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%12- 0.12 g/mL) C. albicans için MİK 
değerleri olarak kabul edilmiştir. 11. Kuyucuk plak hazırlanırken herhangi bir 

kontaminasyonun olmadığını doğrulayan kontroldür. 12. kuyucuk C. albicans’ın canlılığını 
ifade eden kontroldür.  

 

 

Şekil 3.9: Ticari KS’nin C. albicans’a karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 5. 

kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%24- 0.24 g/mL) C. albicans için MİK 
değerleri olarak kabul edilmiştir.  

Broth Mikrodilüsyon yönteminde, hem Mikrobiyal KS'nin hem de ticari KS’nin C. 

albicans’a karşı antifungal aktivitesi tekrar edilmiştir. Mikrodilüsyon yönteminin 

uygulandığı mikroplak üzerindeki renk değişikliğinin görülmediği en az KS miktarının 

bulunduğu KS konsantrasyonu MİK değeri olarak belirlenmektedir. Ayrı mikroplaklar 

üzerindeki 1-10 arası kuyucuklara sırasıyla 0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 

0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarında Mikrobiyal KS ve ticari KS eklenmiştir. 48 saatlik 

inkübasyondan sonra resazurin eklenmiştir. Pembe renk üremeyi göstermekte, mavi renk 

ise üremenin inhibisyonu anlamına gelmektedir. Bu çalışma sonucunda, Mikrobiyal KS'nin 

ve ticari KS’nin MİK değerleri, tüm Candida türleri için agar dilüsyon yöntemlerine 

pararalel olarak belirlenmiştir. C. albicans için bu değer, Mikrobiyal KS’de renk 

değişikliğinin görülmediği 7. kuyucuktaki 0.12 g/mL iken, ticari KS’de renk değişikliğinin 

görülmediği 5. kuyucuktaki 0.24 g/mL olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.8, Şekil 3.9). 

3.5 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. tropicalis’e karşı Antifungal Aktivite 

Sonuçları 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, C. tropicalis için 0.24 g/mL Mikrobiyal 

KS konsantrasyonunun kullanıldığı H plağından itibaren koloniler belirginleşmeye 
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başlamıştır. Dolayısıyla, kontrol grubunun petri kapları (0 g/mL), 0.005, 0.01, 0.03, 0.06, 

0.12, 0.18 ve  0.24 g/mL Mikrobiyal KS; sırasıyla A, B, C, D, E, F, G ve H plakları 

üzerinde beyaz C. tropicalis kolonileri görülmüştür. 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL 

Mikrobiyal KS ile muamele edilmiş I, J, K ve L petri kaplarında hiçbir koloni tespit 

edilmemiştir. Dolayısıyla bu çalışmada Mikrobiyal KS'nin C. tropicalis üzerindeki 

antifungal etkisi belirgin olmakla beraber, C. tropicalis 'e karşı MİK değeri 0.30 g/mL 

olarak belirlenmiştir (Şekil 3.10). 

Ticari KS ile yapılan antifungal aktivite tayininde ise ticari KS'nin C. tropicalis üzerindeki 

antifungal etkisi azalarak, MİK değeri 0.36 g/mL olarak gözlenmiştir (Şekil 3.11). 
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Şekil 3.10: Farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. tropicalis üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30 (MİK değeri), (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL.
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Şekil 3.11: Farklı konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. tropicalis üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, 

(D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36 (MİK değeri), (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.12: Mikrobiyal KS’nin C. tropicalis’e karşı Muller Hinton Broth kullanılarak 
yapılan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin 

olmadığı 4. kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 30-0.30 g/mL) C. tropicalis 
için MİK değerleri olarak kabul edilmiştir.  

 
Şekil 3.13: Ticari KS’nin C. tropicalis’e karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 

Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 3. 
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 36-0.36 g/mL) C. tropicalis için MİK 

değerleri olarak kabul edilmiştir. 

Broth Mikrodilüsyon yönteminde, hem Mikrobiyal KS'nin hem de ticari  KS'nin C. 

tropicalis’e karşı antifungal aktivitesi tekrar edilmiştir. Mikroplaklar üzerindeki 1-10 arası 

kıyucuklara sırasıyla  0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL 

konsantrasyonlarında ayrı ayrı Mikrobiyal KS ve ticari KS eklenmiştir. 11. kuyucuk plak 

hazırlanırken herhangi bir kontaminasyonun olmadığını doğrulayan, 12. kuyucuk ise C. 

tropicalis’in canlılığını ifade eden kontrollerdir. Mikrobiyal KS'nin kullanıldığı bu 

çalışmanın sonucunda, C. tropicalis için MİK değeri, renk değişikliğinin görülmediği 4. 

Kuyucuktaki 0.30 g/mL olarak belirlenirken (Şekil 3.12); ticari  KS'nin kullanıldığı 

çalışmanın sonucunda, C. tropicalis için MİK değeri, renk değişikliğinin görülmediği 3. 

Kuyucuktaki 0.36 g/mL olarak belirlenmiştir (Şekil 3.13). 

3.6 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. glabrata’ya karşı Antifungal Aktivite Sonuçları 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, Mikrobiyal KS’nin C. glabrata'ya karşı 

antifungal etkinliğinin tespitinde ise C. glabrata kontrol grubu dahil hiçbir plakta üreme 

göstermemiştir (Şekil 3.14). Aynı şekilde ticari KS’nin C. glabrata'ya karşı antifungal 

etkinliğinin belirlenmesi için yapılan çalışmada da plakların hiçbirinde üreme 

gözlenmemiştir (Şekil 3.15). Deney C. glabrata'anın ürediği optimum PH değerine sahip 

Saboraud Dekstroz agarda tekrar edilmiştir ancak Mikrobiyal KS'nin Saboraud Dekstroz 

agarda bu mikroorganizma türü üzerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gözlenmemiştir.  

