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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KENE YUMURTASI MUMSU ORTUSUNUN ANTIFUNGAL AKTIVITESININ
BELIRLENMESI

Nazli BILGIN
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Berna ERDAL

Ikinci damisman: Dog. Dr. Sirr1 KAR

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen mantar enfeksiyonlarinin prevalansinda klinik
siddetinde oOzellikle son yillarda belirgin bir artis kaydedilmistir. Gorece az sayida olan
antifungal ilaglarin yaygin ve diizensiz kullanimiyla iliskili direng, ilgili sorunun baslica
nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Mantar enfeksiyonunun séz konusu durumunun,
yeni ve etkili ilag arayisini gerekli kildig1 bildirilmis olup, bu gerekliligin zamanla da artacagi
ongoriilmektedir. Bu noktada, bitkisel veya hayvansal dogal maddelerin yeni ilag alternatifi
arayiglarinda en 6nemli kaynaklar oldugu bildirilmektedir. Antimikrobiyal, antikanserojen ve
diger baz1 Ozelliklere sahip pek cok biyoaktif molekiiliin izole edildigi kenelerle yapilan
calismalar, bu artropod grubundan bir¢ok alanda yararlanilabilecegini gostermistir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda, kene yumurtast mumsu ortiisiiniin antibakteriyel, antifungal ve antiviral
etkinligine bakilmis ve bazi carpici sonuclar elde edilmistir. Ote yandan, bu alandaki
aragtirmalar ve kullanilan kene tiirii sayis1 sinirlidir. Ancak, yiizlerce kene tiirii bulunmaktadir
ve mumsu Ortiiniin antimikrobiyal etkinliginin kenenin tiiriiyle ¢ok yakindan iliskili oldugu iyi
bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, diinyada daha 6nce c¢alisilmamis, birbirinden oldukga
farkli biyolojik, ekolojik ve morfolojik farkliliklara sahip kene tiirlerinden Hyalomma
marginatum, Rhipicephalus bursa ve Dermacentor marginatus’a ait yumurta mumsu
ortiistiniin Candida albicans ATCC10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida
tropicalis ATCC 750 tizerindeki antifungal etkinligi in vitro olarak aragtiritlmis olup, R. bursa
tiirline ait mumsu Ortliniin belli konsantrasyonda C. tropicalis ATCC 750 iizerine inhibitor
etki gosterdigi anlasilmis, diger denemelerde herhangi bir etki gézlemlenmemistir. Sonug
olarak; ilgili kenede elde edilen etki, bu tiirin yumurtlama zamani, siireci ve diger bazi
biyolojik 6zellikleriyle iliskilendirilmis, bu tiir ve benzer biyolojik ve ekolojik 6zellikleri
paylasan kene tiirleriyle yapilacak daha ayritili ve daha etkili sekilde standardize edilmis
calismalardan, yeni nesil antifungal kesfi adina 6nemli Sonuglar elde edilebilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Candida, dogal antifungal, kene yumurtast mumsu 6rtiisii, Rhipicephalus
bursa.
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ABSTRACT
MSc. Thesis

Determination of Antifungal Aktivity of Tick Egg-Wax
Nazli BILGIN
Tekirdag Namik Kemal University

Graduate School of Health Sciences
Department of Microbiology
Supervisor: Assistant professor Berna ERDAL
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sirrt KAR

The prevalence of fungal infections, which are widespread throughout the world, have
increased markedly in recent years. Resistance associated with widespread and irregular use
of antifungals which are relatively limited number, is seen as one of the main causes of the
problem.It has been reported that the condition of fungal infection makes it necessary to
search for new and effective drugs, and this requirement is predicted to increase over time. At
this point, it was reported that plant or animal natural substances are the most important
sources in the search for new drug alternatives. Studies on ticks in which many bioactive
molecules with antimicrobial, anticarcinogenic and other properties have been isolated
demonstrate that this arthropod group can be exploited for many purposes. The antibacterial,
antimycotic and antiviral activity of the tick egg wax has been examined and some striking
results have been obtained. On the other hand, the number of studies and ticks used in this
study area is limited; however, there are hundreds of tick species and it is well known that the
antimicrobial efficacy of the wax is closely related to the species of ticks. In this thesis study,
we investigated the in vitro antimycotic effects of the egg wax of Hyalomma marginatum,
Rhipicephalus bursa and Dermacentor marginatus, which have not been previously studied in
the world, on Candida albicans ATCC10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 and
Candida tropicalis ATCC 750, and it was found that the wax of R. bursa showed an
inhibitory effect on C. tropicalis ATCC 750 at a certain concentration and no effect was
observed in other experiments. As a result; the effect obtained from the related species
associated with its biological and ecological characteristics, and it has been concluded that
significant results can be obtained in the name of a new generation antifungal discovery from
studies standardized in more detail and more effectively with the tick species sharing such and
similar biological and ecological characteristics especially with this species.

Keywords:Candida, natural antifungal, tick egg wax, Rhipicephalus bursa.
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1. GIRIS

Cogu firsatc1 patojen olan etkenlerin olusturdugu mantar enfeksiyonlari, diinya
genelinde insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak goriilmektedir. Son yillarda, ilgili
enfeksiyonlarin prevalansinda ve klinik siddetinde belirgin bir artis dikkati ¢gekmis olup, elde
edilen veriler, durumun agirlasarak devam edecegini isaret etmektedir. S6z konusu artigin
baslica nedenleri arasinda; toplumlardaki sosyoekonomik degisimler, diizensiz antibiyotik
kullanim1 ve hizla yayginlagan antifungal direng, immunsiipresyona yol agan hastalik veya
durumlarin yayginlasmasi gibi faktorler sayilmaktadir. Bu noktada, antifungal direncin 6zel
bir konuma sahip oldugu ve bu durumun yaygin ve diizensiz ila¢ kullanimu ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. Ayrica; mantar enfeksiyonlarindaki etken ve hastalik gesitliligine kiyasla
antifungal cesitliliginin gorece az oldugu, belli preparatlarin yogun olarak kullanilmasi ile ve
bu durumun olas1 diren¢ gelisimini koriikledigi bildirilmistir. Mantar enfeksiyonlarinin s6z
konusu durumu, yeni ve etkili ila¢ arayisini gerekli kilmaktadir ki bu gerekliligin zamanla da
artacagl ongorilmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012; Whaley ve ark. 2017; Wiederhold
2017).

Mevcut antifungal ilaglarin Onemli bir kismi sentetiktir; ancak, ilgili ilaglarin
iiretilmesi noktasinda dogal kaynaklardan da yararlamlmistir. Ornegin; mantar enfeksiyonu
tedavisinde altin standart kabul edilen amfoterisin B ve diger bir énemli antifungal olan
lipopeptit kaspofungin temelde dogal kaynaklardan izole edilmistir. Cogu hastalik tiiriinde
oldugu gibi, mantar enfeksiyonu tedavisi amaciyla kullanilabilecek yeni ilaglarin kesfinde de
dogal kaynaklarin biiyiik bir 6nem tasidigi ifade edilmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012).
Giinlimiizde, hastaliklarin tedavisinde dogal alternatif ilag arayislart 6zel bir yere sahiptir ki
bu arayisin giincel durumu “dogal maddelerden ilag¢ kesfi i¢in yeni bir altin ¢aga girilmistir”
seklinde dile getirilmektedir. Fizyoloji ve tip alanindaki 2015 Nobel 6diillerinin, antiparaziter
ilaclardan avermectin kesfinden dolayr William C. Campbell ve Satoshi Omura’ya ve
artemisinin kesfinden dolayr Youyou Tu’ya verilmis olmasi ilgili trende kanit olarak

gosterilmektedir (Shen 2015).

Mantar tedavisinde kullanilabilecek alternatif ilaglarin kesfi adina, bitkiler basta olmak
izere ¢ok sayida dogal madde iizerinde ¢alisilmistir. Bu noktada bazi umut verici sonuglara
da ulagilmistir; ancak, ilgili aragtirmalarin biiyiikk ¢ogunlugu temel diizeyde olup, heniiz var-

yok seklinde etkinlik belirlemelerinden ibarettir (Abad ve ark. 2007; Sardi ve ark. 2013).
1



Yapilan bu tez caligmasinda, kene yumurtalarinin yiizeyindeki mumsu Ortiiniin
antifungal etkinligi incelenmistir. Son yillarda mumsu ortiiniin biyoetkinligi ile ilgili bazi
arastirmalar yapilmis ve antimikrobiyal 6zelligi gosterilmistir. Ancak, yapilan g¢alismalar
diinyada sadece birka¢ grup tarafindan ve sadece birka¢ kene tiirii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ote yandan, mumsu &rtiiniin kimyasal iceriginin ve biyoetkinliginin
kenenin tiirline gore belirgin sekilde degistigi kesin olarak bilinmektedir (Booth 1992; Arrieta
ve ark. 2006; Zimmer ve ark. 2013a; Esteves ve ark. 2009; Yu ve ark. 2012; Alduini ve ark.
2014). Mevcut yiiksek lisans tezinde, diinyada daha 6nce calisilmamis, birbirinden oldukca
farkli biyolojik, ekolojik ve morfolojik farkliliklara sahip ti¢ kene tiirline (Hyalomma
marginatum, Rhipicephalus bursa, Dermacentormarginatus) ait yumurta mumsu Ortiisiiniin

Candida spp. tizerindeki antifungal etkinligi in vitro olarak arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fungi Aleminin Temel Ozellikleri

Medikal agidan 6nem tasiyan Fungi alemi (Funguslar, Mantarlar); 6karyotik (Domain:
Eukaryota), tek veya ¢ok hiicreli, aerofilik, ancak gorece diisiik oksijen seviyesini tolere etme
yetisi genelde yiiksek olan canlilardir. Heterotrofik beslenme gosterirler; ortama salgiladiklari
enzimler sayesinde sindirilen maddelerden agiga ¢ikan organik molekiileri absorbe ederler.
Okaryotik hiicre yapisi, tiire gore az ¢ok farklilasmak kaydiyla, temel bir hiicre zar1 (plazma
membrani) ve hiicre duvari ile kusatilmistir. Hiicre zar1, bir sterol olan ergosterol (C2sH440),
80S rRNA ve tubulinden olusmus mikrotubuller igerir (McGinnis ve Tyring 1996).
Ergosterol, mantarlarda ve bazi protozoonlarda (baz1 Trypanasoma spp.) sterol biyosentezinin
en onemli {iriinii olup, zar esnekliginin saglanmasinda ve ¢ogu fungusun aerobik yasaminda
Oonemli roller tstlenir. Bu molekiil, gérev olarak bir¢ok bakimdan memeli hiicre zarinda
bulunan kolesterol ile benzesir (Bell 2007). Mantarin tiirline ve anatomik olusumlarina gore
az ¢ok degismekle birlikte hiicre duvarlar kitin, glukan, kitason, manan gibi molekiiller igerir

(McGinnis ve Tyring 1996; Nazzaro ve ark. 2017).

