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ÖZET 

Yeni Nesil  Triazole Grubu Antifungal İlaçlardan Tioconazole Dirençlilik Sağlayan 

Genlerin Bulunması 

Amaç: Tıp alanındaki yeni gelişmeler: Kemik iliği nakli, kemoterapi, karaciğer 

ve böbrek transplantasyonları, yoğun bakımda tedavi gerektiren hasta sayısının 

artmasına neden olmaktadır. Tedavilerde kullanılan geniş spektrumlu antibiyotikler, 

kortikostereoitler, yoğun bakım sürecinin uzaması, organ ve doku nakillerinde organ 

reddini engellemek için kullanılan ümminsüpresiflere bağlı sistemik mantar 

enfeksiyonlarının morbidite ve mortalitesinde önemli artışa neden olmaktadır. 

Hastanelerde antifungal duyarlılık testlerinin çıkması uzun sürdüğünden 

hastalara gerekli tedavinin verilmesinde gecikmelere ve antifungallerin etkili 

kullanılamamasına neden olmaktadır. 

Amacımız maya mantarında uygulanabilen genetik/ genomik yöntemlerden 

yararlanarak mantar enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılan tioconazole karşı 

hücrelerin nasıl dirençlilik kazandıklarının saptamaktır. 

Materyal ve Metot: Çalışmamızda BY4741 S. cerevisiae maya suşu için YPD 

agar ortamında TIO için MIC dozunu belirledik. Tarama amacı ile gDNA transforme 

edilmiş hücreleri, ilacın öldürücü dozlarını içeren YNB plaklarına yaydık ilaca az 

duyarlı olan koloniden plazmitleri izole ettik. İlacın varlığında büyümeden sorumlu 

olduklarını kanıtlamak için taze yabanıl tiplerini trasforme etmek için kullandık. 

Onayladıktan sonra plazmitler Yep13F1 primeri kullanılarak sekanslandı. 

Bulgular: Dirençli koloninin, Maya 12. Kromozomu üzerinde bir DNA 

bölgesini içermiş olduğu saptandı. Bu DNA sekans dizisi Yeast Genome Database 

(https://www.yeastgenome.org) veri tabanında BLAST analizi yapmak için kullanıldı ve 

YLR117w isimli gene tekabül ettiği anlaşıldı. 

Sonuç: Bulduğumuz YLR177w geninin aşırı ekspresyonu, TIO duyarlılığını 

azalttığını gözlemledik. YLR177w'nin bulunmadığı delesyon mutantını, ilacın 

varlığında büyüme yeteneği açısından analiz ettik ancak YLR177w yokluğunda 

hücrelerin TIO'ya duyarlı hale gelmediğini gözlemledik. 

Anahtar Kelimeler: İlaç dirençliliği, Antifungal, Genomik, Maya
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ABSTRACT 

Finding Genes That  Resist Thioconazole From New Generation Triazole Group 

Antifungal Drugs  

Aim: New developments in medicine, like bone marrow transplantation, 

chemotherapy, and liver and kidney transplantations, cause an increase in the number of 

patients requiring intensive care due to the broad-spectrum antibiotics and 

corticosteroids used in these treatments, prolonged intensive care processes, and the 

morbidity and mortality of systemic fungal infections due to the immunosuppressants 

used to prevent organ rejection in organ and tissue transplants. 

Antifungal susceptibility tests take a long time to perform, which causes delays 

in giving the necessary treatment to patients and promotes the ineffective use of 

antifungals. 

Our aim is to determine how the cells become resistant to thioclosole (TIO), 

which is used in the treatment of fungal infections, by using genetic/genomic methods 

that can be applied in yeast. 

Material and Method: In our study, we determined the MIC dose for TIO in 

YPD agar medium for the BY4741 S. cerevisiae yeast strain. For the purpose of 

screening, we spread gDNA-transformed cells on YNB plates that contained lethal 

doses of the drug and isolated plasmids from the isolates that were less sensitive to the 

drug. We used it to transform fresh wild-types to prove that they were responsible for 

the growth in the presence of the drug. After confirmation, the plasmids were sequenced 

using the Yep13F1 primer. 

Results: The resistant colony was found to contain a DNA region on the 12th 

Chromosome of Maya. This DNA sequence was used to perform a BLAST analysis in 

the Yeast Genome Database (https://www.yeastgenome.org) and it was found to 

correspond to the gene named YLR117w. 

Conclusion: We observed that overexpression of the YLR177w gene reduced 

TIO sensitivity. We analyzed the deletion mutant without YLR177w in terms of its 

ability to grow in the presence of the drug, but we observed that cells were not 

susceptible to TIO in the absence of YLR177w. 

Keywords: Durug Resistance, Antifungals, Genomics, Yeast
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

AIDS       : Acquired Immune Deficiency Syndrome(Edinilmiş Bağışıklık Eksikliği    

BG : 1-3 beta-D glukan 

CFU : Colony Forming Units (Mililitredeki koloni sayısı) 

CLSI            : Clinical and Laboratory Standards Institute 
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DNA           : Deoksiribonükleik asit 

ELISA         : Enzyme-linked immunosorbent assay 

EUCAST     : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FDA             : Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 
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OD : Optical Density(optik yoğunluk)  

PCR                : Polymerase chain reaction(Polimreaz zincir reaksiyonu) 
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1. GİRİŞ 

 

Tıp alanındaki yeni gelişmeler: Kemik iliği nakli, kemoterapi, karaciğer ve 

böbrek transplantasyonları, yoğun bakımda tedavi gerektiren hasta sayısının artmasına 

neden olmaktadır. Tedavilerde kullanılan geniş spektrumlu antibiyotikler, 

kortikostereoitler, yoğun bakım sürecinin uzaması, organ ve doku nakillerinde organ 

reddini engellemek için kullanılan ümminsüpresiflere bağlı sistemik mantar 

enfeksiyonlarının morbidite ve mortalitesinde önemli artışa neden olmaktadır (1,2). 

Akdeniz üniversitesinde yapılan başarılı çift kol nakli ameliyatı sonrasında 

hastanın uzun süre yoğun bakımda kalması ve immün sistemin baskılanması sonucunda 

gelişen mantar enfeksiyonu, bu mantara karşı kullanılan ilaca direnç gelişmesi sonucu 

hasta yaşamını yitirmiştir. Bu gibi istenmeyen sonuçlar bu alandaki başarıyı tartışmaya 

neden olmuştur (3). 

Sistemik antifungallerin kullanımı 1950’li yıllarda başlamış. Ancak ilaç 

sayısındaki artış anibakteriyal ilaçların gerisinde kalmıştır. Daha da önemlisi birçok 

mantar türü bu ilaçlara direnç geliştirmiştir. Tüberküloz ve HIV taşıyan hastalarda 

yapılan bir çalışma, hastalarda saptanan mantar enfeksiyonlarının % 34’ü Amfoterisin 

B’ye % 75’i azol gurubu antifungallere dirençli çıkmıştır (4). 

Bakteriler prokaryotik hücre yapısında olduğundan insan hücresinden farklı 

yapıdadır. Dolayısı ile bakteriler farklı metabolik hedeflere sahiptir. Mantarlar konak 

olarak kullandığı insanlar, ökaryotik hücre yapısına sahiptir. Mantarlara toksik olan 

ilaçlar insan hücresine de toksik olabilmektedir (5,6). Mantarlar konak olarak 

kullandıkları memeli hücreleri ile aynı özellikte olması nedeni ile tedavide kullanılan 

ilaçların biyokimyasal ve fizyolojik farklılıklara bağlı olarak üretilmeleri son 10-15 yıl 

ile sınırlıdır (7,8). 

Hastanelerde antifungal duyarlılık testlerinin 72 saat gibi uzun sürede çıkması 

gerekli tedavinin gecikmesine neden olmaktadır. Dolayısıyla hastanın sağ kalım oranını 

etkilemektedir. İlaca karşı gelişen direnç genlerinin bulunması piyasada var olan 

antifungallerin etkili kullanılmasına neden olacaktır. Dolayısı ile farklı ilaç 

kombinasyonlarının kullanılması tedaviyi hızlandıracaktır. Bu gibi çalışmalar hücre içi 

hedeflerin saptanmasına olanak sağlayacaktır. 