Bununla ilgili ileri analizler yapılmıştır (Başlık 3.9). 
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Şekil 3.14: Farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. glabrata üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. Hiçbir plakta üreme gözlenmemiştir.
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Şekil 3.15: Farklı konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. glabrata üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, 
(D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. Hiçbir plakta üreme gözlenmemiştir.
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Şekil 3.16: Mikrobiyal KS’nin C. glabrata’ya karşı Muller Hinton Broth kullanılarak 
yapılan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. C. glabrata ise kontrol dahil hiçbir 

kuyucukta üreme göstermemiştir.  

 

Şekil 3.17: Ticari KS’nin C. glabrata’ya karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. 

Broth Mikrodilüsyon yönteminde, Mikrobiyal KS'nin C. glabrata’ya karşı antifungal 

aktivitesi tekrar edilmiştir. Mikroplak üzerindeki 1-10 arası kıyucuklara sırasıyla 0.48, 

0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarında Mikrobiyal 

KS eklenmiştir. 11. Kuyucuk plak hazırlanırken herhangi bir kontaminasyonun olmadığını 

doğrulayan kontroldür. 12. kuyucuk C. glabrata’nın Mikrobiyal KS yokluğunda besiyeri 

içerisindeki canlılığını ifade eden kontroldür ve burada Muller Hinton Broth içerisinde C. 

glabrata üremesi gözlenmemiştir. Bu çalışma sonucunda agar dilüsyon yöntemine paralel 

olarak, hiçbir kuyucukta üreme gözlenmemiştir (Şekil 3.16). Aynı deney ticari KS için de 

tekrar edilmiş ve yine aynı sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 3.17). 

 

Şekil 3.18: Mikrobiyal KS’nin C. glabrata karşı Saboraud Dekstroz Broth kullanılarak 
yapılan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. 48 saatlik inkübasyondan sonra 

resazurin eklenmiştir (pembe renk üremeyi göstermekte, mavi renk ise üremenin 
inhibisyonu anlamına gelmektedir). 1-10 farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS 

bulunan kuyucuklara C. glabrata inoküle edilmiştir. 11. Negatif kontrol (Muller hinton 
Broth +. C. glabrata) 12. Pozitif kontrol (Saboraud dekstroz broth+ C. glabrata). 

Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan Antifungal mikrodilüsyon testinde C. glabrata 

kontrol kuyucukları dahil hiçbir kuyucukta üreme (renk değişikliği) göstermediğinden, 

deney C. glabrata'anın ürediği optimum pH değerine sahip Saboraud Dekstroz Brothda 

tekrar edilmiştir. Ancak, burada da Saboraud Dekstroz Broth besiyerinin asidik ortamının 

Mikrobiyal KS yapısını bozduğundan tüm kuyucuklarda üreme gerçekleşmiş ve 
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Mikrobiyal KS’nin inhibitör etkisi gözlenmemiştir (Şekil 3.18). Bununla ilgili ileri 

analizler Başlık 3.9’da belirtilmiştir.  

3.7 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. parapsilosis’e karşı Antifungal Aktivite Sonuçları 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis'e karşı 

antifungal etkinliği sonuçları Şekil 3.19'da gösterilmiştir. 37 ˚C'de iki günlük 

inkübasyondan sonra, C. parapsilosis için kontrol grubunun petri kapları (0 g/mL), 0.005, 

0.01, 0.03, 0.06, ve 0.12 g/mL Mikrobiyal KS; sırasıyla A, B, C, D, E ve F plakları beyaz 

C. parapsilosis kolonileri ile kaplanmıştır. 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL 

Mikrobiyal KS ile muamele edilmiş G, H, I, J, K ve L petri kaplarında hiçbir koloni tespit 

edilmemiştir. Dolayısıyla bu çalışmada Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis'e karşı MİK 

değeri 0.18 g/mL olarak belirlenmiştir (Şekil 3.19).  

Ticari KS'nin kullanıldığı çalışmada ise, Ticari KS Mikrobiyal KS'ye göre daha düşük 

etkinlik göstererek, Ticari KS'nin MİK değeri 0.24 g/mL olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.20) 
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Şekil 3.19: Farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, 
(C) 0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18 (MİK değeri), (H) 0.24, (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.20: Farklı konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. parapsilosis üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24 (MİK değeri), (I) 0.30, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.21: Mikrobiyal KS’nin C. parapsilosis’e karşı Muller Hinton Broth kullanılarak 
yapılan Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin 

olmadığı 6. kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%18- 0.18 g/mL) C. parapsilosis 
için MİK değeri olarak kabul edilmiştir.  

 
Şekil 3.22: Ticari KS’nin C. parapsilosis’e karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 5. 
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (%24- 0.24 g/mL) C. parapsilosis için MİK 

değeri olarak kabul edilmiştir.  

Yapılan Broth Mikrodilüsyon yönteminde, Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis’e karşı 

antifungal aktivitesi tekrar edilmiştir. Mikroplak üzerindeki 1-10 arası kıyucuklara sırasıyla 

0.48, 0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarında 

Mikrobiyal KS eklenmiştir. 11. kuyucuk plak hazırlanırken herhangi bir kontaminasyonun 

olmadığını doğrulayan kontrolken, 12. kuyucuk C. parapsilosis’in canlılığını ifade eden 

kontroldür. Bu çalışma sonucunda, Mikrobiyal KS'nin C. parapsilosis için MİK değeri, 

agar dilüsyon yöntemine pararlel olarak, renk değişikliğinin görülmediği 6. kuyucuktaki 

0.18 g/mL olarak belirlenmiştir (Şekil 3.21). Bu çalışma ticari KS ile tekrar edilmiş ve 

ticari KS'nin C. parapsilosis üzerindeki MİK değeri 5. kuyucuktaki daha yüksek 

konsantrasyon olan 0.24 g/mL olarak tespit edilmiştir (Şekil 3.22). 

3.8 Mikrobiyal KS ve Ticari KS’nin C. krusei’ye karşı Antifungal Aktivite Sonuçları 

Agar dilüsyon yönteminin detaylı çalışmasında, 0,12 g/mL Mikrobiyal KS 

konsantrasyonunun kullanıldığı F plağından itibaren C. krusei kolonileri belirginleşmeye 

başlamıştır. Dolayısıyla, kontrol grubunun petri kapları (0 g/mL), 0.005, 0.01, 0.03, 0.06 ve 

0.12 g/mL Mikrobiyal KS; sırasıyla A, B, C, D, E ve F plakları üzerinde beyaz C. krusei 

kolonileri görülmüştür. 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 ve 0.48 g/mL Mikrobiyal KS ile 

muamele edilmiş G, H, I, J, K ve L petri kaplarında hiçbir koloni tespit edilmemiştir. 