Yaklagik 135,000 tiiri tanimlanmis olan ve gercekte milyonlarca tiiriiniin olabilecegi
tahmin edilen mantarlarin, her y1l 1,000-1,500 yeni tiiri tanimlanmaktadir. Siniflandirmasinda
molekiiler teknikler, biyolojik ve morfolojik kriterler, olusturduklar: hastaliklarla ilgili klinik
karakterler ve diger baz1 6zellikler kullanilabilmektedir. Ancak, mantarlar olduk¢a karmasik
bir gruptur, smiflandirmalarinda heniiz kesin g¢erceve ¢izilebilmis degildir ve siiregen bir
modifikasyon s6z konusudur (McGinnis ve Tyring 1996; Brandt ve Warnock 2011; Hibbett
ve ark. 2016; De Hoogs ve ark. 2017). Ornegin; Onceleri parazit olarak kabul edilen
Pneumocystis cinsinin mantar grubuna (Ascomycota) dahil edilmesi ilgili modifikasyonun en
carpict Orneklerdendir. Mantarlar, morofloji ve iireme sekli birlikte degerlendirildiginde
Ascomycota, Basidomycota, Mycophycophyta, Zygomycota ve Deutermycota (seksiiel
dongiisii olmayan kok) olmak iizere 5 kok altinda ele alinabilmektedirler. Temel mantar
siniflandirmasinda  Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Neocallimastigomycota, Microsporidia ve Glomeromycota (Zygomycota) olmak iizere 7 kok,
10 kokalti, 35 sinif ve 129 diziden so6z edilir. Klinik mikoloji agisindan ise fungi 8 grupta ele
alinabilmektedir. Bunlar; 1) Dermatofitler (Epidermaphyton, Microsporum, Trichophyton
vs.); 2) Mayalar (Candida, Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula, Saccharomyces,

Trichosporon vs.); 3) Dimorfik fungi (Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma,
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Paracoccidioides); 4) Hyalen kiifler (Aspergillus, Beauveria, Fusarium, Geotrichum,
Madurella, Penicillum, Scedosporium, Trichoderma vs.); 5) Dematiaceous kiifler (Alternaria,
Aureobasidium, Cladophialophora, Cladosporium, Exophiala, Fonsecaea, Phialophora,
Rhinocladiella, Scedosporium, Sporothrix vs.); 6) Coelomycetes (Colletotrichum,
Lasiodiplodia, Nattrassia, Phoma); 7) Zygomycetes (Apophysomyces, Basidiobolus,
Conidiobolus, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Absidia, Rhizomucor, Rhizopus,

Saksenaea, Syncephalestrum); 8) Basidiomycetes (Liu 2011).

Mantarlar, morfolojik esaslara ve bazi diger Ozelliklere bakildiginda, mayalar
(Candida, Cryptococcus, Pichia, Saccharomyces vs.), kiifler (Aspergillus, Fonsecaea,
Cladosporium, Phialophora, Madurella, Exophiala, Pseudallescheria, Rhizopus, Mucor,
Absidia, Penicillium, Fusarium vs.) ve maya benzeri etkenler (Trichosporon, Rhodotorula
vs.) seklinde gruplandirilabilmektedir. Genel olarak mantarlarda, tiire ve duruma gore oldukga
farkli morfoloji tipleriyle karsilasmak miimkiindiir ki morfolojik agidan da yine mantarlar ii¢
ana grupta incelenebilmektedir. Bunlar mayalar, kiifler ve dimorfik (Histoplasma,
Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides) mantarlardir. Mayalarda temel yap1 yuvarlak-
oval basit tek bir hiicredir. Kiifler ise, esasen dallanmis, boliimlere ayrilmis (septumlu; tekli
veya coklu gekirdekler igeren {iiniteler) ya da ayrilmamis (septumsuz), ince uzun, seffaf
sitoplazmik uzant1 karakterinde “hifa” gelistirir ki hifalardan olusan yigma “misel” denir.
Dimorfik tiirler konak canlinin viicut sicakliginda (37 °C) ¢ogalip hastalik olustururuken
maya seklinde, oda kosullarinda (25 °C) ise hifa formudadir. S6z konusu morfoloji
degisiminde ortamin CO konsantrasyonu, pH, sistein ve diger siilfidril iceren molekiillerin
onemli oldugu bildirilmistir (McGinnis ve Tyring 1996; Gehlot ve ark. 2010; Goughenour ve
Rappleye 2017).

Mantarlarda tlireme eseyli (eseyli spor) ve eseysiz (tomurcuklanma, pargalanma,
eseysiz spor) olabilmekte olup, bazi tiirlerde ikisi de goriilebilmektedir. Medikal agidan
onemli olan tiirlerde (hemen hepsi self-steril/heterotallik) eseysiz iireme temel gogalma
¢esididir. Sporlanma, bir¢ok mantar tiirii igin ¢ogalma ve yayilma siirecinin en onemli
pargasidir. Spor, mayoz ge¢irmis hiicrelerin birlesmesi sonucu eseyli olarak (askospor,
bazidispor, oospor, zigospor) veya mitoz siirecleri sonunda eseysiz olarak (artrospor,
blastospor, klamidospor, konidispor, sporongispor) sekillenebilmektedir. Spor, 6zellikle ortam
kosullarinin (sicaklik, oksijen, besin) bozuldugu doénemlerde, tiire gore mantarin farkl

kisimlarinda olusup (reproduktif hifler, konidiyum vs.) ana govdeden ayrilan, cevresel
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etmenlere direngli, uygun olmayan ortamlarda bile yillarca canli kalabilen, tek veya ¢ok
¢ekirdekli, bir yoniliyle dormant mantar formudur. Kalin ve dayanikli bir ortiiyle ¢evrelenmis
olan spor, uygun kosullara (besin, nem vs.) ulastiginda ¢imlenip vejetatif forma gegmekte ve

aktif yasamina devam etmektedir (McGinnis ve Tyring 1996).

2.2. Patogenez, Klinik, Epidemiyoloji

Mantarlarin sadece 500°den az bir kismi1 insan ve/veya hayvan hastaliklariyla iliskili
olup, soz konusu tiirler 6zellikle Ascomycota, Basidiomycota ve Zygomycota koklerinde yer
alir. Ote yandan; son yillarda, gevresel kosullarda yaygin olarak bulunan ve saprofitik,
tamamen dogal ortam mantar1 olarak kabul edilen tiirlerle ilgili, ciddi olabilen enfeksiyon
bildirimleri yapilmaya baslamistir. Patojen oldugu kesinlesen tiirlerin en fazla 50 kadari
immunokompetan  konaklarda  hastalik  olusturabilme  yetisindedir  (Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum, Histoplasma, Blastomyces, Cryptococcus, Coccidioides,
Paracoccidioides). Diger ¢ogu tiir immunsiiprese veya travmatik bir durumdan dolay1 dogal
bariyerleri bozulmus hastalarda yerlesip hastalik olusturmaktadir (Brandt ve Warnock 2011;
Liu 2011; Bush 2018).

Immunsiiprese  bireylerde tek bir spor bile ciddi hastalik tablosuyla
sonuc¢lanabilmektedir. Ancak, bu durum mantarin tiirline ve konaktaki immunsiipresyonun
derecesine vs. bagl olarak degismekte olup, 6lim ile de sonuglanabilmektedir. Mantar
enfeksiyonlarina predispozisyon yaratan baglica faktorler sunlardir: Malignite (6zellikle
hematolojik malignansi), kemoterapi, kemik iligi transplantasyonu, yaygin immunsiipresif
hastaliklar, HIV enfeksiyonu (AIDS), tekrarli, siiregen enfeksiyonlar, kistik fibrozis, diyabet
ve yogun antibiyotik kullanimi. Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin siiregen ve de
ozellikle diizensiz kullanimi, floradaki dengeleri bakteri aleyhine bozmakta ve bu durum
mantarlarin asir1 tireme firsat1 yakalamasina neden olmaktadir. Mantar enfeksiyonlar: genelde
Olimciil kabul edilmez. Ancak, mantarin ve konagin tiirline ve durumuna gore prognoz

degisebilmekte ve yiiksek mortalite ile karsilasilabilmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012).
Mantar aracili hastaliklar su sekilde gruplandirilabilmektedir:

I) Siiperfisyal mantar enfeksiyonu: Sagta, derinin canli olmayan (stratum korneum)
kisimlarinda etkili olur. Konak canli dokusuyla dogrudan iliski kurmadigindan hiicresel bir
bagisiklik yaniti da olusturmaz. Sorun genelde kozmetik olmaktan 6teye gidemez. Bu gruba

ornek olarak verilebilecek tiirler Malassezia furfur (deride beyaz lekelerle karakterize olan
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pityriasis versicolor ve seboreik dermatit etkeni), Hortaea werneckii (deride siyah lekelerle
karakterize olan tinea nigra etkeni), Trichosporon spp. (sagta, deride etkili) ve Piedraia hortae
(sagta etkili) (Liu 2011), Phialophora europaea ve Coniosporium epidermidis (deride
etkili)’dir. M. furfur, M. pachydermatis ve M. pachydermatisozellikle kedi ve kopek gibi
hayvanlarda otitis eksterna etkenidir (Boekhout ve ark. 2009).

II) Kutan6z mantar enfeksiyonu: Deri, sag, trinak gibi dokulara yerlesirken, canli dokulara
yerlesmezler; ancak, tiire de bagl olarak, dogrudan etkene veya metabolitlerine bagl olarak
konakta degisik reaksiyonlara neden olabilmektedirler. Gruptaki tiirlere Ornek olarak;
dermatofitoz etkenleri (Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton) (Moghaddam ve
Mehdizadeh 2016), dermatofitik dis1 kiif mantarlarinca olusturulan dermatomikoz etkenleri
(Onyhocola, Scopulariopsis, Scytalidium) ve mayalardan deri, mukoza veya tirnaklarda etkili
olabilen baz1 Candida tiirleri (Liu 2011), deride etkili olan Cladophialophora saturnica, deri-
mukoza tutulumu gosterebilen Rhizopus arrhizus, kontakt lens iligkili keratitisin en yaygin
etkeni olan Fusarium solani, keratitis, dermatitis ve yaygin enfeksiyon etkeni olabilen

Fusarium lichenicola verilebilir (Boekhout ve ark. 2009).

IIT) Subkutanéz mantar enfeksiyonu: Genellikle, deride olusan travmatik lezyonlar araciligi
ile deri altina girip yerlesebilen toprak saprofitlerince sekillendirilir. Kronik, lokalize deri ve
derialt1 doku tutulumu gosterirler. Klinik degisken olup farkli formlara rastlanabilmektedir.
Baslica etkenler Sporothrix, Cladosporium, Fonsecaea, Phialophora, Bipolaris,
Cladosporium,  Curvularia, Exophiala,  Exserohilum,  Acremonium, Madurella,
Pseudallescheria, Basidiobolus, Conidiobolus, Cladophialophora, Rhinosporidium ve
Lacazia cinslerinde yer almaktadir (Boekhout ve ark. 2009; Liu 2011).