2 

Çalışmamızda model olarak maya mantarı (S. cerevisiae BY4741 Hattı) 

kullanıldı. S. cerevisiae kullanmamızın sebebi hem mantar olması hem de moleküler 

biyoloji ve genetik yöntemlerin kolayca uygulanabilir olması etkili oldu. Dirençlilik 

mekanizmasını bulmak için, yüksek kopya sayılı genomik DNA (g DNA) kütüphanesi 

ile transforme olmuş maya hücreleri tioconazolenin öldürücü dozlarının olduğu ortamda 

büyümeye bırakıldı. Büyüyebilen hücrelerden elde edilen kütüphane plazmitlerinin dizi 

analizi yapılarak hangi geni içerdiği tespit edildi. Daha sonra bu gen klonlandı, aşırı 

ifade edilmesinin ve genomdan çıkarılmasının ilacın dirençlilik mekanizmasına etkisi 

teyit edildi. Hedefimiz yeni nesil azol gurubu antifungallerden tioconazoleye karşı 

gelişen direnç geninin bulunup bulunmadığını araştırmaktır. Çalışmamız sonunda elde 

edilen verilerin organ tranplantasyonu ve kanser hastalarında fungal enfeksiyonların 

engellenmesine ışık tutacağı ve sağ kalım oranını arttırılmasında katkı sağlayacağı 

düşüncesindeyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Funguslar 

Fungusların çoğu çok hücrelidir, ancak fungus guruplarının çoğunda bir hücreli 

türler bulunur. Bunların zigospor fungusları, kadeh fungusları ve kese fungusları 

mayalar olarak isimlendirilir. Mayaların çoğu tomurcuklanarak- mitozdan sonra 

asimetrik hücre bölünmesi ile- ürerler. Maya evrelerine sahip bazı funguslar ipliksi bir 

evre içerirler. Mayalar sıvı ve nemli ortamlarda yaşarlar ve besin maddelerini hücre 

yüzeyleriyle doğrudan absorblarlar. “Maya” terimi organizmaların tek bir taksonomik 

gurubunu değil, birden fazla süreçte ortaya çıkmış olan bir yaşam biçimini ifade eder. 

Yüksek büyüme hızları ile birlikte, çok sayıda türün kültüre alınabilme kolaylığı, 

laboratuvarda çalışmak için mayaları ideal organizmalar yapar. Labaratuvar 

çalışanlarına çok sayıdaki bakterinin sağladığı avantajlarının aynısını sağlarlar. Ancak 

ökaryot olduklarından, genomları ve hücreleri insanlarınkine ve diğer ökaryotlarınkine 

çok fazla benzerlik gösterir (9). 

Mantar ailesinin büyük bir kısmını mayalar oluşturmaktadır. Doğada yaygın 

bulunan mayaların hücre yapısını; polisakkarit, lipit ve nükleik asitler oluşturur. Hücre 

büyüklüğüne göre mayalar, bakteriler ile yüksek mantarlar arasındadır. Maya hücre 

zarı; protein, lipit ve fosfattan oluşur. Maya hücresinin %75’ni su oluşturmaktadır. 

Geriye kalan kısmının yarısını proteinler oluşturur ve diğer kısmını da karbonhidratlar, 

enzimler, aminoasitler, yağlar, peptitler ve vitaminler oluşturur. Mayalarda hidrolaz ve 

desmolaz diye iki çeşit enzim bulunur. Hidrolazlar esterazlar, karbohidrolaz ve 

proteazlardan oluşur. Desmolaz enzimleri yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde 

katalizör görevi görür. Permeaz enzimleri hücre dışı ortamda hücre içine madde 

taşınmasında rol alır. 

Mayaların üremesini etkileyen en önemli faktörlerin başında pH, sıcaklık ve 

havalandırma gelir. Mayalar asidik ortamda büyürler. Ancak oksijenin bol olduğu 

ortamlarda hızlı ürerler. Oksijenin olmadığı ortamlarda besin maddelerini etil alkole 

dönüştürürler. Mayaların büyümesinde ortam şartlarının dışında ortamda bulunan besin 

maddeleri de etkilemektedir. Bunlar heterotrof beslendikleri için özellikle 

karbonhidratlar, üremelerini doğrudan etkiler. Karbonhidrat kaynakları; glikoz, 

sakkaroz, mannoz, galaktoz ve furuktozdur. Üremesinde diğer etkili madde azot 
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olmasına rağmen potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor gibi maddelerde ihtiyaç 

duyar (10). 

İnsanlar için yararlı olan bir çok fungus türü ticari ve endüstriyel olarak da 

üretilmektedir (11). Funguslarda elde edilen metobolitler endüstride kullanılmaktadır. 

Dünyada doğal kaynaklar zamanla azalmaktadır. Mikroorganizmalar bir çok alanda 

potansiyel üretim için kullanılmaya başlanmıştır. Mikroorganizmalar içinde funguslar 

önemli bir yere sahiptir. Doğadaki organik maddeleri parçalayarak organik asit, enzim, 

protein, vitamin ve antibiyotik eldesinde kullanılırlar. Yiyeceklerimizin bozulmasında 

rol alırlar. İnsan, hayvan ve bitkilerde çoğunlukla hastalıklara neden olmaları 

fungusların hayatımızda ne kadar öneme sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca ilaç 

olarak kullandığımız, antibiyotik ve antifungallerin bir kısmı funguslardan elde 

edilmektedir (12). 

Funfuslardan daha çok insan sağlığı üzerinde olumsuz etkiye neden olan 

çalışmamızda kullandığımız Saccharomyces cerevisiae, daha çok ekmek maya 

endüstrisinde kullanılmaktadır. Bira mayası olarak da bilinmektedir. Vitamin ve 

hayvansal yem olarak kullanıldığı gibi geri dönüşümü de kolaydır (13). 

2.2. Saccharomyces cerevisiae’nin Sistematikteki Yeri 

Çalışmamızda kullandığımız Sacchoramyces cerevisiae bir fungus türüdür. Bu 

türe ait sistematik bilgisi Çizelge 2.1’de verilmiştir. 
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Tablo 2.1. Sacchoramyces cerevisiae canlı sınıflandırmasındaki yeri 

Kategori Takson 

Alem (Regnum) Fungi 

Alt alem Dikarya 

Şube (Division) Ascomycota 

Alt şube Saccharomycotinia 

Sınıf (Classis) Saccharomycetes 

Alt sınıf Saccharomycetidae 

Takım (Ordo) Saccharomycetales 

Familya Saccharomycetaceae 

Genus Saccharomyces 

Tür (Species) Saccharomyces cerevisiae Hansen, 1883 

Yukarıda verilen sınıflandırma bilgileri aşağıda belirtilen internet sitesinden alınmıştır. 

https://www.itis.gov/servlet/singleRpt/SingleRpt?searc%20topic=TSN&search%20value=194157#null 

2.2.1. Fungi (alem) 

Mikolojinin öncüleri, mantarları ortak özelliklere sahip guruplar halinde organize 

etmeye çalıştılar ve bu morfolojik yaklaşım, ascomycet ve basidiomycet’lerin 

ayrıştırılmasında ve alt-taksonların belirlenmesinde başarılı oldu. Bununla birlikte, bazı 

durumlarda spor rengi gibi morfolojik özellikler kullanılarak yapılan sınıflandırmalar, 

evrimsel akrabalığı olmayan guruplarla bir arada gösterildi. Mantarların filogenetik 

sınıflandırması, yirminci yüzyılda mikroskopi ve biyokimyada ilerlemeler kaydetti, 

ancak 1980’lerde polimeraz zincir reaksiyonu ve diğer moleküler genetik tekniklerinin 

ortaya çıkması, mantar taksonomisi çalışmasını önemli ölçüde değiştirdi. O zamandan 

günümüze değin geleneksel olarak kabul gören gurupların birçoğu sınıflandırma 

açısından yeniden düzenlendi ve yeniden adlandırıldı. Mantar sınıflandırmasındaki 

değişiklikler hala devam etmektedir (14). 

Mantarların mevcut taksonomik düzenlenmesinde altı filum (şube) yer 

almaktadır. Bunlar sırasıyla Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota, 

Blastocladiomycota Chytridiomycota ve Neocallimastigomycota’dır. 

Mantar sınıflandırmasında Dikarya, Basidiomycota ve Ascomycota’dan oluşan 

bir alt-alem olarak önerilmiştir. Bu ad, bu mantarda eşeyli üreme sürecinde iki çekirdek 

içeren hücrelerin oluşumu ifade eder. Genetik veriler, bazı mantarların altı filumun 

hiçbirine tam olarak uymadığını, ancak ek filumları tanımlamak için yeterli bilgiye 

sahip olmadığımızı göstermektedir. Tam olarak tanımlanmamış guruplar, basit bir 

üreme döngüsü gösteren ve çok iyi tanınan Mucor mucedo dahi olmak üzere 900 veya 

about:blank#null
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daha fazla zigomycet türünü içerir. Yukarıda listelenen filumlara ek olarak, birçok 

taksonomistin Fungi aleminin bir parçası olarak gördüğü 1000’den fazla mikro parazit 

türü vardır (14) 

2.2.2. Ascomycota (şube) 

Ascomycota, 33.000’den fazla türü ve çok sayıda tanımlanmamış mantarı 

kapsayan en büyük mantar filumudur. Bu şube, mayaları, filamentöz mantarları, liken 

simbiyozları oluşturmak için yosun ve siyano bakterilerle ortaklık yapan mantarları, 

mikorhizal türleri, saprotrofları, bitki ve hayvanların patojenlerini içerir. Bu takson 

endüstriyel uygulamalarda, gıda üretiminde ve lezzetlendirmede kullanılmaktadır. 

Birçok tür sadece conidiofor adı verile saplarda aseksüel sporlar üreten aseksüel 

mantarlar olarak bilinir, ancak ayrıntılı olarak incelenen çoğu türün yaşam döngülerinde 

eşeysel üreme evreleri tanımlanmıştır (14). 