Dolayısıyla bu çalışmada, kolonilerin görülmediği en düşük Mikrobiyal KS 
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konsantrasyonu olan 0.18 g/mL değeri, Mikrobiyal KS’ nin C. krusei 'ye karşı MİK değeri 

olarak belirlenmiştir (Şekil 3.23).  

Yapılan bu çalışma ticari KS’nin etkinliğini görmek için tekrar edilmiştir. Ancak, ticari 

KS’nin C. krusei üzerindeki inhibitör etkisinin Mikrobiyal KS kadar güçlü olmadığı 

görülmüştür. Ticari KS'nin C. krusei 'ye karşı MİK değeri 0.3 g/mL olarak tespit edilmiştir 

(Şekil 3.24).  
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Şekil 3.23: Farklı konsantrasyonlardaki Mikrobiyal KS’nin C. krusei üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 
0.01, (D) 0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18 (MİK değeri), (H) 0.24, (I) 0.3, (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.24: Farklı konsantrasyonlardaki ticari KS’nin C. krusei üzerindeki antifungal aktivite test sonuçları. (A) Kontrol, (B)0.005, (C) 0.01, (D) 
0.03, (E) 0.06, (F) 0.12, (G) 0.18, (H) 0.24, (I) 0.3 (MİK değeri), (J) 0.36, (K) 0.42, (L) 0.48 g/mL. 
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Şekil 3.25: Mikrobiyal KS’nin C. krusei’ye karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 6. 
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 18- 0.18 g/mL) C. krusei için MİK değeri 

olarak kabul edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.26: Ticari KS’nin C. krusei’ye karşı Muller Hinton Broth kullanılarak yapılan 
Antifungal aktivite testinin mikroplak resmi. Herhangi bir renk değişikliğinin olmadığı 4. 
kuyucuktaki Mikrobiyal KS konsantrasyonu (% 30- 0.3 g/mL) C. krusei için MİK değeri 

olarak kabul edilmiştir. 

Broth Mikrodilüsyon yönteminde, Mikrobiyal KS'nin C. krusei’ye karşı antifungal 

aktivitesi tekrar edilmiştir. Mikroplak üzerindeki 1-10 arası kıyucuklara sırasıyla 0.48, 

0.42, 0.36, 0.3, 0.24, 0.18, 0.12, 0.06, 0.03 ve 0.01 g/mL konsantrasyonlarında Mikrobiyal 

KS eklenmiştir. 11. kuyucuk plak hazırlanırken herhangi bir kontaminasyonun olmadığını 

doğrulayan, 12. kuyucuk C. krusei’nin canlılığını ifade eden kontrollerdir. Bu çalışma 

sonucunda, Mikrobiyal KS'nin C. krusei için MİK değeri, renk değişikliğinin görülmediği 

6. kuyucuktaki 0.18 g/mL olarak belirlenmiştir (Şekil 3.25). Yapılan bu çalışma ticari KS 

için tekrar edilmiştir. Sonuçlar agar dilüsyon yöntemine paralellik göstermiştir. Ticari KS 

için MİK değeri renk değişikliğinin görülmediği 4. kuyucuktaki 0.3 g/mL olarak 

belirlenmiştir (Şekil 3.26). 

Sonuç olarak, yapılan tüm antifungal test sonuçları, MİK değerleri gözönüne alındığında, 

Mikrobiyal KS’nin diğer Candida türlerine nazaran C. albicans (MİK: 0.12 g/mL) ve 

ardından C. parapsilosis (MİK: 0.18 g/mL) ve C. krusei’ye (MİK: 0.18 g/mL)  karşı 

inhibitor etkisinin daha kuvvetli olduğunu göstermiştir. Bunları C. tropicalis (MİK: 0.30 

g/mL) takip etmektedir. C. glabrata için ise yapılan testler sonucunda her hangi bir sonuç 

alınamamıştır. Ticari KS ile yapılan antifungal test sonuçlarında ise, Mikrobiyal KS ile 

karşılaştırıldığında C. albicans (MİK: 0.24 g/mL) ve C. krusei’ye (MİK: 0.30 g/mL)  karşı 

inhibitor etkisinin daha düşük olduğu görülmüştür. Bunu C. parapsilosis (MİK: 0.24 g/mL) 
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ve ardından C. tropicalis (MİK: 0.36 g/mL) takip etmektedir. Burada Mikrobiyal KS’nin 

C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis ve C. krusei üzerindeki inhibitör etkisinin 

ticari KS’ ye göre daha yüksek olduğu belirgin bir şekilde tespit edilmiştir. Mikrobiyal KS 

ve ticari KS’nin MİK değerlerinin sonuçları karşılaştırmalı olarak Çizelge 3.1’de 

verilmiştir. 

Çizelge 3.1: Mikrobiyal KS ve ticari KS’nin MİK değerlerinin karşılaştırmalı sonuçları 

Mikroorganizmalar Mikrobiyal KS (g/mL) Ticari KS (g/mL) 

C. albicans 0.12 0.24 

C. tropicalis 0.30 0.36 

C. parapsilosis 0.18 0.24 

C. krusei 0.18 0.30 

3.9 FT-IR (Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi) Analizleri 

Bu teknik ile organik veya inorganik yapıdaki katı, sıvı veya gaz örneklerin kalitatif ve 

kantitatif analizlerini yapılmaktadır. C. glabrata’nın üremek ihtiyaç duyduğu asidik ortam 

düşünüldüğünde Muller Hinton Agar besiyerinde üremediği düşünülmüştür (Şekil 3.27.). 