IV) Sistemik/Invazif mantar enfeksiyonu: Bazi mantarlar, tiire gbre yara dokusu, deri,
mukoza (agiz, vajen, bagirsak, solunum sistemi vs.) gibi alanlardan viicuda girip
yerlesebilmekte ve daha da ilerleyerek derin dokulara penetre olabilmektedir. Hatta kana
karsabilmekte (fungemi), bircok doku ve organa gecebilmekte (fungal septisemi, fungal
sepsis) ve dalak, karaciger, bobrek, kemik, beyin gibi organ tutulumlariyla karakterize yaygin
mikoz tablosu olusturabilmektedir (Liu 2011). Sistemik mantar enfeksiyonunda hastaligin
prognozu, diger mikoz cesitlerine gore daha kotiidiir. Ornegin; sistemik C. albicans
enfeksiyonlarin da %40’a, Aspergillus spp. Enfeksiyonlar1 ise %50’ye varan mortalite ile
karsilasilabilmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012). invazif mantar tiirlerini barindiran baslica

cinsler ve tiirler sunlardir: C. albicans, non-albicans Candida, Aspergillus fumigatus, non-
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fumigatus Aspergillus (Aspergillus terreus vs.), Trichosporon, Rhodotorula, Geotrichum,
Hansenula, Malassezia, Saccharomyces, Fusarium (F. lichenicola, F. oxysporum),
Scedosporium, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis,
Neocosmospora vasinfecta, Paracoccidioides brasiliensis, Exophiala spinifera (kemik
enfeksiyonu), Fonsecaea monophora (kromoblastomikozis ve beyin enfeksiyonu),
Rhinocladiella mackenziei (sinir sistemi enfeksiyonu), Cryptococcus neoformans (beyin vs.
enfeksiyonu), Rhizopus homothallicus (akciger enfeksiyonu) (Boekhout ve ark. 2009; Liu
2011; Miceli ve ark. 2011; Vengurlekar ve ark. 2012). Candida spp. fungemide en sik
rastlanan gruptur (Arendrup 2013). Hematolojik malignite hastalarinda ise Trichosporon spp.,
siklik noktasinda bu grubu takip etmektedir (Miceli ve ark. 2011). En yaygin invazif fungal
enfeksiyon etkenleri C. albicans, C. neoformans ve A. fumigatus seklinde siralanmaktadir
(Vengurlekar ve ark. 2012). Baz1 hastalarda, Aspergillus tiirleri paranazal siniise, akcigere,
bobreklere, beyne yerlesebilmektedir. Ancak, tablo genelde tipik bir invazif mantar
enfeksiyonu olmaktan &te, etkenlerin mantar miseli yiginlart sekilnde toplanmalariyla
karakterizedir. S6z konusu form, 6zellikle anatomik problemleri olanlarda, daha 6nce ilgili

organlarda travmatik bazi sorunlar yasamis veya cerrahi operasyon geg¢irmis hastalarda

goriilmektedir (Bush 2018).

V) Mikotik alerji, irritasyon, toksikasyon: Mantarlarin kendileri (spor vs.), pargalar: veya
cesitli metabolitleri irritasyona, alerjik reaksiyonlara veya toksikasyonlara neden
olabilmektedir. Ornegin; hiicre duvar1 kompanenti olan beta-1,3-D-glukanlar, Cladosporium
ve diger bazi tiirlerin hiicre duvari proteini olan hidrofobin gibi maddeler alerjen 6zelliktedir.
Metabolitler, saprofitik beslenme amaciyla veya diger bazi nedenlerle ortama salinan
enzimler, substratlarin parcalanma {riinleri veya ortama verilen sindirim artiklar
olabilmektedir. Bu maddelerin klinik etkisi mantarin tiiriine, metabolitin ¢esidine, konagin
tiiriine, maruz kalma yoluna ve siddetine gore degismektedir. Esasen biitiin mantarlar, tiiriine
ve ¢evresel kosullara gore, toksik de olabilen metabolitler tiretebilmektedir. Giliniimiize kadar
300 civarinda mikotoksin tanimlanmistir. Bunlara 6rnek olarak; ergot (Claviceps), aflatoksin
(Aspergillus), fumanisin (Fusarium), okratoksin (Penicillium), trikotesen (Fusarium,
Aspergillus, Stachybotrys) verilebilir. Adi1 gegen toksinlerin oral olarak alinmasi, ¢esidine ve
dozuna da bagh olarak, mikotoksikoza yol agabilmektedir. Kronik aflatoksin alinimi

hepatoseliiler karsinoma gibi hastaliklara da neden olabilmektedir (Bush 2018).



Ozellikle Ascomycota, Basidiomycota ve Zygomycota koklerinde yer alan ve ev veya
diger ortamlarda yaygin olarak bulunan kimi mantar tiirleri (Cladosporium, Alternaria,
Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Stachybotrys vs.) yaygin alerjilere neden
olabilmektedir. Durum ile iligkili olarak ¢ikabilecek probemlere 6rnek olarak; astim
(Alternaria, Penicillium, Aspergillus vs.), alerjik rinit (Alternaria, Cladosporium),
hipersensitivite  pneumonisi  (Epicoccum,  Aspergillus,  Penicillium, Rhodotorula,
Aureobasidium), alerjik bronkopulmoner aspergilloz (Aspergillus), 6zellikle siiregen
antibiyotik kullanimiyla iliskili olan kronik alerjik fungal rhinosiniizit (Alternaria) verilebilir.
Esasen, solunum yoluyla alinarak sorun yaratan asil etmen sporlardir; mikotoksinler agir
olduklarindan havalanma yetileri zayiftir ve oral alimmlar kaynakli sorunlarla daha ¢ok
karsilasilir. Her ne kadar aralarindaki iliski kesinlestirilmis olmasa da, akut idiopatik
pulmoner hemoraji vakalarindan Stachybotrys tiirleri izole edilmistir. Yine, Stachybotrys
chartarum spor ve toksinlerinin inhalasyonunun bazi nérolojik semptomlara yol agabilecegine

dair iddialar da bulunmaktadir (Bush 2018).

2.3. Candida spp. ve Kandidiyazis

Giintimiizde yaklagik 700 kadar maya tiirii tanimlanmis olup (Liu 2011), bunun 200
kadar1 Candida cinsinde yer alir (Jahagirdar ve ark. 2018). Yaklagik 200 maya tiirii klinik
acidan 6nem tagimakta olup (Liu 2011); ilgili etkenlerin 20’den fazlas1 Candida tiiriidiir. Bu
cinsteki en onemli etken C. albicans’tir; bu tiir haricinde hastalardan izole edilen Candida
tirleri “albicans dist Candida tiirleri” (“non-albicans Candida”, NAC) seklinde
tanimlanmaktadir. Hastalarda en ¢ok rastlanan NAC tiirleri C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei ve C. lusitaniae’dir ki C. albicans ile birlikte bu tiirler kandidiyazis
olgularmin %95’inden sorumludur (Lewis 2009; Diekema ve ark. 2012; Jahagirdar ve ark.
2018). Yine, daha az siklikta, C. dubliniensis, C. inconspicua, C. lipolytica, C. norvegensis,
C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. kefyr, C. rugosa ve C. famata iliskili enfeksiyonlara da
rastlanmaktadir (Miceli ve ark. 2011; Papon ve ark. 2013; Moghaddam ve Mehdizadeh 2016).
Tiirlerin yayginligi bolgeden bolgeye farklilik gostermektedir. C. albicans genelde en yaygin
tir olsa da, bazi1 bolgelerde albicans disi Candida tiirlerinden bazilar1 daha yaygin
goriilebilmektedir. Son 20-30 yilda belirgin albicans dis1 Candida iligkili olgu artis1 da dikkati
cekmektedir (Jahagirdar ve ark. 2018). Tiirkiye’de kandidemi olgularindan en ¢ok izole edilen
tirlerin C. albicans (%45.8), C. tropicalis (%24.1), C. parapsilosis (%14.5) ve C. glabrata
(%4.8) oldugu bildirilmistir (Yapar 2014). Candida tiirlerinin virulansi, patojenitesi ve



olusturdugu hastaligin klinik siddeti de birbirinden az c¢ok farklilik gosterebilmektedir. En
yaygin patojen tiir C. albicans’tir; ancak, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C.
krusei de klinik agidan olduk¢a onemlidir. Virulansa gore C. albicans ve C. tropicalis ilk
sirada, C. glabrata, C. lusitaniae ve C. kefyr ikinci sirada, C. krusei, C. parapsilosis ve C.

guilliermondii ise ti¢iincii sirada gelmektedir (Papon ve ark. 2013).

2.3.1 Tarihge

Ilk caglardan beri mantarlarin deri, sa¢ ve tirnagi hastalandirarak eski hekimlerin
dikkatini ¢ektigi diisiiniilse bile bunlar hakkinda esasli bilgiler, diger bir¢ok bilim dallarinda
oldugu gibi, 19. yiizyilda toplanmaya baslamistir. Kandidiyazisin tarihcesi MO 4. yiizyila
Istankoylii Hipokrat (Hippocrates MO 460-337)’a kadar uzandig1 halde etkenin kesfi bundan
asirlar sonra, tifiislii bir hastanin agzindaki pamukguk lezyonundaki kazintida mantari
gozlemleyen Langenbeck tarafindan 1839 yilinda gergeklesmistir. Pamukguktaki
mikroorganizmanin ilk kesfi her ne kadar 1839 yilinda tifiisli bir hastanin agzindaki
pamuk¢uk lezyonlarindan alinan kazintida mantar1 gozlemleyen Langenbeck tarafindan
yapilmis ise de o, gordiigli bu mantar1 yanlis olarak tifiisiin etkeni olarak algilamistir.
Pamukgugun etkeni olarak mantarin tarifini 1842 yilinda Gruby tarafindan gergeklestirmistir.
Sporothricum tiirii olarak siniflandirilsa bile bugiin kullandigimiz sekilde isimlendirilip
Candida cinsinde siniflandirilmasinin ¢ok sonralari gergeklestigi goriilmektedir. Arada gecen
zaman i¢inde bir¢ok isim kullanildig1 gibi bazi arastiricilar bulduklar1 mantar yeni bir tiir
oldugunu sanarak degisik adlarla tanimlamistir. Bu karisikliga 1923 yilinda Berkhout tibbi
Monilia tiirlerinin, meyvalari ¢iirliten ve ¢iirlimiis meyva ve yapraklardan ayrilarak 1886’da
Saecardo tarafindan belirli hifli mantarlart kapsayan Monilia’lardan morfoloji ve fizyoloji
bakimlarindan farkli oldugunu kaydettimis. Boylece psddohif gelistiren, askospor iiretmeyen
maya tiirlerini kapsayan Candida cinsini yeniden kurarak. 1954’de Paris’de toplanan 8.
Botanik Kongresi’nde Berkhout’un kullandigi Candida adi1 olarak kabul edilmis ve etkenin
adi da Candida albicans olarak belirlenmistir. (Yiicel A. Candida’larin dini. Candida

Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlar: Sempozyumu, Eskisehir, 2002; 3-28)

2.3.2 Taksonomi

Medikal 6nemli funguslarin 6nemli bir boliimiinii, mayalarin ise yaklasik dortte birini
olusturan Candida tiirleri Blastomycetes sinifi, Cryptococcaceae ailesinde yer alirlar. Temel

olarak tiirlerin %65’1 37 °C flizerinde gelisim gosteremez ve sadece az bir kismi medikal



acidan onemlidir. Cins igerisinde gilinlimiize kadar belirlenmis olan 200 kadar tiirlin maya
formu ovalimsidir ve 2-8 x 3-15 um ebatlarindadir. Tomurcuklanma, blastospor olusumu,
yalanci misel ve daha az yaygin olarak da ger¢ek misel olusturma gibi morfolojik 6zellikler

sergilerler (Schauer ve Hanschke 1999; Yiicel ve Kantarcioglu 1999).