2.2.3. Saccharomycotina (alt-şube) 

Bu guruptaki mantarlar tomurcuklanan maya hücreleri üretirler. Morfolojik 

çeşitlilik sınırlıdır, ancak kısa tomurcuk üreten filamentlerden oluşan psödohifler belirli 

koşullar altında oluşur ve türlerin bazıları uçta büyüyen hifler ve uzamış asci üretirler. 

Bu taksona bağlı olan Saccharomyces cerevisiae olgunlaşmış meyvelerde bulunan şeker 

açısından zengin diyet ile gelişir. Düşük oksijen mevcudiyeti koşullarında glikozu 

metebolize etme ve karbondioksit ve alkol üretme kabiliyeti, insanların binlerce yıl bira 

üretmesini, sağlamıştır. Maya hücresi tomurcuklanarak bir haploid hücre olarak çoğalır. 

Tek çekirdek mitozla bölündüğünde, yavru çekirdeklerinden biri tomurcuk içine 

kaydırılır. Tek bir hücre bir dizi tomurcuk üretebilir ve her biri ayrıldıktan sonra ana 

hücrenin yüzeyinde bir iz bırakır(14) 

2.2.4. Saccharomyces cerevisia 

Mantarlar âleminde bulunana tek hücreli, tomurcuklanma ile üreyen ve ökaryotik 

bir canlıdır. S. cerevisiae genomu 24 Nisan 1996 da tam olarak sekanslanan ilk öyaryot 

canlıdır. Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya’da 600 den fazla bilim adamı tarafından 

100 labarotuvarda S. cerevisiae’nın sekanslaması yapıldı. Saccharomyces Genome 

Database bu çalışmanın üzerine kurulmuş bir bankadır. SGD ökaryotik hücre genetiği, 

fizyolojisi ve organizasyonu hakkında temel bilgilerin geliştirilmesinde önemli bir yere 
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sahiptir. Dizilenen genom ve gelişen moleküler biyoloji teknikleri ile birlikte 

uluslararası ortak çalışmalar maya biyolojisinde büyük gelişmelere neden olmuştur (15). 

S. cerevisiae büyüklüğü 200 ile 2.200 kb arasında değişen 16 kromozomdan 

oluşur. Genomu yaklaşık olarak 13.392 kb dır (16). 

S. cerevisiae, sitoplazmada bulunan mitokondriyal DNA, viral DNA, dairesel 

plazmit DNA ve nükleer DNA olmak üzere birbirinde bağımsız dört farklı genetik 

materyale sahiptir (15). S. cerevisiae’nın genetik özellikleri Çizelge 2.2’de verilmiştir. 

 

Tablo 2.2. S. cerevisiae’nın genetik özellikleri 

Özellik Miktar 

Genom Büyüklüğü: 12.5 Mb + rDNA 

(rDNA genellikle 1-2 Mb, oldukça değişken) 

Tek Kopya: 12,0 Mb 

Genetik harita uzunluğu: >4300 cm 

Kromozom sayısı : 16 

Organel DNA’sı 

(Mitokondriyal DNA): 

75 kb 

Ekstrakromozomal elementler: 2- mikron plazmiti DNA’sı Çift zincirli RNA virüsleri 

 

S. cerevisiae’nın XII. Kromozomu en büyük kromozomdur. XII. Kromozomun 

büyüklüğü 100-200 kopya aralığında değişen rDNA tekrarları nedeni ile 2060-3060 kb 

arasındadır (Çizelge2.3) (15,17). 
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Tablo 2.3. S. cerevisiae’nın kromozom uzunlukları (17). 

Kromozom No Kromozom uzunluğu (Kbç) 

I 240 

VI 280 

III 350 

IX 440 

V 590 

VIII 590 

XI 680 

X 755 

XIV 810 

Kromozom No Kromozom uzunluğu(Kbç) 

II 840 

XIII 950 

XVI 980 

VII 1.120 

XV 1.130 

IV 1.640 

XII 1.095 + rDNA 

Toplam 12.490 + rDNA 

*Sıralama kromozom uzunluklarına göre yapılmıştır. rDNA kopya sayıları S. cerevisiae suşuna göre 

değişkenlik gösterebilmektedir (15,17). 

 

2.3. Antifungaller 

2.3.1. Polienler-Griseofulvin (amfoterisin b ve türevleri) 

Polienler mantarların sterol halkasına bağlanıp hücrenin membran özelliğini 

bozarak etkisini gösterirler. Amfoterisin B Nistatin bu grupta yer alır (18). 

Amfoterin B mantarların hücre duvarındaki ergosterol gibi sterollere bağlanıp 

delikler oluşturarak hücre zarı geçirgenliğini artırıp intraselüler potasyum, şeker, 

magnezyum ve metabolitlerin hücre dışına çıkışı ile mantarın ölümüne neden olur (18). 

Amfoterisin B Candida türlerine, Aspergillus türlerine, Mucorales takımına, 

fırsatçı mikoz ve endemik mikozlara karşı etkinliği bilinen geniş spekturumlu fungisidal 

bir antifungaldir (19). 

Amfoterisin B, Streptomyces nodosus’dan elde edilen ve paranteral infüzyon ile 

uygulanan bir antifungal antibiyotiktir. Nistatine benzer polien sınıfında yer alır fakat 

imidazol yapılı değildir. Amfoterisin B yan etkileri, toksisitesi bilinmesine rağmen ve 
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imidazol sınıfı yeni ilaçlarına bulunmasına rağmen çoğu sistemik mantar 

enfeksiyonların tedavisinde ilk sırada yer almaktadır. Amfoterisin B nadir olarak 

bağırsak sterilizasyonu için agız yolunda kullanılmaktadır. Gostrointestinal kanaldan 

çok az abrorbe olduğu için enfeksiyonların tedavisinde parental yoldan verilmektedir. 

Amfoterisin B 30 mg intravenöz yoldan verildiğinde birkaç saat sonra serum doruk 

konsantrasyonu 1 µg/mL’dir. Aynı zaman diliminde içinde 50 mg’lık doz verildiğinde 

serum doruk konsantrasyonu 2 µg/ml olmaktadır. Amfoterisin B intramüsküler yoldan 

verilmez. 

Amfoterisin B çok kompartımanlı bir dağlım göstermektedir. Gözde aköz hümör, 

plöralü perikardiyal, peritinoyial sinoviyal sıvılarda düşük konsantrasyonlarda 

bulunmaktadır. Santral sinir sisteminde, serumda bulunan konsantrasyonunun %3’ü 

kadardır. Dolayısı ile Santral sinir Sistemi enfeksiyonların tedavisinde fungustatik 

amforerisin B’nin intratekal verilmesi gerekmektedir. Araknoid villuslar amfoterisin 

B’yi SSS uzaklaştırır ve ilaç beynin ekstraselüler kompartımanlarında depolanarak bir 

rezarvuar görevi görür. Amfoterisin B önce lipoproteinler olmak üzere %90-95 oranında 

proteinlere bağlanır. İlacın çok az bir kısmı safra yolu ile atılmaktadır. Yaklaşık % 2-5 

renal çok yavaş elimine olur; ilacın % 40 vücuttan 7 günden fazla bir sürede 

atılmaktadır. Böbrek fonksiyonları normal yetişkinlerde plazma eliminasyon yarı ömrü 

24 saattir. Amfoterisin B tedavi kesildikten sonra kanda 4 hafta ve 4-8 hafta idrarda 

saptanabilmektedir (20). 

Amfoterisin B’ye karşı gelişen direnç nadirdir. İlaca duyarlı mantarlar 

Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, C. albicans, C. guilliermondi, C. 

tropicalis, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum 

(21). 

Nistatin: Dört çift bantlı polien antifungal bir antibiyotiktir. Candida türleri 

üzerine çok etkili bir antifungaldir. Fungisidal ve fungisitik etkisi bulunmaktadır. Krem 

ve pomat gibi topikal formlarının yanı sıra oral formu da bulunmaktadır (22). 

2.3.2. Alilamin türevleri (naftidin, terbinafin) 

Skualen epoksidazı seçici olarak engeller, ergosterol sentezini erken basamakta 

bloke etmektedir. Ayrıca inhibisyon sonucu hücre içinde fazla biriken skualen nedeni 

ile mantarın hücre duvarının sentezini ve fonksiyonunu bozarlar (23). 
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Terbinafin oral veya tropikal olarak kullanılan bir antifungaldır. Farmakolojik 

olarak naftidine benzemektedir. Oral yoldan kullanılabilen terbinafin, fungusit aktivitesi 

ve tırnakta konsantre olma yeteneği nedeni ile onimikoz tedavisinde yüksek derecede 

etkinliğe sahiptir. Onikomikoz tedavisinde griseofulvin ve intrakonazole üstünlüğü 

kanıtlanmıştır (21). 