Bu yüzden deney C. glabrata’nın üreme gösterdiği optimum pH değerini taşıyan Saboraud 

Dekstroz agar ortamında deney tekrarlansa da bu mikroorganizmanın kontrol grubu dahil 

tüm plaklarda üremesinin gözlenmesiyle Mikrobiyal KS’nin asidik ortamda etkinliğinin 

olmadığı sonucuna varılmıştır.  

 

Şekil 3.27: A. Saboraud Dekstroz Agar besiyerine ekimi yapılmış C. glabrata (koloni-
üreme gözlenmiştir), B. Muller Hinton Agar besiyerine ekimi yapılmış C. glabrata 

(koloni-üreme gözlenmemiştir). 
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Mikrobiyal KS’nin distile su, Muller Hinton Broth ve Saboraud Dekstroz Broth içindeki 

kimyasal yapısının stabil olup olmadığı ile ilgili FT-IR sonuçları Şekil 3.28, 3.29 ve 

3.30’de karşılaştırmalı olarak verilmiştir. Her bir örnek için 5 mg Mikrobiyal KS sırasıyla 

200 µl’lik distile su, Muller Hinton Broth ve Saboraud Dekstroz Broth içerisine 

eklenmiştir, ve her üç örneğin ilk saatte ve 24. saatte FT-IR analizleri yapılmıştır. FT-IR 

analizleri İBTAM (İnönü Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Merkezi) 

bünyesinde yapılmış olup Shimadzu-IRPrestige 21 cihazında yapılmıştır. 

 

Şekil 3.28: DKS1 numaralı çizgi distile su içerisindeki MKS’nin ilk saatteki FT-IR 
sonucunu göstermektedir.  DKS2 numaralı çizgi distile su içerisinde 24 saat bekletildikten 

sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu göstermektedir.   

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1

%T 

DKS2

DKS1

2139,98

1635,38

3326,75

2127,58

1634,92
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Şekil 3.29: SKS1 numaralı çizgi Saboraud Dekstroz Broth içerisindeki MKS’nin ilk 
saatteki FT-IR sonucunu göstermektedir.  SKS2 numaralı çizgi Saboraud Dekstroz Broth 
içerisinde 24 saat bekletildikten sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu göstermektedir. Mavi 

okla gösterilen değerlerdeki farklılıklar Saboraud Dekstroz Broth içerisindeki MKS’nin 24. 
saatte bozunduğunu göstermektedir. 

 

Şekil 3.30: MKS1 numaralı çizgi Muller Hinton Broth içerisindeki MKS’nin ilk saatteki 
FT-IR sonucunu göstermektedir.  MKS2 numaralı çizgi Muller Hinton Broth içerisinde 24 

saat bekletildikten sonraki MKS’nin FT-IR sonucunu göstermektedir.   

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1

%T 

SKS2

SKS1

2120,04

1635,19

3307,12

2139,12

1634,95
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Yapılan FT-IR analizi sonuçlarına göre, Muller hinton broth, Saboraud dekstroz broth ve 

distile su içerisindeki Mikrobiyal KS’nin 1. ve 24. saatteki sonuçları karşılaştırıldığında, 

Muller hinton broth ve distile su içerisindeki Mikrobiyal KS’de herhangi bir değişiklik 

(bozunma) görülmemiştir. Ancak Saboraud dekstroz broth içerisindeki Mikrobiyal KS’nin 

24. Saat sonunda bozunduğu görülmektedir.  
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4. TARTIŞMA  

GAG'lar vücutta bulunan birçok fizyolojik süreçte önemli bir rol oynamaktadır. GAG'larla 

ilgili patofizyolojik süreçler, GAG'ların vücutta her yerde mevcut olmasından dolayı çok 

geniş bir aralığı kapsamaktadır. Hücre büyümesinin düzenlenmesi, proliferasyon, hücre 

adezyonunun teşviki, antikoagülasyon ve yara onarımı dahil olmak üzere hücre sinyal 

sürecinde çok önemli bir rol oynamaktadır (Casale ve Crane, 2021). GAG'lar, çeşitli viral, 

bakteriyel, fungal ve parazitik patojenlerin bulaşıcı süreçleri için çok önemlidir. Dermal 

enfeksiyona sebep olan patojenler, GAG'ları hedeflemektedir. Sağlam bir cilt epiteli, 

fiziksel bir bariyer sağlayarak, vücudun enfeksiyonlara karşı en önemli savunmasıdır. 

Cildin bu dış tabakası zayıfladığında, patojenler GAG'ları kullanarak enfeksiyona neden 

olmak için çoğalabilmektedir. Örneğin Merkel hücreli polioma virüsü, enfeksiyona neden 

olmak için konakçı hücreleri bağlamak ve istila etmek için dermal hücre yüzeylerinde HS 

ve KS'yi kullanan çift sarmallı bir DNA virüsüdür. Streptococcus pyogenes, GAG'ların 

kullanıldığı başka bir mekanizmayı temsil eden Gram pozitif bakterilerdir. S. pyogenes, 

moleküler taklit yoluyla konakçı bağışıklık savunmalarından kaçmak için HA'lardan 

oluşan bir kapsül kullanmaktadır. Dermis ve epidermiste hâlihazırda bulunan HA bolluğu 

nedeniyle, S. pyogenes 'ın HA kapsülü, konakçı lökositler tarafından tanınmayı ve 

müteakip fagositozu önler. Deri enfeksiyonunu desteklemek için GAG'ları kullanan diğer 

patojenlerin örnekleri arasında Herpes Simplex Virüsü, Candida, Staphylococcus aureus 

ve Leishmania bulunmaktadır (Casale ve Crane, 2021). Dolayısıyla enfeksiyon etkeni 

mikroorganizmaların patojenitelerini gösterebilmeleri için GAG’ları hedef görmeleri de, 

vücutta yapısal yada flora bütünlüğü bozulmuş dokulardaki GAG bütünlüğünün geri 

kazanımının da ne kadar önemli olduğunu göstermektedir. Bu alanda yaptığımız literatür 

araştırmalarında, KS ile ilgili bir antifungal araştırmaya rastlanmamıştır. Çalışmamız bu 

alanda literatüre özgün ve öncül katkı niteliği taşımaktadır. 