2.3.3. Morfolojisi

Candida albicans, mayalarin en bilinen tiirlerindedir. Genomik olarak; bazen
poliploidi ile karsilasilsa da esasen diploid karakter sergiler ve haploid genom biiyiikligi 16
Mb’tir (Niimi ve ark. 1999). Fakiiltatif anaerob bir maya olan bu tiir, her ne kadar 6nemli
baz1 farkliliklar arz etse de, cogu yonden grubun genel 6zelliklerini tasir. Yasam siirecinde
esasen polimorfik bir goériiniim sergiler. Uremesinde tomurcuklanma esastir ki ana hiicreden
ayrilan (konidyum ayrilmasi) kiz hiicre veya tomurcuk hiicresi uygun ortamda g¢imlenerek
yasamina devam eder. Bazi 6zel kosullarda tomurcuk gévdeden ayrilmaz ve mayanin disina
dogru pes pese siralanmis hiicre dizileri olusabilir; buna “yalanci misel (pseudohif)” adi
verilir. Daha az siklikta da olsa, gercek misel (hif) yapisi da olusabilmektedir. C. albicans
klamidospor olusturmasiyla diger ¢ogu tiirden ayrilir. Diger bazi tiirlerde de (Candida
tropicalis) bu duruma rastlansa da, siire¢ gegici bir durumdur. C. albicans’ta morfolojik
karakterdeki degisim farkli etmenlerce tetiklenir; sicaklik, pH, biyotin, sistein, serum
transferrin, ¢inko gibi maddeler bunlardandir (McGinnis ve Tyring 1996; Yiicel ve
Kantarcioglu 1999).

2.3.4. Epidemiyoloji

Kandidiyazis diinya genelinde goriilmekte olup, en Onemli mantar enfeksiyonu
tiplerindendir (Jahagirdar ve ark. 2018). Ozellikle immunsiipresyona ya da genel durum
diiskiinliigiine neden olan problemlere eslik etmektedir. Bu noktada, o6zellikle invazif
kandidiyazise predispozisyon yaratan durum ve hastaliklarin baslicalar1 sunlardir: Genel
durumu zay1f operatif sagaltim ge¢irmis hastalar, kalic1 katater uygulanan agir hastalar (Niimi
ve ark. 1999), uzun siireli yogun bakim hastalar1, cocuklar ve yaslilar, nétropeni (<500/mm?3),
genis spektrumlu antibiyotiklerin diizensiz ve yaygin kullanimi, katater kaynakli kan dolagimi1
hastaliklari, intravaskuler protezler, trakeal entiibasyon, immunsiiprese hematolojik
hastaliklar, kemik iligi nakli, HIV, kanser, diabetes mellitus, yaniklar, major travmalar, {iriner

kanal cerrahisi (kandiduri durumunda), gastrointestinal sistem jirurjisine bagli kimi

10



komplikasyonlar (peritonitis), akut bobrek yetmezligi, hemodiyaliz, transplante hastalar,

parenteral beslenen hastalar vs. (Gullo 2009; Jahagirdar ve ark. 2018).

Diinya genelinde, hastaneye bagvuran hastalarda kandidemi insidansinin, bolgelere
gore %0.022-0.196 arasinda degistigi bildirilirken (Yapar 2014), genel olarak insanlarda
kandidemi goriilme oranmin yiiz binde 1.7-10 dolaylarinda oldugu ifade edilmistir (Gullo
2009). Yine, Candida tiirlerinin hastane ortaminda 4 aya kadar canli kalabildigi (Jahagirdar ve
ark. 2018), kandidiyazisin, en sik karsilasilan nazokomiyal enfeksiyonlar listesinde, %8-10 ile
dordiincti sirada yer aldigi (Papon ve ark. 2013), ABD’de nazokomiyal septisemilerin
%10’undan fungal patojenlerin ve yogun bakim hastalarindaki iiriner sistem enfeksiyonlarinin
%?25’inden Candida spp.’nin sorumlu oldugu (Jahagirdar ve ark. 2018), invazif
kandidiyazisin yatan hastalarda goériilen nozakomiyal enfeksiyonlarin %1-8’ini, yogun bakim
hastalarinda goriilen enfeksiyonlarin %10’unu, toplam nazokomiyal enfeksiyonlarin %15’ini
olusturdugu ifade edilmistir. Ayrica, insanlardaki kandideminin %33-35’inin yogun bakim
hastalarinda goriildiigii kaydedilmistir (Gullo 2009). Insanlardaki en yaygin fungal patojen
olan C. albicans’in, diinya genelinde yillik 250.000-400.000 6liime neden oldugu, yillik 100
milyon insanda rekiirren vajinitise yol a¢tig1 (da Silva Dantas ve ark. 2016) ve yogun bakim
hastalarinda goriilen invazif mantar enfeksiyonlarimin %17’sini bu tiirden kaynaklandig
bildirilmistir (Gullo 2009).

Diinya genelinde kandidiyazis olgularindan en fazla izole edilen tiir (baz1 bdlgelerde
%63-70) C. albicans’tir (Miceli ve ark. 2011). Ote yandan, &zellikle son 20-30 yildir albicans
dis1 Candida tiirleri yayginliginda belirgin bir artig dikkati g¢ekmekte, s6z konusu durum
istikrarm1  korumakta, hatta bazi bélge ve durumlarda C. albicans’in bile Oniine
gecmektedirler (Jahagirdar ve ark. 2018). Sistemik kandidiyazis olgularinda albicans dis1
Candida tiirlerinin oran1 1970-1990 yillarinda %10-40 iken, takip eden 20 yilda %35-65
seviyelerine ¢ikmig, son 15 yilda albicans dist Candida tiirleri goriilme orani 2-10 kat
artmistir. Bolgelere gore degismekle birlikte, albicans dig1 Candida tiirleri arasinda en ¢ok C.
glabrata, takibinde de C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei izlemektedir (Papon ve ark.
2013) ki bu tiirlerden ozellikle C. glabrata ve C. krusei iliskili invazif enfeksiyonlarda
mortalitenin de yiiksek olabildigi (Jahagirdar ve ark. 2018) ve 6zellikle nétropeni hastalarinda
goriilme sikliklarinin belirgin derecede yiiksek oldugu ifade edilmistir (Gullo 2009). Yine,
Asya Pasifik bolgesinde izole edilen Candida tiirlerinden %20-45inin C. tropicalis oldugu,

C. parapsilosis’in ¢cocuklarda ve yenidoganlarda goriilen kandidemilerin %17-50’sinden izole
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edildigi, malignite sorunu ve kemik iligi nakli olan hastalarda, nadiren de olsa invazif C.
krusei enfeksiyonlarina rastlandigi bildirilmistir (Whaley ve ark. 2017). S6z konusu albicans
dis1 Candida tiirleri yaygmlasmasi, bu tiirlerde goriilen bazi yiiksek antifungal direnci (C.
glabrata ve C. krusei’deki 6zel azole direnci vs.) ile iliskilendirilmekte olup, diizensiz
antifungal kullanimiin durumu koriikledigi kaydedilmistir (Niimi ve ark. 1999; Miceli ve
ark. 2011;Jahagirdar ve ark. 2018).

2.3.5 Patogenez

Birgok  Candida tiirii ve diger mayalar ¢ogu zaman agiz, bagirsak, vajina
mukozasinda, deride vs. floranin bir parcas1 olarak yer alir (Arendrup 2013). Oyle ki, cesitli
faktorlere bagli olarak insidans degisse de, insanlarin yarisinin (%1-80.6) C. albicans’
tasidig1 bildirilmistir (Niimi ve ark. 1999; da Silva Dantas ve ark. 2016). Candida’lar
bulunduklar1 ortama oldukc¢a yiliksek adaptasyon gostermektedirler. Bir sekilde flora
dengesinin bozulmasi, mukoza immunbariyerinin giiciinii yitirmesi gibi nedenler dengesiz bir
sekilde tiremelerine, hatta baz1 biyolojik ve morfolojik karakterlerinde degisimlere neden
olabilmekte ve durum mantar enfeksiyonu ile sonuglanabilmektedir. Oportunistik bir karakter
tastyan Candida tiirlerinde enfeksiyonun kaynagi cogu zaman flora kokenli iken, Aspergillus
gibi kiif mantarlar1 i¢in asil kaynak dis ortamdir ve solunum yolu ile alinimlarina sik rastlanir
(Arendrup 2013; Moghaddam ve Mehdizadeh 2016). Ote yandan, her ne kadar Candida
enfeksiyonlarinda etiyoloji endojenik bir karakter tasisa da, ekzojen kokenli / etkenin
disaridan alinmasi yoluyla gelisen kandidiyaz olgulariyla da sik¢a karsilagilabildigi
bildirilmistir (Jahagirdar ve ark. 2018).