2.3.3. Ekinokandinler 

Ekinokandinler, geniş spekturumlu lipopeptit yapılı bileşiklerdir. Diğer 

antifungallerden farkı mantarların hücre duvarında 1,3-beta-D- gulukan sentezini inhibe 

etmesidir. 1,3 –beta-D- gulukan sadece mantar hücrelerinde bulunduğundan sadece 

mantar hücresine toksiktir. Memelilerin hücrelerine zarar vermemesi, kullanılmasında 

özel tercih sebebidir (24). 

Ekinokandinler hücre duvar sentezini inhibe ederek Candida ve Saccharomyces 

türlerinde fungisidal etki göstermesine rağmen, Aspergillus türlerinde fungustatik etki 

gösterir. Bu durumun mantarın hücre duvar yapısında değişen oranlarda gulukan 

bulunmasından kaynaklanmaktadır (25). 

Klinikte kullanılanımı olan üç antifungal bulunmaktadır. Bunlar kaspofungin, 

mikafungin, anidulafungin preparatlarıdır (18). 

Kaspofungin invaziv kandida enfeksiyonlarında, lipozomal Amfoterisin B ve 

varikanozole dirençli aspergilloz tedavisinde kullanılır. Mikafungin, Candida 

enfeksiyonların tedavisinde kullanılırken allojenik kemikiliği nakli yapılan hastalarda 

proflaksi amaçlı kullanılmaktadır. Anidulafungin kandidiyazis ve kandida özefajit 

tedavisinde kullanılmaktadır. Ekinokandinler böbreğe ve karaciğere toksik değildir (25). 

Ekinokandinlere karşı gelişen direnç tüm mantarlarda aydınlatılamadığından bu 

gulukan sentataz enziminin FKS subunitiyle bağlantılandırılmıştır (26). 

2.3.4. Pirimidinler (Nüklezid Anoloğu) 5Fulisitozin 

Nükleik asit sentezini inhibe edip pirimidin metabolizmasını bozarak mantar 

hücresindeki DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek antifungal etki neden 

olurlar. Aspergillus enfeksiyonlarında kullanılan bir antifungaldir (18). 
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2.3.5. Azoller 

Azol gurubu antifungaller kimyasal formülünde azol halkası bulunduran 

bileşiklerdir. Azoller genel anlamda fungustatik etki gösterirler. Ancak bazı triazoller 

bazı mantarlara karşı fungusidal etki gösterirler. Buna en güzel örnek varikonazolün 

Aspergillus’a karşı fungusidal etkisidir. 

Azol halkasındaki nitrojen sayılarına göre imidazoller ve triazoller diye iki 

ayrılır. Ketokonazol, mikonazol ve klotrimazol gibi imidazoller iki nitrojen bulundurur. 

İtrakonazol, flukonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol ve ravukonazol gibi 

triazoller üç nitrojen bulundurur. Azoller sitokrom p-450 bağımlı 14-α demetilaz 

enzimini inhibe ederler. Bu durumda ergosterolden lanestrol sentezi engellenmiş olur ve 

hücre membranı sentezlenemez (27). 

Triazoller memeli hücre membranından çok mantar hücresine etki etmesiyle 

imidazollerden daha güvenilirdir. İmidazoller sadece yüzeysel mantar enfeksiyonlarında 

kullanılırken, tiriazoller hem yüzeysel enfeksiyonlarda hem de invaziv mantar 

enfeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadır (28). Flukonazol Candida 

enfeksiyonlarında en sık kullanılan ilaçtır. Ayı zamanda transplant hastaları kriptokok 

menejit geçirmiş immün yetmezlik sendromu (AIDS) hastalarında proflaksi amacı ile 

kullanılır. C. krusei flukonazole doğal direnç kazanmıştır (28). 

Azoller ilk olarak 1944’te Wooleyn tarafından sentezlenmiştir. İmidazol olan 

ketokanazol 1981’de, fulukonazol 1990’da, itrakonazol 1992’de, vorikonazol 2002’de 

ve posakonazol triazol bileşikleri 2006’da FDA onayı alarak uygulanım alanına 

girmiştir (29). 

Azoller, özellikle Aspergillus enfeksiyonlarının tedavisinde oral kullanılması, 

etkinliğinin iyi olması, tolere edilebilirliği ve nispeten düşük toksik etkileri nedeniyle 

tercih edilmektedir. Azol direnci 1990’lı yılların sonunda Aspergillus fumigatus 

izolatlarında görülmüştür. Azol direncinin oluşmasıyla ilgili iki ihtimal 

düşünülmektedir. Birincisi tarımda fungusit olarak azollerin kullanılması ikincisi de 

kliniklerde yoğun olarak azollerin kullanılmasıdır (30,31). 

Azol gurubu antifungallere karşı gelişen direnç, doğal direnç ve kazanılmış 

direnç olmak üzere ikiye ayrılır. Doğal direnç, bir tür veya kökenin kalıtım ile gelen 

özelliğidir. Kazanılmış direnç ise uzun süre antifungal kullanan bireylerde duyarlı olan 
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bir izolatın direnç kazanmasıdır. Kazanılmış azol direnci 1990’lı yıllarda HIV’lı 

hastalardan izole edilen C. albicans türlerinde görülmüştür. Kazanılmış azol direncinin 

bilinen bazı mekanizmaları gen mutasyonları, genin ekspresyonundaki artış, atım 

pompalarının aktivasyonunda artış ve membran geçirgenliğindeki azalmadır (31,32). 

2.3.6.Triazoller 

2.3.7.Tioconazole 

Tioconazole tropikal olarak kullanılan geniş spekturumlu sentetik imidazol yapılı 

antifungal bir ilaçtır. Dermatofit, maya, ve diğer mantarlara karşı fungusid etkilidir. 

Ayrıca stafilokok ve streptokok türleri birçok gram-pozitif mikroorganizmaya karşı 

antibakteriyel aktivitesi de vardır. Topikal olarak dermal kandidiyazis, onikomikoz ve 

vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde kullanılır. 

Tioconazole etkisini mantar hücresinin membran geçirgenliğini bozarak etkisini 

gösterir. Ergosterol fungusun hücre membranındaki temel bileşenlerini oluşturur. 

Tiokonazole, lanosterol’ün ergosterol’e dönüşümünde sorumlu bir sitokrom P-450 

enzimi olan 14-α demetilaz ile etkileşerek ergosterol sentezini önlemektedir. 

Tioconazole in vitro olarak: Candida species (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. 

parapsilosis, C. pseudotropicalis ve C. tropicalis) karşı etkilidir. Özellikle 

Corneobakterium minutissimum ve Bacteroides bakterilerine karşıda etkilidir. 

Tiokonazole beyaz ve kıristaliza halde bulunur. Suda çok az çözünür, metanol, 

etanol ve kloroformda çözünür. Kapalı formülü C16H13Cl3N2OS RX Media Pharma 

2019 
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Şekil 2.1. Tioconazolenin kimyasal formülü (Sigma-Aldrich). 

 

İmidazol türü çeşitli antifungaller 1978 yılından beri kullanılanılmaktadırlar. Cilt 

ve mukozaların mantar enfeksiyonu ile kronik mukakütonöz kandidiyazis tedavisinde 

diğer ilaçlara üstünlük gösteririler. Sistematik kullanılanların çoğu anfoterisin B’den 

daha etkili değildir fakat amfoterisin B’den daha az toksik etkiye sahiptir. Tioconazole 

dermatofitozlara karşı sadece lokal olarak kullanılmaktadır. Lokal olarak kullanılan azol 

türevi antifungallerin etkinlikleri ve yan etkileri yönünden birbirine benzemektedirler. 

Uygulandıkları cilt bölgerine yavaş ve düşük derecede absorbe olurlar (33). Tioconazole 

dermatofitler, Malessezia furfur ve Candida albicans’lara karşı antifungal etki gösteren 

geniş spekturumlu imidazol türevi ilaçtır. Candida albicans’ları tedavide klinikte 

kullanılan beş imidazol (Klotrimazol, ekonazol, ketokonazol, mikonazol ve tioconazol) 

karşılaştırıldığında tioconazolenin diğerlerine üstünlük sağladığı görülmüştür (34). 

Günümüzde tinea enfeksiyonlarının, Pityriasis versicolor ve candidiasislerin 

tedavisinde kullanılır. %1’lik krem, %6,5 vajinal merhem losyon, pudra, 100mg vajinal 

tablet formu ile %28’lik tırnak solüsyonu mevcuttur (33). 

Triazoller: İtrakonazol- Vorikonazol- Posakkonazol- Ravukonazol- Flukonazol- 

Alilaminlerdir. 
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2.4. Mantar Enfeksiyonlarında Tanı 

2.4.1. Mikroskobi 

İnsanlarda hastalığa neden olan mantarlar Candida’lardır. Candida’ lar tek 

hücreli olup klinik numunelerde ve kültürde mikroskobik olarak 4-6 mikrometre 

çapında gram pozitif olarak boyanan yuvarlak veya oval görülürler. Özellikle 

antimikrobiyol kullanıma bağlı ileri derecede polimorfizim gösterirler (35). 