Mantar hastalıklarının şiddeti, mayanın türüne ve vücudun enfekte olduğu bölgeye göre 

büyük ölçüde değişmektedir. 2017 yılında yapılan bir çalışmada, ABD'de 2005 ile 2014 

yılları arasında mantar hastalıklarının tedavisi için 7,2 milyar dolardan fazla harcama 

yapıldığı bildirilmiştir (Benedict ve diğ, 2019). Aynı zamanda Candida enfeksiyonlarının 



89 
 

mantar hastalıklarının en önemli kısmını oluşturduğu da belgelenmiştir. Mantar 

hastalığının tedavi süreci, yoğun antibiyotik ve antifungal tedavisi ile süregelmiştir. 

Antibiyotik ve antifungal kullanımı bazı hallerde zorunluluk olsa da uzun süreli 

kullanımda vücuda verdiği zararlar bilinmektedir. Bunlar tedavi edici özelliği olan ancak 

doğal olmayan kimyasal tedavi ajanlarıdır. Bunun yanısıra,  Antifungal ilaç direnci, vajinal 

kandidiyazis ve diğer birçok mantar hastalığında önemli bir sorundur. Ayrıca, son çeyrek 

asırda tıp merkezlerindeki görülme sıklığı artmıştır (Fong, 1996; Cowen ve diğ, 2014). 

Aynı zamanda mantar hastalıklarının tedavi süresinin uzun olması ve hastaların 

tedavisindeki zorluklar araştırmacıları alternatif kanallara yöneltmiştir. Bu nedenlerle 

antifungal ilaçlar yerine alternatif doğal antifungal ajanların kullanılması önemlidir. 

Tezimizde Mikrobiyal KS, doğal yapısı ile agar dilüsyon ve broth dilüsyon yöntemlerini 

kullanarak yaptığımız test sonuçlarına göre antifungal aktivite göstermiştir. Tezimizde 

kullanılan 5 tür Candida suşunda Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinliği kanıtlanmıştır. 

Mikrobiyal KS’nin C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis üzerindeki MİK 

değerleri sırasıyla 0,12 g/mL, 0,18 g/mL, 0,18 g/mL ve 0,30 g/mL olarak belirlenmiştir. 

Candida enfeksiyonları özellikle üremek için doğal koşulları sağlayan kutanöz tabakada ve 

mukoza zarında meydana gelmektedir. Bunlar mukozal kandidiyazis, kutanöz 

kandidiyazis, sistemik kandidiyazis ve antibiyotik kaynaklı kandidiyazis olarak 

çeşitlenmektedir. Mukozal kandidiyazis; vajinal kandidiyazisle beraber oral kandidiyazis, 

gastrointestinal kandidiyazis ve solunum kandidiyazisi gibi konakçının mukozal dokusunu 

etkilerken; kutanöz kandidiyazis ise cildi, cilt gözeneklerini ve tırnakları etkilemektedir. 

Sistemik kandidiyazis ise sepsis ve kandidemi gibi iç organları ve kan dolaşımını 

etkilemektedir. Antibiyotiklerin kaynaklı kandidiyazis, iyatrojenik kandidiyaz olarak da 

bilinmektedir (Aryal, 2021). Antifungal ajanların literatürde bahsedilen etkileri ile 

Mikrobiyal KS’nin polianyonik yapısı ile membran fosfolipitlerine etkisi kaynaklı 

olduğunu düşündüğümüz antifungal ajan aktivitesi örtüşmektedir.  

Mevcut literatür değerlendirildiğinde, patojen proteinler ve konak hücre GAG'ları 

arasındaki etkileşim yoluyla patojen mikroorganizmalar konak hücre yüzeyine bağlanarak 

etkinliğini göstermektedirler. Eksojen GAG'lar ortama konulduğunda, konak hücre 

GAG'leri ile rekabet etmekte ve mikrobiyal proteinlere bağlanarak patojenin konak 

hücrelere bağlanmasını engellemektedir (Pomin 2017). Bu yönü ile Mikrobiyal KS 

kompetetif bir etki ile Candida kaynaklı proteinlerin vaginal epitel hücrelerine zarar 

vermesini engellemekte fungisitatik bir etki oluşturmaktadır. Ayrıca Mikrobiyal KS 
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polianyonik karakteri ile anyonik polimerlerin nispeten serbest katyonlarının, hücre 

duvarının anyonik fosfat grupları ile daha kolay etkileşime girme özelliği nedeni ile 

Candida hücrelerinin membranlarındaki fosfat gruplarına bağlanarak hücre membran 

yapısını bozmakta ve hücrenin lizisine neden olarak fungisidal etki göstermektedir  (Guo et 

al. 2017; He et al. 2020). Yaptığımız çalışma özellikle vajinal kandidiyazis tedavisi amaçlı 

Candida türlerinin antifungal etkinliğini kanıtlasa da yukarıda tanımlanan tüm Candida 

enfeksiyonları için Mikrobiyal KS terapötik bir ajan olarak kullanım potansiyeli 

taşımaktadır.  

Candidal enfeksiyonların oluşmasının sebebi olarak geniş spektrumlu antibiyotik 

kullanımı, doğum kontrol haplarının ve oral kortikosteroidlerin kullanımı, kanser 

tedavileri, diyabet ve zayıf bağışıklık sistemi gösterilmektedir. Yapılan bir kohort 

çalışmasında non-albicans Candida enfeksiyonlarının son zamanlarda antibiyotik 

kullanımı, diyabet ve probiyotik kullanımından etkilenmediği saptanmıştır (Tressler ve diğ, 

2018). Buna ek olarak, non-albicans Candida 'nın neden olduğu vajinal kandidiyazın 

tedavisi daha zor olabilmekte ve genellikle daha agresif bir tedavi gerektirmektedir 

(Deorukhkar ve diğ, 2014; Fong, 1996). Mevcut literatüre göre, tezimizde etkili bir 

antifungal bileşik olarak gözlemlediğimiz Mikrobiyal KS, klinikte tedavisi zor olan non-

albicans Candida türlerine agresif ilaç tedavisi yerine, doğal bir tedavi edici ajan olma 

niteliğine sahiptir. 