Candida albicans ve diger bazi mantar tiirlerinin pek ¢ok sibling tiirtiniin bulundugu,
boylesi sibling ve izolatlarin patojenite, hatta antifungal direnci konusunda bile farkliliklar
sergileyebildikleri bildirilmistir (Boekhout ve ark. 2009). En patojen maya tiirii olan C.
albicans’in patojenitesini etkileyen bazi 6nemli faktorler s6z konusudur. Konakta, genelde
asekstiel bir fungus konumunu korur ancak, morfolojik ve fizyolojik agidan oldukca yiiksek
bir adaptasyon yetisine sahiptir. Konagin bagisiklik durumuna, genel durumuna, yerlestigi
organ ve dokulara gore kendini degistirebilir. Pleomorfik bir tiir olan C. albicans’in, konakta
tomurcuklanarak {ireyen temel maya formuna, pseudohif ve ger¢ek hif formlarina
rastlanabilmektedir. Biitliin bu adaptif degisim siirecleri, etkenin virulansinda da
farklilagmalara neden olmakta, dolayisiyla da konakta hastaligin gelisim siirecinde rol
oynamaktadir. Ancak bu noktada, hem etkenin ilgili potansiyele genetik olarak sahip olmasi
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ve hem de degisim siirecini tetikleyen bazi cevresel faktorlerin giindeme gelmesi
gerekmektedir. Konagin bagisiklik durumu, alinan gidalar, bakteriyel mikrobiomun durumu,
ortamdaki organik materyal ve bazi1 elementler (Fe, Zn, Cu, Mn), pH, hipoksi, CO. gibi
faktorler mayanin hem yasamini devam ettirmesi hem de morfolojik degisim sergilemesi
noktasinda etkili olabilen faktorlerdir (da Silva Dantas ve ark. 2016). C. albicans’ta tipik
olarak dikkati ¢eken bu morfolojik degisim olduk¢a hizli bir sekilde meydana
gelebilmektedir. Degisim konak dokusuna yerlesme noktasinda ¢ok énemlidir ki 6zellikle hif
formu invazyonda, makrofaj baskisindan korunmada vs. rol alir (Niimi ve ark. 1999). Farkh
formlarin farkl yiizey sekil ve antijenik molekiillere sahip olmasi, konak bagisikliginin etkene
kars1 spesifik bellek gelistrimesini gii¢lestirmektedir. Ayrica, C. albicans’in tek bir morfolojik
formunun bile ylizey yapisini degistirebilme yetisi vardir. DNA’larindaki CUG kodonu %97
olasilikla hidrofilik karakterdeki serin amino asitini, %3 olasilikla da hidrofobik karakterdeki
16zin amino asitini kodlamaktadir. Bu kodon hiicre yilizeyinde yer alan proteinlerin
kodlanmasiyla iliskili gen bolgelerinde 6zellikle dikkati cekmektedir. Dolayisiyla, kodlamada
tercih edilen amino asidin ¢esidine gore, hiicre duvart molekiilii olan B-glukan gibi
proteinlerin yapisi degismektedir. Bu degisimin konak dokusuna tutunma, invazyon, makrofaj
ve diger bagisiklik elemanlarindan kagma, birbirleriyle iliski kurma noktalarinda etkili

olabildigi goriilmistiir (Miranda ve ark. 2013).

Candida albicans’in patojenitesinde, adaptif plastisite yaninda bazi diger onemli
faktorler de yer almaktadir. Etken, ¢ok sayida proteaz, fosfolipaz, lipaz, fosfomonoesteraz,
hemolizin, heksozaminidaz, N-asetilglukozaminidaz, aspartik proteinaz, esteraz gibi enzimleri
sentezleyerek bulundugu ortama salgilar. Bu enzimler, besinlerin sindirilip emilebilecek
forma indirgemesini saglamak yaninda, konak dokularimi etkilemek, bag dokuyu tahrip etmek,
bagisiklik proteinlerini yikimlamak, etkenin konak hiicre ve dokularma tutunmasinda
(aderens) rol almak (Niimi ve ark. 1999; da Silva Dantas ve ark. 2016; Jahagirdar ve ark.
2018) ve hatta antifungal direncini giiglendirmek gibi gorevleri vardir (Moghaddam ve
Mehdizadeh 2016).

Candida albicans i¢in en 6nemli virulans faktorlerinden bir digeri ise biyofilm
olusturmasidir (Jahagirdar ve ark. 2018). Biyofilm formasyonunda, maya hiicreleri kendi
organize ettikleri ekstraseliiler bir matriks igerisinde, birbirleriyle mrofolojik ve fizyolojik
olarak siki sikiya iligkili bir sekilde gomiilii olarak dururlar. S6z konusu bu ozel

organizsayona, C. parapsilosis,C. tropicalis ve nadiren C. glabrata’da da rastlanmaktadir. Ote
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yendan, ilgili noktadaki yeti, her bir tiirlin susuna gore degisebilmektedir. Biyofilm
organizsayonu etkenin konak dokularina tutunmasina, yerlesmesine (Miceli ve ark. 2011) ve

antifungallere direng gostermesine yardimer olmaktadir (Sardi ve ark. 2013).

2.3.6 Klinik

Temelde oportunistik bir tiir olan C. albicans ve diger cogu maya tiirleri, cogunlukla
immunsiiprese, genel durumu zayif konaklarda hastalik olusturabilmektedir. Bu durum
Ozellikle hastaligin agir, yaygin klinik formlar icin gecerlidir. Dolayisiyla, kisinin genel
durumu olasi mantar enfeksiyonunun klinik formunu ve siddetini Dbelirlemektedir
(Moghaddam ve Mehdizadeh 2016). Kandidiyaz olgulari genelde basit ylizeysel enfeksiyonlar
seklinde goriilse de, konagin durumuna gore ciddi, invaziv, septisemik ve yaygin formlarina
da rastlanabilmektedir. Bu tip agir formlarda mortalite de yiiksek olmaktadir. Ornegin; genel
olarak sistemik kandidiyaziste mortalite %14-35 (Papon ve ark. 2013), yogun bakim
hastalarindaki kandidemilerde %5-7 (Gullo 2009), fungemik olgularda yaklasik %40
(Vengurlekar ve ark. 2012), endokardiyal kandidiyaziste ise %42-65 dolaylarindadir. Ote
yandan, albicans dig1 Candida tiirler ile iliskili agir enfeksiyonlarda da yiiksek mortaliteyle
karsilasilasilmaktadir. Ornegin; C. parapsilosis iliskili endokardiyal kandidiyaziste prognoz
C. albicans’e benzerdir (Whaley ve ark. 2017). Malignite hastalarinda goriilen invazif C.
tropicalis enfeksiyonlari, ozellikle yashlarda %30-70 olim ile sonuglanabilmektedir
(Boekhout ve ark. 2009; Whaley ve ark. 2017).

2.3.7. Kandidiyaziste Tedavi ve Antifungal Direng

Mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanilan antifungallerin 6nemli bir kism1 dort grupta
toplanir. Bunlar; polien, primidin, azol ve ekinokandin’dir. Polien grubu genis spektrumlu bir
antifungaldir ve etkisini mantar hiicre membranindaki mantar spesifik membran sterolii olan
ergosterole baglanarak gosterir. S6z konusu baglanma siirecini zar permeabilitesinin dengesiz
artig1, hiicre igeriginin bosalmasi ve mantar hiicresinin 6liimii takip eder. Polien grubunda yer
alan ve sistemik olarak uygulanabilen tek etken madde amfoterisin B’dir. Primidin anologlari,
RNA ve protein sentezini baskilayarak mantar primidin metabolizmasin1 bozar. Azol grubu,
ERG11 genince kodlanan 14-a-sterol demetilaz enzimini baskilar ki bu enzim ergosterol
biyosentezinden sorumludur. Biyosentezde yasanacak sorun, mantar hiicre membrani
gecirgenligi ile ilgili problemler yaratir. Azol grubu antifungaller iki alt grupta toplanirlar.

Bunlar; triazol (flukonazol, itrakonazol, posakonazol) ve imidazol (ketokonazol, mikonazol
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ve klotrimazol) antifungallerdir. Gorece yeni bir grup olan ekinokandinler ise (kapsofungin,
mikafugin, anidulafungin) mantar hiicre duvarindaki 1,3- ve 1,6,3-D-glucan sentezini bozar.
Bu grubun, azol ve amfoterisin B direngli ¢ogu Candida tiiriine etki edebildigi
bildirilmektedir (Whaley ve ark. 2017; Jahagirdar ve ark. 2018). Ote yandan, son zamanlarda
bazi tiirlerde ekinokandin direnci bildirimleri de yapilmaya baslamistir (Sarma ve Upadhyay
2017; Wiederhold 2017).

Esasen, mikoz etiyolojik a¢idan oldukga ¢esitli, yaygin ve 6nemli bir hastalik olmasina
ragmen, tedavide kullanilan antifungal c¢esidi gorece azdir. Belli basli ilaglarin siirekli
kullanimi direng sorununu da beraberinde getirmektedir. Kural olarak, en yaygin invaziv
mantar enfeksiyonu etkenleri dendiginde C. albicans, C. neoformans ve A. fumigatus akla
gelir. Ancak, son 20-30 yilda, bahsi gegen diren¢ sorununun bir sonucu olarak albicans dis1
Candida tiirleri, non-fumigatus Aspergillus, Trichosporon, Rhodotorula, Zygomycetes,
Fusarium, Scedosporium gibi etkenlerle iliskili enfeksiyonlarda ciddi artiglar dikkati
cekmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012). Belli preparatlarin yaygin ve olasilikla diizensiz
kullanimu ile iliskili dirence en tipik Orneklerden biri Candida spp.’deki azol direncidir.
Kandidiyazda polien, azol (ozellikle fluknazol), ekinokandin, niikleozid ve alilamin
kullanilabilmektedir ki azol; ucuz olmasi, oral pereparatlarinin bulunmasi, toksisitesinin
gorece diisiik olmasi gibi nedenlerden dolayr en ¢ok kullanilan antifulgaldir. Bu durum ilgili

etken grubunda yaygin azol direnci ile sonuglanmistir (Whaley ve ark. 2017).

Mantarlarda antifungal direng gelistirmelerinde farkli birgok molekiiler mekanizmanin
rol aldig1 bilinmektedir. Ornegin; C. albicans’ta maya hiicresi duvari %20 mannan igerirken
hif formunda bu molekiilin oran1 diismektedir. Mannanin yogunlugu ve/veya kompleks
yapilara katilip katilmamasi hiicrenin serotipini degistirmektedir. Hiicre duvarindaki
mannanin durumun ve glukan seviyesinin (%50-70) antifungal direncini dogrudan etkiliyor
olabilecegi ifade edilmektedir (McGinnis ve Tyring 1996). Yine, C. albicans’ta ERGI11
geninde gelisen 6zel bir nokta mutasyonun antifungal direnciyle sonuglandigi bildirilmistir.
Ayrica, bu gen bolgesinin ¢alismasini diizenleyen aktivatér gen bolgelerinde gelisen bir
mutasyon, ERG11 geninin siiperekspresyonuna neden olabilmektedir. Diizenleyici gen
bolgelerindeki mutasyonlar, mantar hiicre zarindaki antifungal pompalayan molekiillerin
(CDR1 ve CDR?2) fazlaca iiretilmesiyle de sonuglanabilmektedir. Benzer mekanizmalar diger
bazi mantar tirlerinde de gosterilmistir (Whaley ve ark. 2017; Wiederhold 2017).

Arastirmalar, C. albicans’ta; ¢oklu gen mutasyonlar1 araciligiyla azole, ekinokandin ve
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amfoterisin B’ye karsi ¢oklu ilag direnci gelisebildigini de gostermistir. Ayrica, ¢oklu direngle
iligkili taramalarin sonucunda, diren¢ gelisimi ile virulansin birbirine paralel izlemedigi,
aksine daha 1liml1 enfeksiyonlara neden olan suslarla ilgili mantar enfeksiyonlarinda diizensiz
ve yetersiz dozda ila¢ kullaniominin daha fazla olmasindan dolayi, 1limli suslarda direng ile
daha sik karsilagildigi belirtilmistir (Jensen ve ark. 2015). Benzer sekilde, orofarengeal
kandidiyazdan izole edilen C. albicans suslarinda direng, invaziv enfeksiyondan (%0-5) ¢ok
daha yaygmn olup, bu durum, tekrarli enfeksiyonlara bagli tekrarli azole kullanimi ile

iliskilendirilmektedir (Whaley ve ark. 2017).