Aspergillus fumigatus kolonileri besiyerinde mavi ve ya yeşil renkte, kadifemsi 

koloniler oluşturur. Mikroskobik olarak küresel olmayan çomak benzeri veziküllere 

sahiptir. Vezikülllerin üst yarısı veya üçte ikilik kısmı tek sıra uzanan fiyalit yapılar 

görülmektedir. Aspergillus flavus kolonileri sarı-yeşil renkte granüler yünsü şekilde 

ürer. Mikroskobik değerlendirmede fiyalitler vezikülün tamamını kaplamış ve 

konidyumlar fiyalitlerin etrafında papatya gibi görünür. 

Mikroskobik inceleme kültürde üreyen etkenin doğrulanması ve hızlı sonuç 

alınması açısından önemlidir. Bu doğrultuda laboratuvarda gram boyama, histopatolojik 

incelemelerde Periyodik Asit-Schiff (PAS) ve Gomori metemin gümüş boyası 

kullanılır. Direkt mikroskobik inceleme hızlı sonuç verir ve ekonomiktir. Dezavantajları 

teknik donanım gerektirmesi değerlendirenin bilgi ve deneyimine bağlı olması sonucu 

etkilemektedir (31). 

2.4.2. Kültür 

Candida’lar, 35 ºC’de aerop ortamda mikrobiyolojide kullanılan genel üretim 

besiyeri ya da mantarlar için seçici besiyeri olan (pH 5,6) Sabouraud dekstroz agar 

(SDA)’dır. Kolonilerin oluşması ve belirginleşmesi 24-48 saat sürmektedir. Besiyerlerin 

içine çeşitli antibiyotikler konularak bakterilerin üremesi engellenir. Candida’lar 

kültürde kirli beyaz krem renkli, yumuşak kıvamlı maya kokan ve düzgün yüzeyli 

kolonilerdir. İnkübasyonun uzamasına bağlı yüzeyi kıvrımlı mat veya parlak koloniler 

oluşur (36). 

Bütün mantar enfeksiyonlarında olduğu gibi, klinik materyalden Aspergillus 

türlerinin izolasyonu ve değerlendirilmesi zordur. Kültür sonuçlarının direkt mikroskobi 

sonuçları ile değerlendirilmesi daha doğru olur. Aspergillus’un kültürde üremesi aynı 

zamanda direkt mikroskobide Aspergillus ile uyumlu hiflerin bulunması enfeksiyon için 

önemli bir bulgudur. Aspergillus’ların çoğu sikloheksimid içermeyen rutin mikolojik 
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besiyerlerinde ürer ancak tür düzeyinde tanımlama SAD’de üretilen mantarların 

makroskobik ve mikroskobik incelenmesine dayanır (31). 

Kültür duyarlılığının düşük olması, geç sonuç vermesi ve kültür için örnek 

alınması çoğu zaman girişimsel işlem gerektirmesi sonucu kültür dışı tanı testlerine 

yönelime neden olmuştur. 

2.4.3. Serolojik yöntemler 

Candida’ların tanısında hasta serumunda Candida’ların antijenik yapıları, bu 

antijenler karşı oluşan antikorlar ve metabolitleri aranır. Antikor taramasında mannan, 

enolaz ve intrastoplazmik antijenlere karşı oluşan antikorlardan yararlanılır. Kullanılan 

antijenlere bağlı testin özgünlüğünde duyarlılığında farklı sonuçlar elde edilmesi ve 

ümmin yetmezlik hastalarında yanlış negatiflik, kolonizasyona bağlı yanlış pozitiflik 

vermesi nedeni ile duyarlılık ve özgünlükleri azdır. 

2.4.4. Galaktoman atijen testi 

Mantar antijenlerinin ve metabolitlerin aranması tanı için serolojide daha 

önemlidir. Bunun için ısıya duyarlı antijen, mannan, D-arabinitol ve enolaz araştırılır. 

En yaygın kullanılan mannan antijen testidir. Mannan, Candida hücre yüzeyinin 

enfeksiyon sırasında dolaşıma geçen karbonhidrattır (36). 

Özellikle invaziv aspergilloz tanısında serumda galaktomannan antijeninin 

bulunması çok önemlidir. Aspergillus türlerinin hücre duvar polisakkariti olan 

galaktomannnan (GM), immüjenik yapıya sahiptir. Dokuda mantarın çoğalması 

sırasında kana geçer. Kandaki değeri 0.5-1 ng/ml ulaştığında ELISA yöntemiyle tespit 

edilebilmektedir. Serumda ve bronkoalveolar lavaj sıvısında GM antijen testine bakılır. 

Klinikte invaziv aspergilloz belirti ve bulguları ortaya çıkmadan GM antijeni tespit 

edilmesine rağmen bazı yetersiz kaldığı durumlar vardır. Antifungal tedavi alan 

hastalarda duyarlılığı azalmaktadır. Piperasilin-tazobaktom antibiyotiği ile çapraz 

reaksiyona girmekte hatta ilaç kesilmesine rağmen 5 gün serumda GM antijeni tespit 

edilmektedir. Hematopoetik kök hücre nakli yapılan hastalarda 100 gün içinde, 

kemoterapiye bağlı gastrointestinal mukozit ve GVHD (Graft versus host disease) 

gelişen hastalarda yanlış pozitiflik gözlenmektedir. Kan ürünü ve intravenöz 

ümminglobülün alan hastalarda yanlış pozitif sonuçlar vermektedir. Yanlış pozitiflikleri 

ekarte etmek için art arda iki defa GM antijeni bakılmalıdır (31). 
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2.4.5. 1-3-Beta-D- Glukan testi 

1-3 beta-D glukan (BG) antijeni Zigomicetes ve Crytococcus türleri dışındaki 

tüm mantarların hücre duvarında bulunmaktadır. Glukan birçok patojen mantarın hücre 

duvar bileşenidir. (1-3) beta- D-glukan serumda düşük düzeylerde bile 

saptanabilmektedir. Serumdaki düzeyleri antifungal tedaviden etkilenmemektedir. 

Geniş spektrumlu bir testtir. Aspergillus, Candida, Fusarium, Acremonium, 

Scedosporium ve Pneumocystis jirovecii tarafından meydana gelen invaziv mantar 

enfeksiyonlarında tespit edilebilmektedir, ancak pozitif sonuçlar radyolojik ve 

mikrobiyolojik yöntemler ile desteklenmelidir (37). 

2.4.6. Moleküler yöntemler 

“Geçen yüzyılda mikroorganizmaların tanımlamasında biyokimyasal ve 

fenotipik yöntemler kullanılırken, moleküler yöntemlerin kullanılması son yıllarda artış 

göstermiştir. Candida türlerinin tanımlanmasında hızlı olması, hassas ve özgüllüğün 

yüksek olması bunda etkili olmuştur. Candida’ ların tanımlanmasında prob tabanlı veya 

amplifikasyon tabanlı birçok teknik geliştirilmiş. Bu yöntemlerin amacı, moleküler 

hedef kullanılarak genomdaki genetik bölgenin bulunmasıdır. Polimeraz zincir 

reaksiyonu ve diğer amplifikasyon yöntemleri, klinik örneklerde küçük miktardaki 

hedef DNA’yı belirlemeye izin verir. Prob tabanlı yöntemlerden biri olan Peptide Acid 

Fluorescene in situ Hybridization (PNA-FISH) yöntemi ile kültür sonrasında florasanla 

işaretlenmiş oligonükleotid problar kullanılarak Candida’ ların tanımlaması 

yapılabilmektedir. Candida PNA-FISH, yüksek oranda duyarlılık ve özgünlük 

gösterir”(36). 

Yaygın aspergilozlu hastalarda yüksek mortalite, serolojik testlerdeki sınırlılık, 

antifungal tedavinin kültür ve serolojik testlerde negatifliklere yol açması nedeni ile 

araştırmalar PCR üzerine yoğunlaşmıştır. PCR gibi DNA varlığını saptayan 

yöntemlerde çelişkili sonuçlar tespit etmişlerdir. Bazı çalışmalarda antijen testlerine 

göre üstün performans gösterse de diğerlerinde tam tersi sonuçlar elde edilmiştir. PCR 

erken tanı için değerli olmasına rağmen hiçbir moleküler test, EORT/MSG invaziv 

fungal enfeksiyon tanı kriterleri arasında yer alamamıştır. Bunun sebebi standartlaşmış 

yöntemin bulunmamasıdır (31). 
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2.5. Antifungal Duyarlılık Tesleri 

Son yıllarda immün sistemi baskılanmış hastaların sayısında belirgin bir artış 

olmuştur, bu artış doğal olarak farklı direnç mekanizmalarını karşımıza çıkarmıştır. Bu 

durum mantar enfeksiyonlarının doğru tedavisi için antifungal duyarlılık testlerini 

zorunluluk haline getirmiştir. Antifungal duyarlılık testleri belirli standartlar dikkate 

alınarak yapılmaktadır. Bütün laboratuvarlar Klinik Laboratuvarlar Standartları 

Enstitüsü (Clinical and Laboratory Standart Institute, CLSI) veya Avrupa 

Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri Komitesi (European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testingtat, EUCAST) tarafında küfler ve mayalar için geliştirilen 

standartlara uygun antifungal duyarlılık testleri çalışılıp rapor edilmektedir. Maya 

mantarları için CLSI M27-A3 (sıvı mikrodilüsyon), CLSI M44-A2 (Disk difüzyon), ve 

EUCAST E.Def 7.3.1 (sıvı mikrodilüsyon) kılavuzlarını kullanmaktadır. Küf mantarları 

için CLSI M38-A2 (sıvı mikrodilüsyon), EUCAST E.DEF9.3.1 (sıvı mikrodilüsyon) 

CLSI M51-A (disk difüzyon) kılavuzları kullanılır. Referans yöntem sıvı mikrodilüsyon 

yöntemidir (31). 