Candida enfeksiyonların tedavisindeki başarısızlıkların nedenlerinden biri, C. albicans'ın 

mutasyonlar yoluyla antifungal direnç kazanmasıdır. Flukonazol, en yaygın kullanılan 

antifungallerden biridir. Ancak, C. albicans’da flukonazol direnci geliştirmiştir. Aynı 

zamanda bazı klinik izolatların mutasyonları edinmeden yüksek flukonazol 

konsantrasyonlarını tolere ederek hayatta kalabildikleri belgelenmiştir (Delarze ve diğ, 

2020). C. tropicalis tedavisi için ise yine yaygın olarak flukonazol (epitel hücrelerine 

yapışmaya yardımcı fosfolipaz bağlantısına karşı etkili olan bir madde) kullanılıyorken, bu 

mikroorganizma da yine zamanla flukonazole direnç geliştirmiştir ve bu nedenle 

tekrarlayan kandidiyazis vakaları görülebilmektedir. Literatürde risk olarak gösterilen 

kimyasal ajanların yerine doğal yapılı bir ajan olarak Mikrobiyal KS mutasyon ve direnç 

risklerini de elimine edecek bir karakteristiğe sahip olmaktadır. 

Non-albicans Candida kaynaklı ölüm oranı yoğun bakım ve cerrahi hastalarda en yüksek; 

çocuklarda, kanser hastalarında ve HIV pozitif hastalarda daha düşüktür. Non-albicans 

Candida türlerinin enfeksiyon oluşturması için çeşitli risk faktörleri vardır. Bu risk 
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faktörleri, C. parapsilosis için vücuda yabancı cisim yerleştirilmesi, yenidoğanlar ve 

hiperalimentasyon ile ilgiliyken, C. krusei için azol profilaksisi, C. tropicalis için nötropeni 

ve kemik iliği nakli, C. glabrata için ise azol profilaksisi, cerrahi, vasküler ve üriner 

kateterlerdir.  Non-albicans Candida türlerinin bir kısmı doğal olarak veya ikincil olarak 

flukonazole dirençlilik göstermektedir. C. krusei suşlarının % 75’i, C. glabrata’nın 35'i, ve 

C. tropicalis’in % 10-25’i bu direçliliği gösteren türlerdir. Amfoterisin B direnci de C. 

krusei’nin % 10-15’inde görülmektedir. Diğer non-albicans Candida türlerinden C. 

parapsilosis ve C.tropicalis ise C. albicans gibi hem azollere hem de polienlere duyarlıdır. 

Dolayısıyla mantar enfeksiyonları için varlığı tespit edilen türe özgü antifungal tedavisi 

uygulanmaktadır (Krcmery ve Barnes, 2002). Bu durum, yıllar geçtikçe vajinal 

kandidiyazis yada Candida türlerinin neden olduğu enfeksiyonlarda, diğer tüm patojenik 

mikroorganizmalarda da görüldüğü gibi Candida türlerinde de dönemin antifungal 

kimyasallarına karşı zamanla direnç gelişebileceğini göstermektedir. Mikrobiyal KS gibi 

biyoteknolojik yöntemlerle geliştirilen yan etkisiz ve doğal ajanların kullanılması non-

albicans Candida türleri için de oldukça avantajlıdır.  

C. krusei, hematolojik maligniteleri olan hastalar ve transplant alıcılarında enfeksiyon 

etkeni olan bir mantar patojeni olarak iyi bilinmektedir. C. krusei'nin, hem flusitozin hem 

de amfoterisin B'ye karşı azalmış duyarlılığıyla birlikte flukonazol direnci nedeniyle 

potansiyel olarak çoklu ilaca dirençli bir mantar patojeni olduğu birçok çalışmada rapor 

edilmiştir (Drago ve diğ, 2004; Abbas ve diğ, 2000; Abi-Said ve diğ, 1997). Yapılan bazı 

çalışmalarda, flukonazol veya amfoterisin B alan hastalarda C. krusei'ye bağlı süper 

enfeksiyonlar bildirilmiştir (Majoros ve diğ, 2006; Abbas ve diğ, 2000). Ayrıca, 

amfoterisin B, C. albicans'a kıyasla C. krusei'ye karşı belirgin şekilde gecikmiş öldürme 

kinetiği sergilemektedir (Majoros ve diğ, 2006). C. krusei tarafından sergilenen çoklu ilaca 

direnç fenotipi, daha önce flukonazole maruz kalmış hastalar için özellikle nötropenik ve 

kritik hastalar için tedavi seçenekleri düşünüldüğünde terapötik bir ikilem teşkil etmektedir 

(Pfaller ve diğ, 2008). Tüm bunların yanında, yaptığımız çalışmada Mikrobiyal KS’nin 

diğer Candida türleriyle birlikte değerlendirildiğinde C. krusei'ye karşı etkinliğinin yüksek 

olması çoklu ilaç direnci gösteren bu mikroorganizmanın sebep olduğu enfeksiyonun 

tedavisini kolaylaştıracak ve çoklu ilaç direnci noktasında pratisyenlere destek 

sağlayacaktır. 

İntravenöz narkotik bağımlılarında, C. parapsilosis endokardit ile ilişkilendirilmektedir. 

Yapılan çalışmalarda, C. parapsilosis, fungemi, endokardit, endoftalmi, septik artrit gibi 
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klinik belirtilerle birlikte önemli bir hastane patojeni olarak gözlenmiş ve bunların tümü 

genellikle invaziv prosedürler veya prostetik cihazlarla bağlantılı olarak ortaya çıkmıştır. 