Esasen ¢oklu antifungal direnci albicans disit Candida tiirleri tiirlerinde o6zellikle
dikkati cekmektedir. Ornegin, C. auris’te fluknazol, polein ve ekinokandine kars: duyarliligin
azaldig1 ve bazi izolatlarin her tgiine de diren¢ gosterdigi bildirilmistir (Sarma ve Upadhyay
2017). Hatta, fluknazol direncinin albicans digi Candida’larda C. albicans’a gore ¢ok daha
yiikksek oldugu, son zamanlarda kaydedilen albicans digi Candida artisinin da bundan
kaynaklandig1 ifade edilmistir (Wiederhold 2017). Ayrica, bazi albicans dis1 Candida
tirlerinin, 6zellikle de bazi antifunkallere karsi, tamamen kendi 6zel genetik yapilarindan
kaynaklanan bir intrinsik dirence sahip olduklar1 anlagilmistir. Ornegin; C. glabrata’da azol
direnci, C. krusei’de yine ayni gruptan fluknazol direnci intrinsik karakter tagimaktadir. C.
krusei’nin kazanilmis diren¢ konusunda da oldukga yetili oldugu bilinmektedir (Whaley ve
ark. 2017). Yine, C. lusitaniae’nmin amfoterisin B direnci intrinsik karakter tasirken,
Lomentospora prolificans, F. solani gibi diger gruplara dahil olan bazi mantar tiirlerinin
klinik kullanimdaki biitiin antifungallere kars1 mikrobiyolojik diren¢ gosterdigi kaydedilmistir
(Wiederhold 2017).

Diren¢ konusunda yapilan ¢alismalarda, bircok maya tiirlinde ¢esitli derecelerde azol
grubundan flukonazol ve vorikonazol direnci, polien grubundan amfoterisin B direnci,
ekinokandin grubundan kaspofungin direnci (Miceli ve ark. 2011; Arendrup 2013), C.
parapsilosis ve C. tropicalis’te flukonazol direnci, C. glabrata (Wiederhold 2017) ve C.
auris’te ekinokandin direnci (Sarma ve Upadhyay 2017), Trichosporon spp.’de amfoterisin ve
ekinokandin direnci bildirilmistir. (Miceli ve ark. 2011). Asya Pasifik iilkelerinde yapilan
taramalarda, C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis’te flukonazol direncinin %6.8-15
dolaylarinda oldugu, Cin’de C. tropicalis’in flukonazol direncinin %5.7-11.0, vorikonazol

direncinin ise %5.7-9.6 arasinda degistigi (Wang ve ark. 2016), diinya genelinde C.
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parapsilosis iligkili dissemine enfeksiyonlardan izole edilen suslarda %?2-5 oraninda

flukonazol direnci goriildiigii bildirilmistir (Whaley ve ark. 2017).

2.4. Dogal Antifungal Kesfine Yonelik Arastirmalar

Kullanima sunulmus antifungal ilaglarin gérece az sayida olmasi, karsilasilan yaygin
diren¢ ve degisen derecelerde toksisite sorunu, mikozun epidemiyolojik ve klinik agidan
giderek artan 6nemi gibi nedenler, yeni ve etkili ilag arayisin1 gerekli kilmakta olup, s6z
konusu gerekliligin zamanla da artacagi ongoriilmektedir (Vengurlekar ve ark. 2012; Whaley
ve ark. 2017; Wiederhold 2017). Mevcut antifungal ilaglarin énemli bir kismi sentetiktir.
Ancak, ilgili ilaglarin iretilmesi noktasinda dogal kaynaklardan da yararlanilmaktadir.
Ornegin; mantar enfeksiyonu tedavisinde altin standart kabul edilen amfoterisin B ve diger bir
onemli antifungal olan lipopeptit kaspofungin temelde dogal kaynaklardan izole edilmistir.
Diger hastaliklarda oldugu gibi, mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanilabilecek yeni
ilaclarin kesfinde de dogal kaynaklarin biiyiikk bir dnem tasidigi ifade edilmektedir. Bu
noktada, bitkilerden, deniz iriinlerinden, mikroorganizmalardan ve diger dogal kaynaklardan
yararlanilabilecegi bildirilmistir (Vengurlekar ve ark. 2012). Ilgili alternatif arayislar da
birgok umut verici gelisme kaydedilmistir. Ornegin; katyonik steroid antimikrobiyallerden
CSA13, 131 ve 138 ile ilgili caligmalardan gayet basarili sonuglar elde edilmistir (Bozkurt
Guzel ve ark. 2018; Hacioglu ve ark. 2018).

2.4.1. Mikroorganizmal biyoaktif maddeler

Fakiiltatif anaerob bir maya olan C. albicans ve kesin anaerob Gram-pozitif bir bakteri
olan Clostrudium difficile insanlarin  bagirsaginda bulunan, oportunistik patojen
mikroorganizmalardir. Oksijen, C. difficile igin ciddi toksiktir, ancak, ortamda C. albicans’in
bulunmasi durumunda, bu bakterinin aerobik kosullarda da varligini devam ettirebildigi
goriilmiistiir. Ote yandan, C. difficile tarafindan iiretilen p-krezol (2-isopropyl-P-creasol)
maddesinin, ayn1 ortamdaki C. albicans’: etkileyerek maya formundan hif formuna gegisini
baskiladigi, hif formundakileri de maya formu yoniinde indiikledigi anlagilmistir. Hif formuna
dontisim, C. albicans’in invazyonu, dolayisiyla da patojenitesi noktasinda kilit 6nem
tasimaktadir. Her ne kadar p-kreazol’iin C. albicans tizerindeki etkisinin mekanizmasi kesin
olarak bilinmese de, bu veriler ilgili maddenin kandidiyaz tedavisi i¢in bir alternatif
olabilecegini isaret etmektedir. Kekik gibi bitkilerin esansiyel yagindan izole edilen timol (2-

isopropyl-5-methylphenol) ve bazi diger bitkilerin (Origanum, Thymus, Coridothymus,
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Thymbra, Satureja, Lippia) esansiyel yaginda bulunan karvakrol (5-Isopropyl-2-
methylphenol) kimyasal yapi bakimindan p-kresol e benzemektedir ve olasilikla C. albicans
tizerindeki etki sekilleri de benzerdir (van Leeuwen ve ark. 2016). Adi gecen iki molekiiliin C.
albicans’ta oksidatif stres yarattigi, antioksidan defans sistemini bozdugu, hiicre zari tahrip
ettigi, memran iyon pompalarinin iglevini bozdugu ve flukonazol direngli suglarin tekrar

duyarl hale gelmesini sagladig1 bilinmektedir (Khan ve ark. 2015).

Saglikli kadinlarin vajen florasindaki dominant tiirler olan Lactobacillus spp., C.
albicans gibi patojenleri baskilayip hastalik olusturmalarini engelleyebilmektedir. In vitro
denemeler, L. crispatus’un C. albicans gelisimini 6nemli derecede baskiladigin1 gostermistir.
Bu bu etkinlikte, bakteri tarafindan iiretilen bazi antimikrobiyal komponentlerin, H20-
(hidrojen peroksit) ve organik asitlerin rol alabilecegi bildirilmistir. Ayrica; L. crispatus, L.
gasseri ve L. jensenii tarafindan iiretilen kompanentlerin C. albicans’ta mayadan hife gecisi
%81.9-88.3 oraninda baskiladig1 gdsterilmistir. ilgili etkinin mekanizmas iizerinde yapilan
aragtirmalar, L. crispatus’un C. albicans’ta mayada hife doniisiimde rol alan genlerin

ekspresyonunu baskiladigini gostermistir (Wang ve ark. 2017).

Saccharomyces boulardii, diarede korunma ve tedavi amacgh kullanilabilen bir
probiyotiktir. Yapilan in vitro ¢alismalarda, C. albicans ile enfekte intraepitelyal lenfositler
bu bakteri ile inkube edilmis ve enfekte hiicrelerde yangi prekiirsér olan interleukin (IL)-13
gibi sitokinlerin baskilandigr goriilmiistiir. Bu durum, bakterinin, yangisal yanit olusum

stirecini baskilayarak intestinal enfeksiyonlar1 engelliyor olabilecegi seklinde yorumlanmistir

(Fidan ve ark. 2009).

Yapilan in vitro ¢alismalarda; Pseudomonas sp. Kil9 sivi kiiltiiriinden izole edilen
dialkylresorcinol molekiiliiniin (50 pg/ml) A. fumigatus ve Fusarium culmorum’a kars: etkili
oldugu goriilmiistiir (Pohanka ve ark. 2006). Yine, Fusarium oxysporum’dan izole edilen 6-
epi-oxysporidinone maddesinin A. fumigatus’a, wortmannin maddesinin ise C. albicans’a
(Jayasinghe ve ark. 2006), Phaeosphaeria cinsi mantarlardan izole edilen phaeosphenone
adinda bir ribozomal proteinin C. albicans’a (MIK-Minimal Inhibitér Konsantrasyonu, 8
ug/ml) (Zhang ve ark. 2008), bir endofitik bitki fungusu olan Pestalotiopsis foedan’in sivi
kiiltiiriinden izole edilen bir monoterpenin, (2R)-2-[(1R)-4-methylcyclohex-3-en-1-yl]
propanoic asit, ise yine C. albicans’a kars: etki gosterdigi (MIK 50 pg/ml) bildirilmistir (Xu
ve ark. 2016).
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Mantar enfeksiyonlarina karsi gelisen bagisiklik yanitinda dentritik hiicrelerin 6zel bir
yer tuttugu ve Ozellikle patojen bakteri ve mantarlar basta olmak iizere bircok
mikroorganizmanin polisakkarit karakterde hiicre duvari kompanenti olan B-glukan’in
belirgin bir immun sistem stimulatorii oldugu bilinmektedir. Calismalarda, C. albicans
enfeksiyonunda dentritik hiicre savunmasinin ortamdaki B-glukan varliginda ¢cok daha basarilt
oldugu gosterilmis olup, bu molekiilden, olast as1 ve/veya tedavi yaklasimlarinda, destek

olarak yararlanilabilecegi ifade edilmistir (Fidan ve ark. 2014).

2.4.2. Omurgasiz metezoa kokenli biyoaktif maddeler

Kelebek grubu artropodlarin (Lepidoptera) endoparazitoiti olan Pimpla turionellea L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) larvalar kelebek larva/pupalar igerisinde gelismektedir. Bu
larvalarin gelisim sirasinda salgiladiklar1 (8ul/saat) hyalini karakterde anal eksleret, kelebek
larvasinin  DOPA-tirozinaz  enzimini  baskilamaktadir. Calismalar, ilgili ekskretin
antibakteriyel (Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas phaseolicola vs.
izerinde) ve antifungal (entamopatojen bir fungus olan Beauveria bassiana vs. lizerinde)
karakterde oldugunu gostermistir. Ekskretin, larvanin Malpighian tiipii salgisi olan hyaluronik
asit gibi asidik mukopolisakkaritleri ve ileum kokenli bezlerden kaynaklanan nitrojenli
komponentleri igerdigi ve olduk¢a kompleks bir yapisinin oldugu kaydedilmistir (Willers ve
ark. 1982; Fiihrer ve Willers 1986).