2.5.1. Sıvı dilüsyon testi 

Sıvı dilüsyon testi makrodilüsyon be mikrodilüsyon olarak ikiye ayrılır. 

Makrodilüsyonda izole edilen mikroorganizma, ilacın iki kat sulandırımlarını içeren bir 

dizi tüpe ekim yapılır. Sonuçlar görsel olarak değerlendirilip, üremenin olmadığı ilk tüp 

minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) olarak kabul edilir. MİK olarak belirlenen tüp 

ve takip eden tüplerden agar plaklara ekim yapılarak minimum fungisidal 

konsantrasyon (MFK) da elde edilir. Çok sayıda antifungal duyarlılık testi çalışan 

merkezlerde daha pratik olması ve sarf malzemenin az olduğu 96 kuyucuklu 

mikroplakalarda sıvı mikrodilüsyon testi çalışılmaktadır. Küf mantarları için; EUCAST 

E.Def 9.2’yi önerirken CLSI, M38-A2 kavuzlarını önermektedir. Duyarlılık testlerinde 

makrodilüsyon yönteminin maliyetinin yüksek olması, zaman alması ve uygulamasının 

zorluğu nedeni ile sıvı dilüsyon testi önerilmektedir, yöntemler arasındaki bazı farklar: 

EUCAST düz tabanlı mikroplaka, CLSI U tabanlı mikroplaka önermektedir. Sıvı 

besiyerlerinde CLSI RPMI 1640 besiyerini önerilirken, EUCAST’te bu besiyerine 

%2’lik glukoz ilavesi gerekmektedir. İnokulum miktarları, CLSI’te 0.4-5x10000 

hücre/mL, EUCAST 1-2.5x100000 hücre/mL önerilmektedir. İnokulum süreleri, CLSI 
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48 saat ve EUCAST’te 24-48 saat bu farklara rağmen Candida ve Aspergillus türleri 

için uyum oranları sırası ile %90-99, %99-100’dür (38). 

2.5.2. Gradient test 

“Azalan dilüsyonlarda antifungal ajan emdirilmiş kağıt ve ya plastik striplerin, 

test edilen mikroorganizma besiyerine yayıldıktan sonra agar üzerine yerleştirilmesi 

esasına dayanan bir testtir. Sonuçlar genellikle 24-48 sonra değerlendirilir. Üreme 

inhibisyon zonu ile antifungal emdirilmiş kağıdın kesişim noktasındaki değer MİK 

olarak kabul edilir” (31). 

2.5.3. Disk düfizyon test 

CLSI’nın geliştirdiği referans disk difüzyon yöntemi agar bazlı bir yöntemdir. 

Besiyerinde %2 dekstroz ve 0.5 µL/mL metilen mavisi eklenmiş MullerHinton agar 

bulunur. Bu yöntemde, flukonazol ve varikonazol için değerleri tanımlanmış 24 saatlik 

inkübasyon sonrasında zon çapları ölçülerek değerlendirilir. Agar disk difüzyon testi, 

sıvı dilüsyon testinin uygulaması kolay ve maliyeti düşük olan alternatifidir (38) 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

Tablo 3.1. Deneylerde kullanılan cihazlar  

CİHAZ FİRMA 

Etüv Nüve EN 120 

Otoklav Nüve OT 40L 

Çalkalamalı inkübatör Daihan Scientific 

Vortex DLAB MX-S   Wisd VM-10 

Aspiratör OPTIC ivymen® SYTEM 

Çok amaçlı santrifüj Nüve NF 800R 

Spektrofotometre Denovix DS-11 FX+ 

Su banyosu  Nüve NB 20 

Distile su cihazı Direct-Q® 5UV 

Otomotik pipet seti Thermo Scientific 

Görüntüleme sistemi SYNGENE G:BOX Chemi XR5 

Masaüstü mikrosantrifüj SIGMA 1-14 

Blok ısıtıcı Thermo Scientific 

Hassas terazi OHAUS® PIONEER®  

Terazi OHAUS® 
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Tablo 3.2.  Deneylerde kullanılan kimyasallar 

KİMYASALLAR FİRMA 

Tiokonazol (TIO) Sigma 

Maya özütü Panreac applichem 

Glikoz/Dekstroz Difco 

Pepton Panreac applichem 

Tris-HCl Sigma 

EDTA Sigma 

Lityum asetat Sigma 

PEG Panreac applichem 

Bakto agar Difco 

L-metiyonin  Panreac applichem 

Urasil Panreac applichem 

L-histidin Panreac applichem 

L-lösin Panreac applichem 

DMSO Panreac applichem 

Tripton Panreac applichem 

NaCl  Panreac applichem 

litikaz (5 U/mL) Sigma 

MgCl2 Panreac applichem 

MgSO4 Panreac applichem 

YNB (Maya Azotlu Bazları) Difco 

CaCl2 Panreac applichem 

 

3.1. İlaç, Maya Suşu, Hücre Büyümesi ve gDNA Kütüphane Taraması 

Kütüphane taraması, direnç ve duyarlılık testlerinde üretici firma tarafından 

liyofilize halde tedarik edilen Tiokonazol (TIO) (Sigma) kullanıldı. Maya Suşu olarak, 

bu çalışmamızda BY4741 (MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0; EUROSCARF) suşu 

ve BY4743 (MATa/α his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lys2Δ0 met15Δ0/MET15 

ura3Δ0/ura3Δ0; EUROSCARF) suşu ve bu suşun izogenik delesyon mutantları 

kullanıldı. Kütüphane taraması için ise yüksek kopya maya genomik DNA kütüphanesi 
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(ATCC No.37323) kullanıldı. Maya tranformasyonları için standart LiAc metodu 

aşağıda gibi uygulanarak transformant maya hücreleri elde edildi; 

1. Maya hücreleri OD600 = 0.5-0.7'ye kadar 37 °C'de 10 ml YPD ortamında 

[% 2 pepton %, 1 maya özü (Panreac applichem) ve % 2 glikoz / dekstroz, 

(Difco)] kültüre edildi ve ardından 5 dakika boyunca 3000 rpm'de santrifüj 

edildi. 

2. Hücreler, 1 mL 1X LiOAc-TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 0.1 M 

Lityum asetat pH 7.5, Sigma) çözeltisi ile yıkandı ve süpernatant, 5 dakika 

boyunca 3000 rpm'de santrifüj işleminden sonra uzaklaştırıldı. 

3. Hücreler 100 µl 1X LiOAc-TE çözeltisi içinde yeniden süspanse edildi ve 

30 °C'de 1 saat çalkalandı. 

4. 100 µl hücre, 2 µL maya genomik DNA kütüphanesi (multicopy YEp13 

plazmid) ve 5 µL ssDNA karıştırıldı ve 30 ° C'de 30 dakika inkübe edildi. 

5. 700 µL PEG karışımı (% 40 PEG (Panreac applichem), 1X TE ve 1X 

LiOAc, Sigma) ilave edildi ve iyice karıştırıldıktan sonra 30 °C'de 1 saat 

inkübe edildi. 

6. Daha sonra hücre çözeltisine, 42 °C'de su banyosunda 15 dakika süreyle ısı 

şoku uygulandı. 

7. PEG'yi uzaklaştırmak için 4000 rpm'de 2 dakika santrifüj edildi, tüm PEG 

izlerini uzaklaştırmak için tekrarlandı. 

8. Hücre peleti 100 µL su ile yeniden süspansiyon haline getirildi ve farklı ilaç 

konsantrasyonlarını içeren seçici YNB agar (leu-) (% 0.67 YNB,% 2 glikoz 

ve % 2 bakto agar, Difco) plakaları üzerine yayıldı. 

9. 30 °C'de 72 saat süreyle inkübe edildi ve daha sonraki çalışmalar için + 4 

°C'de saklandı. 