Dolayısıyla C. parapsilosis enfeksiyon salgınları, intravasküler basınç izleme cihazlarının 

ve klinikte hastalara uygulanan rutin solüsyonların kontaminasyonu sonucunda 

oluşmuştur. Deneysel çalışmalar genellikle C. parapsilosis'in C. albicans veya C. 

tropicalis'ten daha az öldürücü olduğunu gösterse de, C. parapsilosis'in hastane 

ortamlarında hızlı yayılması, ciltte oluşturduğu sık kolonizasyon, özellikle glikoz içeren 

çözeltilerde çoğalma yeteneği ve sentetik malzemelere yapışma özelliği, C. parapsilosis 

enfeksiyonlarının yoğunluğunu arttırmaktadır (Weems Jr, 1992). Yaptığımız çalışmada 

Mikrobiyal KS’nin inhibitör aktivitesinin en etkin C. albicans ve C. krusei ile beraber C. 

parapsilosis türleri üzerine olduğu bulunmuştur. Dolayısıyla Mikrobiyal KS’nin özellikle 

hastane kaynaklı enfeksiyonları önlemede potansiyel profilaktik ajan olarak 

kullanılabileceği düşünülmektedir. 

Yapılan saha araştırmaları sonrası vajinal kandidiyazdan muzdarip hastaların tedavilerinin 

rutinde tek kutuluk (7 günlük) tedavilerinin yetersiz geldiği ve ikinci bir tedavi sürecine 

ihtiyaç duydukları ve bu nedenle Kadın doğum uzmanlarına tekrar başvurdukları 

görülmüştür. Bu oran tedavi olan hastaların % 50’ sinden daha fazlasını oluşturmaktadır. 

Aynı zamanda gebe ve yüksek risk grubu hastalarda kimyasal antifungallerin yan etkileri 

de göz ardı edilmemelidir. Özellikle antibiyotik tedavisi sonrası gebe hastalarda vajinal 

kandidiyazis sıklığı daha sıktır (Denning ve diğ, 2018). Buna ek olarak, gebelik 

durumunda vajinal sekresyonlardaki yüksek östrojen ve glikojen seviyeleri, vajinal 

kandidiyaz gelişme riskini artırmaktadır (Monif ve Baker, 2003).  

Vajinal kandidiyaz genellikle oral antifungal tedavi ile tedavi edilmektedir. Ancak bazı 

çalışmalarda tanımlanan kronik bir alt tipin tedavisi daha zor olabilmekte ve intravajinal 

ilaçlarla desteklenmesi gerekebilmektedir (Hong ve diğ, 2014; Fischer, 2012). Bu durumda 

mevcut literatür değerlendirildiğinde, doku yüzeyine iyi yapışan Mikrobiyal KS yapısal 

özellikleri nedeniyle intravajinal tedavi için iyi bir alternatif olma potansiyelindedir. 

Vajinal mikroflorada baskın olarak görülen Lactobacillus türlerinin patojenik 

mikroorganizmalara karşı vajinal epitel yüzeye yapışıp tüm yüzeyi kaplayarak koruma 

mekanizması oluşturduğu belirtilmiştir (Mastromarino ve diğ, 2014; Kwok ve diğ, 2006). 

Bu çalışmaya göre, tezimizde Mikrobiyal KS’nin adezyon ve difüzyonu kolaylaştırıcı 

özellikleri ile Lactobacillus’ların sağladığı bu mekanizmayı destekleyebileceğini 

kanıtlayan veriler elde edilmiştir.  
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Kondroitin sülfat ektraselülar matrikste mevcuttur ancak bu miktar Candida enfeksiyonunu 

tedavi edemeyecek kadar düşüktür. Yapılan araştırmalardaki bulgular menapoz sonrası 

kadınların vajinal dokularındaki Kondroitin Sülfatın ve bazı GAG’ların sağlıklı üreme 

çağındaki kadınlara göre azaldığını göstermektedir (Bezerra ve diğ, 2004). Aynı zamanda 

vajinal kuruluk ve sağlıklı vajinal dokunun anormalleşmesiyle meydana gelen patolojik 

durumlarda KS’nin olumlu yönde etkinliği gözlenmiştir (Torella ve diğ, 2016). Bununla 

birlikte östrojen hormonlarının kadınlarda vajinal epitelinin büyümesini ve olgunlaşmasını 

desteklediğini ve KS gibi GAG’ların sentezini sağladığı bilinmektedir (Orazov ve diğ. 

2020; Tyuzikov ve diğ. 2018). Östrojenlerin mesanenin ürotelyumundaki GAG’ların 

sentezini, herhangi bir anormallik veya komplikasyon sonucunda olumsuz yönde 

etkilemesi vajinal dokudaki ECM’de bulunan KS’lerde bir orantısızlık oluşturabilmekte ve 

buda ciddi sağlık sorunlarıyla sonuçlanabilmektedir. Tüm bunlar düşünüldüğünde 

Mikrobiyal KS’nin prebiyotik bir ajan olarak kullanılabilirliği sadece antifungal etkisiyle 

ilişkili değil aynı zamanda vajinal doku bütünlüğünün de devamı için de gerekli 

olabilmektedir. 

Sonuç olarak, Mikrobiyal KS’nin vajinal enfeksiyonunu oluşturabilecek patojenik 

mikroorganizmalara karşı tedaviyi destekleyici etkin bir terapötik ajan olarak 

kullanılabileceği konusunda anlamlı sonuçlar elde etmiş bulunmaktayız. Mikrobiyal KS 

doğal, toksik olmayan ve biyouyumlu yapısı ile vajinal kandidiyaziste kullanılan diğer 

antifungal ajanlarla kıyasla herhangi bir yan etki göstermemektedir. Bu özelliği ile 

kimyasal antifungal ajanları kullanamayan gebe ve yüksek risk grubu hastalarda önemli bir  

tedavi ajanı potansiyelindedir. Mikrobiyal KS, helal ve vegan özellikleri ile biyoteknolojik 

ilaç endüstrisinde önemli bir ürün olarak yer bulabilecektir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kondroitin sülfat  𝛽𝛽-1,3 glikozidik bağlarla bağlanmış ve farklı karbon pozisyonlarında 

sülfatlanmış glukuronik asit (GlcA) ve N-asetil-galaktozamin (GalNAc) disakkarit 

birimleriden oluşan polimerik bir karbonhidrattır. Kondroitin sülfatın sınıflandırılması 

sülfat grubunun bulunduğu yere bağlı olarak yapılmaktadır. Yaptığımız bu çalışmada, daha 

etkin olacağını düşündüğümüz N-asetil-galaktozamin üzerinde 6. karbonun 

sülfatlanmasıyla Kondroitin Sülfat-C (KS-C) formu oluşturulmuş ve bu formun antifungal 

etkinliği ile birlikte her bir mantar türü için MİK değerleri belirlenmiştir.    