Bal aris1 Apis mellifera L. (Apidae) zehri, total olarak veya bazi fragmentleri
(melittin, apamin) T. rubrum’a kars1 denenmis ve yapilan total uygulama antifungal etkinlik
gosterirken, fragmentler tek basina etkisiz kaldig1 gozlenmistir (Park ve ark. 2018). Farkl
floral kaynaklardan koken alan ballar, farkli konsantrasyonlarda (%1.25-80 v/v), mayalara (C.
albicans, C. krusei, C. glabrata) karsi denenmis ve yaygin sekilde etkili olduklar
saptanmistir. Caligmada, balin etkisinin mayanin tiirii, balin kdkeni ve balin uygulama
konsantrasyonu ile yakindan iliskili oldugu, %2’den daha diisiik konsantrasyonlarin etkisiz
kaldig1, multifloral balin etkisinin saf okaliptiis ve portakal ¢icegi balindan daha iyi oldugu,
flukonazol direngli suslarin sadece %80 bal konsantrasyonu ile inhibe edilebildigi

bildirilmistir (Koc ve ark. 2009).

Kirmiz1 deniz siingerinden (Negombata magnifica Podospongiidae) elde edilen
latrunculin maddesinin C. albicans’a kars1 etkili oldugu ve yapisinda bulunan aff laktonlarin

onemli oldugu bildirilmistir (El Sayed ve ark. 2006). Yine, Neopelitidae ailesindeki deniz
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stingerlerinden izole edilen neopeltolide maddesinin C. albicans’a karsi etkili oldugu

goriilmiistiir (MIiK 0.62 ug/ml) (Wright ve ark. 2007).

2.4.3. Bitkisel biyoaktif maddeler

Bitkiler; gerek diger birgok hastalik agisindan, gerekse mantar enfeksiyonu adina,
alternatif ila¢ arayislarinin en 6nemli kaynaklarindan biridir. Cesitli mantar tiirleri {izerinde,
farkli bitkilerin kok, govde, kabuk, yaprak, cicek, meyve, tohum gibi kisimlarindan elde
edilen ham ekstraktlar veya izole edilen esansiyel yaglar, terpenoidler, saponinler, esterler,
fenolik bilesikler, alkaloidler, peptidler ve proteinlerin etkinligi calisilmistir. Yapilan
calismalardan bazi umut verici sonuglar elde edilmistir, ancak, ilgili arastirmalarin ¢ogu
heniiz temel diizeydedir ve “etkili” ya da “degil” seklinde sonu¢ bildirimleriyle smirhidir
(Abad ve ark. 2007; Sardi ve ark. 2013). Bitki uygulamalarindan elde edilen sonuglarin
basarist mantarin tiirtine, bitkinin tiirline, kullanilan kismina, ekstraksiyonda kullanilan
yonteme, uygulama dozuna, siiresine vs. bagli olarak degismektedir. Ham bitki ekstrakti elde
etmek amaciyla, akdz eter, petrol eter kloroform, diklorometanol, etil asetat, hekzan,
hidroalkol, hidroetanol, metanol ekstraksiyonu gibi yontemlerden yararlanilabilmektedir. Bu
noktada, kloroform ekstraktlarinin diger yontemlerle elde edilenlere gore daha etkili oldugu
ifade edilmistir (Abad ve ark. 2007). Ote yandan, hekzan ekstraktinin daha iistiin oldugunu

bildiren ¢alismalar da vardir (Loizzo ve ark. 2004).

Ham bitki ekstrakti ile gergeklestirilen in vitro ¢alismalar, g¢esitli faktorler altinda
degismekle birlikte, ICsp i¢in gereken uygulama dozlar1 0,02-4 mg/ml arasinda degigmektedir.
Calismalarda ¢ok sayida bitki tiirii denenmis olup, Lamiaceae ve Asteraceae ailelerine ait
bitkiler tizerinde 6zellikle durulmustur. C. albicans’a etkili oldugu belirlenen bitkilerden
bazilar1 sunlardir: Vincetoxicum stocksii Ali & Khatoon (Asclepidaceae), Zygophyllum fabago
L. (Zygophyllaceae), Echinops ellenbeckii O. Hoffm. (Asteraceae), Allium cepa L. (sogan)
(Liliaceae), Allium sativum L. (sarimsak) (Liliaceae), Zanthoxylum americanum Mill.
(Rutaceae), Satureja khuzistanica Jamzad (Lamiaceae), Terminalia sericea Burch ex D.C.
(Combretaceae), Gentianella nitida Griseb. (Gentianaceae) ve Tapinanthus sessilifolius (P.
Beauv) Van Tiegh. (Loranthaceae) (Abad ve ark. 2007).

Yapilan bir ¢alismada, taze aloe vera yapraklarindan elde edilen jelin (%98-99 su) oral
enfeksiyonlardan izole edilen C. albicans’a olan etkisi, disk difiizyon yontemi ve besiyeri

mikrodiliisyon metodu kullanilarak incelenmistir. Sonug¢ olarak, inhibisyon zonu %50
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konsantrasyonda 1.06 + 0.41 mm, %100 konsantrasyonda 3.35 + 0.59 mm ¢ikmis, MiK
degeri ise %25 konsantrasyonda elde edilmistir (Jain ve ark. 2017). Yine, in vitro C. albicans
kiiltiirlerinde; Entada abysinnicaSteudel ex. A. Rich (Fabaceae) yapragi metanol ekstraktinin
inhibisyon zonu 14.10 mm, MIK degeri 1.875 mg/ml (Richard ve ark. 2010),Cannabissativa
(Hint keneviri)’dan izole edilen bir cannabinoid esterin (4-terpenyl cannabinolate) ICso degeri

ise 8.5 ug/ml konsantrasyonda gozlenmistir (Ahmed ve ark. 2008).

Daucus carota L. ssp. carota (Apiaceae) koklerinden izole edilen terpenoidlerin gesitli
derecelerde F. oxysporum ve Aspergillus niger’e (Ahmed ve ark. 2005), Xanthium
macrocarpum D.C. (Asteraceae) meyvelerinden elde edilen anthanolidlerin ise C. albicans, C.
glabrata ve A. fumigatus’a etkinligi gozlenmistir (Lavault ve ark. 2005). Cesitli bitki
tirlerinden [Capsicum frutescens L. (Solanaceae) (ac1 kirmizi biber), Solanum hispidum Pers.
(Solanaceae), Clematides tangutica Skill. (Ranunculaceae), Dioscorea cayenensis Lam. Holl
(Dioscoreaceae), Hedera taurica Carr. (Araliaceae) vs.] elde edilen CAY-1, 6a-O-[B-D-
xylopyranosyl-(1—3)-p-Dquinovopyranosyl]-(25,S)-5a-spirostan-3-ol  gibi  saponinlerin
mantar hiicre membranini etkileyerek antifungal etki gosterebildigi bildirilmistir. Bu
molekiillerle yapilan in vitro ¢alismalarda C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata,
A. fumigatus,A. niger, C. neoformans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum
gibi tiirlere etkili oldugu gozlenmistir. Yine, 6zellikle Fabaceae ailesinden izole edilen peptid

ve proteinlerin ¢esitli mantar tiirleri tizerine etkinligi bildirilmistir (Abad ve ark. 2007).

Bitki kaynakli antifungal caligmalarda esansiyel yaglar 6zel bir yer tutar. Bitkilerden
elde edilen esansiyel yaglar fiziksel olarak sivi, seffaf, volatil, renkli bir karigim
durumundadir. En 6nemli kompanentleri terpenler (p-cymene, limonene, terpinene, sabinene,
a- ve B-pinene vs.) ve terpenoidlerdir (thymol, carvacrol, linalyl acetate, linalool, piperitone,
citronellal, geraniol ve menthol), aromatik ve alifatik fenol derivatlari, nadiren nitrojen ve
stilfiir iceren bilesikler, kumarinler, fenilpropanoidler de bulunabilmektedir. Terpenlerin ana
molekiil yapisini isoprene (C5H8) olusturmaktadir. Ana terpen molekiilleri monoterpenler
(C10H16) ve sesquiterpenlerdir (C15H24); ancak, diterpenler (C20H32) ve triterpenler
(C30H40) gibi daha uzun zincirlilere de rastlanabilmektedir. Esansiyel yaglarda yaygin olarak
bulunan monoterpen hidrokarbonlar (o ve B pinene, myrcene, cymene), monoterpenoller
(terpineol) ve fenollerin (carvacrol, thymol vs.) antifungal etkinligi olduk¢a Onemlidir.
Esansiyel yaglardaki komponentleri, antifungal gii¢lerine gore, biiyiikten kiiglige fenoller,

aldehitler, ketonlar, alkoller, eterler ve hidrokarbonlar sekilde siralamak miimkiindiir. En
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giiclii etki fenol, timol, carvacrol ve eugenol ile ilgili olarak rapor edilmistir ve bu etkilerinde
hidroksil gruplarinin asidik dogasmin 6nemli oldugu, bu yapi1 sayesinde enzimlerin aktif
merkezleriyle hidrojen bagi kurabildikleri ifade edilmistir. Ornegin; kekik yagindaki major
fenolik kompanent olan timol ve carvacrol bircok mantar tiiriine kars1 asil etkili olan
kompanenttir. Karanfil yaginda yaygin olarak bulunan eugenol (fenilpropanoid) C. tropicalis,
C. krusei, A. ochraceus, F. graminearum, F. monilifore, P. citrinum, P. viridicatum,
Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes gibi tiirlere kars1 etkindir. Genel olarak yaglardaki
monoterpen hidrokarbonlarin F. oxysporum ve Candida tiirlerine etkili oldugu bilinmektedir.
Yine, monoterpen hidrokarbonlarin, oksijenize monoterpenlerin, sesquiterpenlerin ve fenolik
kompanentlerin mantarlarda misel gelisimini baskiladigi goriilmiistir (Moghaddam ve

Mehdizadeh 2016; Nazzaro ve ark. 2017).

Esansiyel yaglarin etkisi, elde edildigi bitkiye, igeriginin genel kompozisyonuna bagl
olarak degismektedir. Her ne kadar ¢ogu yagin etki mekanizmasi ayrintili olarak bilinmese de,
hidrokarbon iskeletlerinin lipofilik 06zelliginin ve fonksiyonel gruplarinin hidrofilik
karakterinin esas oldugu bilinmektedir. Lipofilik karakterdeki terpen ve terpenoidlerin sz
konusu karakterleri mantar hiicre membram1 ile iyi sekilde etkilesime girmelerini
saglamaktadir. Ayrica, yagda bulunan cesitli molekiiller birbirleriyle ya da diger bazi
molekiillerle sinerjik bir etkilesime de girebilmektedir(Moghaddam ve Mehdizadeh 2016;
Nazzaro ve ark. 2017).