10. Yabanıl tip (Wild type) ve delesyon mutantları YPD zengin medya (% 1 

Maya Özü,% 2 Pepton,% 2 Dekstroz) ortamında ve transformantlar ise 

YNB seçici besiyeri ortamında kültüre edildi. 
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3.2. MIC (Minimal Inhibitory Concentration) Analizi 

MIC analizi, EUCAST BMD testi, maya büyümesi ve tarama koşullarına uyum 

sağlamak için bazı modifikasyonlarla EDef 7.3.1 belgesinde açıklandığı gibi 

gerçekleştirildi (39). Kısacası, önce steril suda maya hücre solüsyonu (5 x 106 100 CFU 

/ mL) hazırlandı. BY4741 suşunun oksotrofik gereksinimleri için RPMI ortamı yerine, 

gerekli amino asitler ve nükleobazlar [L-metiyonin 5 mg, L-lösin 10 mg, L-histidin 5 

mg, urasil 1 mg 100-1 mL (Panreac applichem)] ilave edilerek YNB (Maya Azotlu 

Bazları) ortamı (YNB 0.67 g, glikoz 2 g 100-1 mL) kullanıldı. Antifungal (Tiokonazol) 

stok çözeltisi% 100 DMSO içinde hazırlandı ve seri dilüsyonları, düz tabanlı 96 

kuyucuklu plakalarda YNB ortamı kullanılarak hazırlandı. Hücre solüsyonu ilave 

edildikten sonra, antifungal ilacın nihai konsantrasyonları 0.008 ile 8 mg/L arasında 

oldu. Plakalar 30 °C'de inkübe edildi ve MIC, 24 saatlik inkübasyondan sonra 530 

nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi. MIC değeri kontrol (ilaçsız) hücre grubuna 

kıyasla büyümede %50 ve daha fazla azalmaya sebep olan en düşük ilaç 

konsantrasyonu olarak hesaplanmıştır. 

3.3. Gradyan Plaka Hazırlama ve Spotlama Analizi 

Gradyan plakalar Metzenberg ve Grotelueschen tarafından tarif edildiği gibi 

hazırlandı (40). 

Kısaca, ilaçsız 35 mL YPD agar besiyeri 100 mm x 100 mm kare Petri kaplarına 

30°' lik bir açıyla eğilimli olarak döküldü. Agar katılaştığında, ilacın öldürücü dozunu 

içeren 50 mL' lik aynı besiyeri döküldü ve plaka, bütün agar katılaşana kadar yatay 

olarak bırakıldı. Spotlama analizleri için, taze hücrelerin süspansiyonları (OD600= 0.2) 

seri olarak (10’ar kat) seyreltildi ve farklı konsantrasyonlarda ilaç içerecek şekilde 

hazırlanmış olan YPD agar besiyeri plakalara 5’er µL damlatıldı. Gradyan plakalar için 

5 µL OD600 0.2 hücre solüsyonu (rastgele seçilmiş 5 farklı koloniden alınan) aynı hat 

boyunca tek tek damlatıldı. Plakalar 30 °C' de 3 gün (72 saat) inkübe edildi ve 

fotoğraflandı. 
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3.4. Plazmid İzolasyonu ve Gen Klonlama 

Maya hücreleri, izolasyondan önce Tris-EDTA (TE) tamponunda 30 dakika 

boyunca litikaz (5 U/mL) (Sigma) ile sindirildi. Plazmidler, üretici tarafından tarif 

edildiği gibi GeneJET Plazmid Miniprep kiti (ThermoScientific) kullanılarak maya 

hücrelerinden izole edildi ve vektöre özgü primerler (Yep13F1: 

CTTGGAGCCACTATCGACTACG – insert olan yere 27 bp önce bağlanıyor) 

kullanılarak sekanslandı. İzole edilmiş plazmidler, transformasyona uyumlu hale 

getirilmiş TOP10 E.coli hücreleri kullanılarak çoğaltıldı. 

TOP10 E. coli hücreleri transformasyona uyumlu hale getirilebilmesi için 

aşağıdaki prosedür uygulandı; 

1. TOP10 hücreleri 5 mL sıvı LB [%1 tripton, %0.5 maya özütü ve %1 NaCl 

(Panreac applichem)] ortamına ekildi ve gece boyunca 37 ° C'de inkübe 

edildi. 

2. LB ortamında büyütülen hücreler, 3000 rpm'de 5 dakika santrifüjlendikten 

sonra 100 mL SOB ortamına [% 2 tripton ve % 0.5 maya özütü ,% 0.05 NaCl 

ve% 1 Mg çözeltisi (1 M MgCl2 artı 1 M MgS04) (Panreac applichem)] 

aktarıldı. 

3. Hücreler 2 saat boyunca 37 °C'de çalkalamalı inkübatör ile inkübe edildi. 

4. SOB ortamında büyütülen hücreler, ara sıra çalkalanmak kaydıyla 10 dakika 

boyunca buz üzerinde inkübe edildi. 

5. Daha sonra hücreler eşit olarak 2 taze falkon tüpüne aktarıldı ve 4000 x g'de 5 

dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı uzaklaştırıldı. 

6. Pelet haline gelen hücreler 5 mL CMG tamponu (50 mM CaCl2 ve 50 mM 

MgCl2, Panreac applichem) ile yeniden süspansiyon haline getirildi ve bu 

çözeltiler bir tüpe toplandı. 

7. Buz üzerinde 5 dakika inkübasyondan sonra, 4000 x g'de 5 dakika santrifüj 

edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

8. Pelet haline gelen hücreler tekrar 5 mL CMG tamponu içinde yeniden 

süspanse edildi ve buz üzerinde 5 dakika inkübe edildi. 

9. Daha sonra 150 µL DMSO (Panreac applichem) ilave edildi ve 5 dakika buz 

üzerinde inkübe edildi. 
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10. İnkübasyondan sonra 150 µL DMSO ilave edildi ve ters-düz çevrilerek 

karıştırıldı. 

11. Son olarak, her bir eppendorf tüpüne 100 µL transformasyona uyumlu hücre 

çözeltisi alındı ve -80 °C' de saklandı. 

S. cerevisiae YLR177w geni, Gateway® Technology kullanılarak, 

ThermoScientific OpenBiosystems Yeast ORF Collections’dan pAG425GPD-ccdB 

hedef vektörüne alt klonlandı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. MIC, gDNA Kütüphanesinin Taranması ve İlaç Direnci Genlerinin 

Belirlenmesi 

İlk olarak BY4741 S. cerevisiae maya suşu için YPD agar ortamındaki koşullar 

altında TIO için ölümcül dozları belirledik. İlacın farklı konsantrasyonlarını içeren agar 

plakaları üzerine bir dizi seri seyreltilmiş hücre çözeltisi damlattık. Hücreler 0.05 

µg/mL’ den daha fazla TIO tolere edemedi (Şekil 3A). Daha sonra, EUCAST 

mikrodilüsyon prosedürünü takiben sıvı YNB ortamında TIO'nun MIC değerini 

(büyümede % 50 azalma) belirledik. TIO'nun MIC değeri 0.025 µg/mL olarak 

karşımıza çıktı. Genel olarak, MIC analizi ve spotlama analizi birbiriyle uyumlu veriler 

sağladı. Tarama amacıyla, gDNA transforme edilmiş hücreleri, ilaçların öldürücü 

dozlarını içeren YNB plakalarına yaydık. Bir koloninin ilaca karşı daha az duyarlı 

olduğunu gözlemledik. Plazmidler bu koloniden geri elde edildi ve ilacın varlığındaki 

büyümeden sorumlu olduklarını doğrulamak için taze yabanıl tip hücrelerini transforme 

etmek için kullanıldı. Onaylandıktan sonra plazmidler, vektöre özgü primerler 

(Yep13F1) kullanılarak sekanslandı. Dirençli koloninin, Maya 12. Kromozomu 

üzerinde bir DNA bölgesini içermiş olduğu saptandı. Bu DNA sekans dizisi Yeast 

Genome Database (https://www.yeastgenome.org) veri tabanında BLAST analizi 

yapmak için kullanıldı ve YLR117w isimli gene tekabül ettiği anlaşıldı (Şekil 2). 

Sekans analizi yapılan DNA dizisi şöyledir; 

TCGGCCCCGGGTTCCTGGGGGATCTGGAGTCGTCCAGTTTCAAGCGA

TTCAGTTCAGGGGCCACGACAATTCCAGTGTTGTCCATGGAATAGTGGGAC

ATCATATCCTGATACATCTCCCACTCAAACTTGTTTGAATCATAAAATTTGG

AATCTATCGATAAATTGTTCGGTATAGCACAAAGCCAAATTCTTGTTTTGTA

AAACTTAAAGAGTTCTTTGATCAGGTCTCTGAAATCATTACGCTCCTGGCAA

ATGTAGTAGAAAGTCAATTTCTTTCTGTCGAATTGGAACTCTGCATTCAATA

TTTTGATGTTCAACCCGCCACCGGAGTTATTGTTATTTAGCGACCTCAGTTTT

AGCTGTGCAATGTGAAGAGCCTTTAGCTCATCCTGGAATTTGTTGTGTAAAT

TCGTGGAGGATTCCCACGGGGTGGCAAATCTCAGAACCTGCTTTGATGGGA

TGATCAATTGCGTTAGTTCAATGATATCATATAACTTCGGATTCAACTCATG

AGCGACCGGCTTACCATTGGTTGTATCAACCAGAGTCTTGATAAACTGGTCA
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TTGGGGAAATGCTGTTGACTATTGGTGATTAGAGAATCAAAGTGAATTTTTT