Yaptığımız tez çalışmamızda, genelde tüm mantar hastalıklarının, özelde ise vajinal 

kandidiyazisin nedeni olan en baskın mantar türlerinden C. albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis ve C krusei’ye karşı Mikrobiyal KS’nin antifungal etkinliği, agar dilüsyon ve 

resazurin-temelli broth dilüsyon yöntemleri kullanılarak ispatlanmıştır. Dolayısıyla 

çalışmamız sonucunda, antifungal etkinliği kanıtlanmış olan Mikrobiyal KS nin, vajinal 

enfeksiyonlarda yaygın olarak tesbit edilen vajinal kandidiyazis tedavisini desteklemek 

yada klinik tablo belirginleşmeden önce vajinal kandidiyazis önleyici olarak 

kullanılabileceği öngörülmüştür. Yeni bir rekombinant suş olan E. coli (pETM6-PACF-

vgb) bakterisinin Kondroitin Sülfat üretme özelliği kullanılarak elde edilen Mikrobiyal KS 

krem formda intravajinal olarak uygulanabilir yada aynı zamanda suda kolay eriyebilirliği 

ve nemli ortamda jel kıvamında bulunması gibi özellikleri de bulunduğundan tablet formda 

prebiyotik olarak da kullanılabileceği düşünülmektedir.  

İmidazol, triazol ve polien antifungaller vajinal kandidiyazis tedavisinde intravajinal veya 

oral olarak kullanılan ilaçlardır. Candidal enfeksiyonların tedavisi için antifungal ilaçlarla 

gerçekleştirilen tedavi süreci uzun zaman almakta bu da hem hastanın hayat standartlarının 

düşmesine sebep olmakta hemde ekonomik yönden külfet oluşturmaktadır. Candida 

albicans ve non-albicans Candida türleri için bu tablo daha da ağırlaşabilmektedir. 

Yaptığımız bu çalışmada etken maddesinin Mikrobiyal KS olduğu üretilebilecek tedavi 

ajanlarının hem uzun vadeli tedavi sürecini azaltabileceği hem de hastanın bu anlamda 

hayat konforunu yükseltebileceği düşünülmüştür. 
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Yapılacak olan ileri çalışmalarda, Mikrobiyal KS’nin sadece vajinal kandidiyazis için değil 

aynı zamanda deri ve mukozal enfeksiyonlara neden olabilecek diğer Candida 

enfeksiyonları içinde potansiyel tedavi destek ajanı olarak da kullanılabileceği 

düşünülebilir ve çalışmalar bu yönde geliştirilebilir. Aynı zamanda etken madde olarak 

kullanılacak olan Mikrobiyal KS, kullanılacak vücut mukozal bölgesine göre çeşitli 

prebiyotik yardımcı maddelerle mix yapılarak oluşturulabilecek yeni bir tedavi ajanı olarak 

geliştirilebilecek potansiyeldedir. 

Vajinal kandidiyaz tedavisi için dünya çapında milyonlarca dolar harcanmaktadır. 

Hastaların hastanede tedavisi, daha fazla antifungal ilaç kullanımına ve yanı sıra hastanın 

açısından psikolojik etkilere ve çalışma hayatında işgücü kaybına yol açmaktadır. Tedavi 

için Mikrobiyal KS kullanımının ekonomik bir değeri olacağı ayrıca hastayı antifungal 

ilaçların yan etkilerinden koruyabileceği ön görülmektedir. Türkiye İlaç Sektörü önemli 

miktarlarda ve çeşitlilikte üretim ve ihracat olanağına sahip ve katma değeri yüksek olan 

sektörlerden biridir. Uluslararası norm ve standartların uygulandığı Türkiye İlaç Sektörü, 

Dünya Sağlık Örgütü tarafından belirlenen "İyi Üretim Uygulamaları" çerçevesinde gerekli 

yatırımları yaparak teknolojik alt yapısını güçlendirmiştir. Dünyada sentez kimyasıyla 

üretilen ürünler gittikçe azalmakta, ilaç pazarında Biyoteknolojik yaklaşımlar ağırlık 

kazanmaktadır.. Ülkemizde de dünyadaki gelişmelere paralel olarak biyoteknolojik 

ilaçların üretimi önem kazanmaktadır. Keşfedilen yeni ilaç kimyasallarının sayısı 

azalmaktadır. Buna karşın, biyoteknolojik ilaçlar günümüzde toplam ilaç pazarının 

%29’unu oluşturmakla birlikte, yakın gelecekte %35’ini oluşturması beklenmektedir. 2019 

yılında 266 milyar $ olarak bildirilen biyoteknolojik ilaç satışlarının, 2026 yılında 505 

milyar $’a ulaşacağı değerlendirilmektedir (İlaç Sektörü Raporu, 2020). Mikrobiyal 

KS’nin, kandidal enfeksiyonların tedavisi için kullanılabilecek biyoteknolojik ilaçlar 

kategorisinde yer alabileceği ve bu noktada kimyasal ajanların oluşturdukları 

olumsuzlukları ortadan kaldırabileceği düşünülmektedir. Ekibimiz tarafından üretilen ve 

osteoartritteki etkinliği deneysel hayvan çalışmaları ile kanıtlanan Mikrobiyal KS’nin 

Candidal enfeksiyonlardaki etkinliğinin de Deneysel hayvan modeli ile kanıtlanması bir 

gerekliliktir. Bu aşamada elde edilecek başarı, üretimimiz olan MKS’nin yerli ve milli bir 

biyoteknolojik ilaç olarak kullanımının yolunu açacaktır. Tezimiz, dünya literatüründe 

MKS’nin  antifungal ajan etkinliğinin tartışıldığı ilk çalışma olma niteliği taşımaktadır. Bu 

yaklaşımın deneysel hayvan çalışması sonrası bir ürüne dönüşmesi en önemli hedefimizdir.
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