TCTTCAAAAAATTTATAAATAGTGCCAAATTTATATCTACAACCGGTTCCAC

CACCAAAACTAAATCTTTACCACGATCACCATCAATAATGACCAAATCGCC

CCTTTTCAGTATAAGTGTGGCCGTTTGTGGTTTAGACAACAGTTCGAGCTTA

CCATTTTTTCAACGATACAAACACTAATGGCTTATAGTGCAAATGCATTGAA

GTGCTGTTCTTGGGATTTGGGCCGCCCCGGGTCGACGAAGCGTTTGAAACA

GCAGTGGAGATGAAATGGCGTCAGACTGTGGTTTGTAATTTCAGATTACCA

ATTTTCAAAAATTTCCAAAAGCTCTTATAATTCTGAACCTGAAGGGCGGAAG

AACAATTAACTTC 

Şekil 4.1.  Elde edilen DNA dizisi BLAST analizi 

4.2. Dirençlilik Genlerinin Klonlanması Ve Yabani Tip Mayada Test 

Edilmesi 

Gözlemlediğimiz duyarlılığın azalmasından sorumlu olduğunu doğrulamak için 

ilgili ekspresyon kasetinde bulunan S. cerevisiae geni (YLR177w), Gateway® 

Technology kullanarak, ThermoScientific OpenBiosystems Yeast ORF Collections’dan 

pAG425GPD-ccdB hedef vektörüne alt klonladık. Yabanıl tip hücrelerinde ekspresyon 
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bölgesi içerisinde bulunan genlerden, YLR177w geninin aşırı ekspresyonu, TIO 

duyarlılığını azalttığını gözlemledik (Şekil 3B). 

4.3. Mutant Analizleri 

Bu genin aşırı ifadesi ilaç duyarlılığını azaltırsa, silme işlemlerinin hücreleri 

ilaçlara duyarlı hale getirmesi gerektiğini düşündük. Bu nedenle, YLR177w'nin 

bulunmadığı delesyon mutantını, ilacın varlığında büyüme yeteneği açısından analiz 

ettik ancak YLR177w yokluğunda hücrelerin TIO'ya duyarlı hale gelmediğini 

gözlemledik (Şekil 3C). 

Şekil 4.2. TIO direnç geni için spotlama analizi. (A) Belirtilen antifungal ilaç 

konsantrasyonları ile agar plakaları üzerinde büyüyen yabanıl tip hücrelerin spot analizi. 

Hücreler seri olarak seyreltildi ve her spot için 5 ul'lik bir kısım damlatıldı. (B) 

YLR177w'yi aşırı eksprese eden vahşi tip hücreler TIO gradyanı içeren plakalar 

üzerinde büyütüldü. Boş plazmidli vahşi tip hücreler kontrol olarak kullanıldı (p-only). 

(C) Delesyon mutantları için spotlama analizi. Plakalar, ekimden sonra üç gün boyunca 

30 ° C'de inkübe edildi ve fotoğraflandı.  
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5. TARTIŞMA

Bu tez çalışması kapsamında TIO dirençliliği sağlayan genleri bulmak için 

yapılan gDNA kütüphanesi taramasında YLR177w geni tespit edilmiştir. Bu genin 

bağımsız olarak klonlanması ve yabani tip maya hücrelerinde ifade edilmesinin 

hücreleri dirençli hale getirdiği tespit edilmiştir. Fakat genin delesyonu ilaca karşı 

duyarlılık sağlamamıştır.  

YLR177w geninin fonksiyonu bilinmemektedir ve esasi olmayan bir gendir. 

YLR177w Dbf2-Mob1 kinaz sistemi tarafından fosfotlanmaktadır. Dbf2 kinaz enzimi 

özellikle stres şartlarında aktive olan ve hücrelerin stres cevap yolaklarını aktive eden 

bir enzimdir. TIO ilaç uygulamasından sonra oluşan kimyasal stres şartlarında Dbf2 nin 

aktive olması ve YLR177w proteinini fosfotlayarak aktif hale getirdiği ve bununda TIO 

dirençliliği sağladığı tahmin edilmektedir. Fakat YLR177w proteinin nasıl bir 

mekanizma ile Tio dirençliliği sağladığı bilinmemektedir.  

Sistemik antifungallerin kullanımı 1950’li yıllarda başlamış ve antifungal ilaç 

sayısındaki artış anibakteriyal ilaçların gerisinde kalmıştır. Daha da önemlisi birçok 

mantar türü bu ilaçlara direnç geliştirmiştir (4). 

Tıp alanındaki yeni gelişmeler: Kök hücre nakli, kemoterapi, karaciğer ve 

böbrek transplantasyonları, yoğun bakımda tedavi gerektiren hasta sayısının artmasına 

neden olmaktadır. Tedavilerde kullanılan geniş spektrumlu antibiyotikler, 

kortikostereoitler, yoğun bakım sürecinin uzaması, organ ve doku nakillerinde organ 

reddini engellemek için kullanılan ümminsüpresiflere bağlı sistemik mantar 

enfeksiyonlarının artışına neden olmakla birlikte hastanın yaşamını da tehlikeye sokarak 

çoğu zaman ölümüne de neden olmaktadır. Mantar enfeksiyonlarına karşı kullanılan 

antifungallere direnç gelişmesi tedavi süresin uzatırken farklı ilaçların kullanılmasına 

neden olmaktadır. Bu zorunlu ve uzayan tedavilerde kullanılan ilaçların karaciğerde, 

böbreklerde ve beyinde birikmesi toksisiteye ve organ yetmezliklerine neden 

olabilmektedir. Ülkemizde gerçekleştirilen başarılı organ transplantasyonlarının 

mantarlara karşı gelişen dirençlilikten dolayı, hastaların kaybı bu alandaki başarıların ve 

tedavi yöntemlerinin olumsuz yorumlanmasına neden olmaktadır (3). 

Dirençlilik mekanizmaları hasta yatağı başında hızlı moleküler tanı araçlarını 

geliştirilmesine olanak sağlayacaktır. İlaç duyarlılık testleri en erken 48 saat içinde 
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sonuç verebilmektedir. Bu süre bağışıklık sistemi zayıflamış hasta gurubunda, önemli 

bir zamanın boşa geçmesine neden olmaktadır. Bu tür engelleri aşmak için ampirik 

tedavi uygulanmaktadır. Buda ilaç dirençliliğine neden olduğu gibi ekonomik olarak ek 

bir maliyet getirmektedir. Hastalığa neden olan mantarların duyarlımı veya dirençli mi 

olduğunu erken tanımlamak için geliştirilmiş hızlı uygulanabilir yöntem, moleküler 

işaretleme ve RT-PCR yöntemi tiriazol gurubu antifungallere karşı dirençliliği 

gösterebilmektedir. Bu yöntem tiriazol gurubu ilaçların hedefindeki enzimlerde oluşmuş 

amino asit değişikliklerini ve diğer anlamda mantar suşlarının vermek istediğimiz 

ilaçlara karşı duyarlımı dirençli mi olduğunu önceden gösterebilmektedir (41). 

Antifungal ilaç dirençliliği, kanser ilaçları gibi ökaryotik hücrelerde stres yaratan 

önemli bir ilaç gurubuna karşı gelişen ilaç dirençliliği ile mantar ilaçlarına karşı gelişen 

ilaç dirençliliği benzerlikleri ve farklılıkları varsa ortak yolakların tanımlanmasına hatta 

yeni ilaçların geliştirilmesine olanak sağlayacaktır. Kanser ilaçları ile antifungal 

ilaçların etki mekanizmaları ile ilaçlara karşı gelişen direnç mekanizmaları önemli 

ölçüde benzerlik göstermektedir. Bu benzerlik mayalardaki dirençliliğe neden olan 

yolakların önemini göstermektedir (42). 

Mantar ilaçlarına ve kansere karşı kullanılan ilaçlara gelişen direnç benzer 

mekanizmaların aktivasyonu ile gerçekleşmektedir. Griseofulvin adlı mantar ilacı 

mikrotübülerin stabilizasyonu ve p53 aktivasyonu ile fungusit etki göstermekte, bu 

özelliğinden dolayı vinbastin ile birlikte kullanıldığında MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinin proliferasyonunu sinerjik bir şekilde inhibe etmektedir (43). 

Dirençlilik araştırılırken, ilaç pompaları dışındaki savunma yöntemleri de 

araştırılmalıdır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bulduğumuz YLR177w geninin aşırı ekspresyonu, TIO duyarlılığını azalttığını 

gözlemledik. YLR177w'nin bulunmadığı delesyon mutantını, ilacın varlığında büyüme 

yeteneği açısından analiz ettik ancak YLR177w yokluğunda hücrelerin TIO'ya duyarlı 

hale gelmediğini gözlemledik. 

Bu çalışmada YLR177w geninin aşırı ifade edilmesi durumunun maya 

mantarında TIO dirençliliği sağladığı tespit edildi. Fakat bu genin klinik olarak önemli 

olan izolatlarda dirençlilik ile ilgisi olup olmadığı hususunda bir bilgi mevcut değildir. 

Sonraki aşamalarda TIO dirençli klinik bakımdan önemli mantar türlerinde YLR177w 

geninin statüsü araştırılabilir ve ilaç dirençliliği ile ilgisi ortaya çıkartılabilir. 
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