Esansiyel yaglarin, orijinine ve mantar tiiriine de bagli olarak, mantar hiicresinin zari
veya duvarimin tahribi, gec¢irgenliginin bozulmasi, hiicre i¢inde mitokondri etkinliginin
bozulmas1 (ETS inhibisyonu), zarlarda yer alan bazi 6zel pompalar1 tahribi, mikotoksin
sentezininin baskilanmas1 gibi etkileri goriilebilmektedir. Ornegin; Litsea cubeba
(Lauraceae)’dan elde edilen esansiyel yagdaki citral maddesi C. albicans’ta ergosterol
biyosentezini engellerken, Anethum graveolens L. (Apiaceae) (dereotu) yagi sitrik asit
siklusunu ve ATP sentezini baskilamaktadir. Kekik yagindan elde edilen thymol, plazma
membranindaki H-ATPase pompasini etkilemekte, bunun sonucunda da hiicrenin elektrolit,
pH dengesi bozulmakta, intraseliiler asidifikasyon gelismekte ve hiicre dlmektedir. Ayrica,
kekik kokenli timol ve karvakrol’iin, C. albicans’a karsi fluconazole ile sinerjik olarak
calistig1, dolayisiyla azol direngli izolatlara bile etkili olduklar1 gosterilmistir. Yine, timol A.
flavus’ta ROS (Reactive Oxygen Species) yikimlayici enzim sistemini bozabilmektedir.

Mantar hiicresi nitrik oksit (NO) sentezlemekte olup, bu molekiil hiicreyi ROS stresinden ve
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sicaklik stresinden korumaktadir. Dolayisiyla ilgili sentez siirecinin bozulmasi hiicre i¢in

oliimciil olmaktadir (Nazzaro ve ark. 2017).

Baz1 bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin, mantarlarin biyofilm olusumunu
onemli derecede baskilayabildigi bildirilmistir. Ornegin; C. albicans’in biyofilm olusumu
Coriandrum sativum L. (Apiaceae) (maydonoz), Ocimum americanum L (Lamiaceae)’in
(feslegen cesidi) ve targin yaglar tarafindan baskilanabilmistir. Hatta, okaliptiis yaginin bu
noktadaki giictiniin flukonazol gore daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (Nazzaro ve ark.
2017). Yine, C. albicans’ta biyofilm olusturmak antifungallere karst >1024 kat direng
kazandirirken, bu strateji mayaya Syzygium aromaticum (L.) Merr. and L.M. Perry
(Myrtaceae) (karanfil) yagina karsi sadece 2 kat direng kazandirabilmis, Cymbopogon citratus
L. Rendle (Poaceae) (limon ¢imeni) yagina karst ise herhangi bir avantaj saglayamamaistir.
Ayrica, bu yaglarin biyofilm formasyonuna karsi amfoterisin B ve flukonazolden ¢ok daha
etkili oldugu bildirilmistir (Khan ve Ahmad 2012). C. albicans biyofilmindeki sesil
hiicrelerin, Piper claussenianum (Mig.) C. DC. (Piperaceac)’dan elde edilen esansiyel yag
(MIK %0,04-1,26) (Curvelo ve ark. 2014) ve karanfil yagindan izole edilen eugenol (MiKso
500 mg/L) tarafindan etkili sekilde baskilanabildigi goriilmiistiir (He ve ark. 2007).
Zencefilgillerden Curcuma xanthorrhiza Roxb. (Zingeberaceae)’ten izole edilen
xanthorrhizol’iin, 4-32 pg/mL konsantrasyonda, biyofilm formasyonunu doza bagimli olarak
%50-80 baskilayabildigi bildirilmistir (Rukayadi ve Hwang 2013). Limon ¢imeni yaginin, C
albicans’in hem normal hem de biyofilm formuna kars1 etkili oldugu, MIK degerinin tiire,
izolata ve biyofilm durumuna goére 15.8 pg/mL ile 1000 ug/mL arasinda degistigi ifade
edilmistir (De Toledo ve ark. 2016). Bir okaliptus tiiri olan Eucalyptus robusta
(Myrtaceae)’dan elde edilen eucarobustol E (bir formyl-phloroglucinol meroterpenoid
molekiili) 16 pg/ml konsantrasyonda C. albicans biofilm formasyonunu baskilamistir. Bu
etkiyi, mayanin hif donlisimiinii ve biyofilm adma olduk¢ca Onemli olan yiizey
hidrofobisitesini diisiirerek, siireglerde rol alan yiizey molekiillerini ve ergosteroliin sentezini

baskilayarak gosterdigi anlasilmistir (Liu ve ark. 2017).

HIV hastalarinin oral kavitesinden elde edilen Candida izolatlar1 kullanilarak yapilan
bir ¢alismada bal (0.0313 - 64 mg/mL), Cinnamomum zeylanicum Nees (Lauraceae) (targin)
ve Melaleuca alternifolia (Maiden &Betche) (Myrtaceae) (Hint defnesi) esansiyel yaglari
kullanilmis, kontrol olarak da amfoterisin B (0.0313 - 16 mg/mL) ve flukonazol (0.125 - 64

mg/mL)’den yararlanilmistir. Sonug¢ olarak, amfoterisin B, flukonazol gore daha etkili
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bulunmustur. Bal, izolatlarin %70’ini, C. zeylanicum yagi %93.3’iinii, M. alternifolia yagi ise
%73.3’tinli inhibe etmistir. Albicans dis1 candida grubunda ortalama MIK (minimum
inhibitér konsantrasyon) ve MFC (minimum fungisidal konsatrasyon) degerleri sirasiyla
flukonazol igin 5.80 ve 13.33, amfoterisin B i¢in 0.62 ve 6.04, C. zeylanicum i¢in 3.39 ve
8.88, M. alternifolia i¢cin 4.84 ve 32.00 ve bal i¢in 8.04 ve O (fungidal etki
gozlemlenmemistir) pg/mL bulunmustur. C. albicans’ta ise ortalama MIK ve MFK
(Minimum Fungusidal Konsantrasyon) degerleri flukonazol igin 3.26 ve 42.67, amfoterisin
B i¢in 0.66 ve 6.61, C. zeylanicum yag1 igin 10.45 ve 16.43, M. alternifolia i¢in 20.03 ve
25.53, bal i¢in 14.25 ve 0 (fungisidal etki gézlemlenmemistir) pg/mL bulunmustur (Oro ve
ark. 2015).

Candida albicans’a karsi Lamiaceae ailesinden Satureja montana L., Lavandula
angustifolia Mill. (lavanta), Lavandula hybrida Reverchon, Origanum vulgare L.,
Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ve Thymus vulgaris L. (kekik) yaglar1 denenmis ve en
etkili sonug T. vulgaris’in timol kemotipinden elde edilmistir (ICsp 0.016 pg/ml). Lavantadan
elde edilen linalool orofaryngeal ve vajinal izolatlara karsi yaygin olarak denenmis ve
esansiyel yaglardan ¢ok daha etkili olduklar1 gdzlemlenmistir. Bir lavanta cesidi olan
Lavandula stoechas L. ssp. Stoechas’ten elde edilen fenchone, limonene ve myrtenol’iin

ozellikle Rhizoctonia solani’ye etkili oldugu belirlenmistir (Abad ve ark. 2007).

Sardinya adasi1 biberiyesinden hidro distilasyon ile a-pinene, borneol, camphene,
camphor, verbenone ve bornyl acetate iceren esansiyel yag elde edilmistir. Genel olarak
esansiyel yaglarin 6zellikle F. graminearum’a karsi basar1 oldugu ifade edilmistir (Abad ve
ark. 2007).

Feslegen iist sinifindan olan Ocimum gratissimum’dan elde edilen esansiyel yaglarin
C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis’e karsi etkili oldugu in vitro
denemelerde gosterilmistir. Ilgili maddelerin, hiicre duvarmni, baz1 subseliiler olusumlar1 ve

tomurcuklanma siirecini bozdugu anlasilmistir (Nakamura ve ark. 2004).

Thapsia villosa (Apiaceae)’nin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde
edilen esansiyel yaglarin (limonene, methyleugenol) C. albicans’e etkidigi bildirilmistir
(Pinto ve ark. 2017). Anethum graveolens L. (Apiaceae) (dereotu) tohumu hexan ve hidro
distilasyon ile ekstrakte edilmis ve elde edilen esansiyel yaglarin toksijenik mantar tiirlerine

(Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Penicillum verrucosum,
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F. graminearum, A. niger) karsti 5 mg/mL ve izeri dozlarda oldukga etkili oldugu
gozlemlenmistir (Badr ve ark. 2017). Thymbra capitata (L.) Cav. (Lamiaceae)’dan elde edilen
esansiyel yaglarin (% 60 — 65.8 carvacrol, % 8.2-9.5 vy-terpinene ve % 6.0-7.5 pcymene)
Ozellikle dermatofitlere karsi (ICso 0,08 — 0,32 puL/ml) ¢ok etkili olduklar1 (Salgueiro ve ark.
2004), Psiadia lithospermifolia Lam. (Asteraceae) yapraklarindan hidrodistilasyon ile elde
edilen esansiyel yaglarin ise A. ochraceus, Candida pseudotropicalis, F. moniliforme,
Kluyveromyces lactis’e kars1 etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Govinden-Soulange ve ark.
2004).

2.5. Kenelerde Temel Biyoloji ve Yumurtlama Fizyolojisi

Subtropikal ve tropikal bolgeler basta olmak {izere diinya genelinde goriilen kenelerin
(Arachnida, Ixodoidea), giiniimiize kadar 720’si Ixodidae (mera keneleri, sert keneler), 186’s1
Argasidae (mesken keneleri, yumusak keneler) ve 1’1 ise Nuttalliellidae ailesinde yer alan
900’den fazla tiirii saptanmistir (Barker ve Murrell 2004). Tiirkiye, cografya ve iklim
karakteri yoniinden farkli bir¢cok kene tiiriiniin yerlesmesi adina uygun bir iilke olup 50 kadar
tir kayitlara gegmis durumdadir (Aydin ve Bakirct 2007; Bursali ve ark. 2012; Kar ve ark.
2017). Obligat hematofaj bir ektoparazit olan kenelerin tercih ettigi konak tiirli, habitat,
mevsim, sicaklik ve nem tiirden tiire az ¢ok degisir. Ad1 gecen faktorler, kenelerin tiir
cesitliliginin ve yogunlugunun bolgeden bdlgeye degismesine neden olmaktadir (Sonenshine

1993; Petney ve ark. 2011).

Mera kenelerinde (Ixodidae) biyoloji; yumurta, larva, nimf ve ergin (erkek ve disi)
seklinde izler. Viicutlar1 basit tek bir par¢adan ibarettir; onde bes pargadan olusmus, ilk
bakida, kiictlik tek bir ¢ikint1 gibi goriinen agiz organelleri yer alir; larvalarda ti¢ ¢ift, nimf ve
erginlerde dort ¢ift bacak vardir. Yiiriiyerek hareket eden kenelerde, kanat yoktur; si¢rama,
ugma gibi eylemler sergileyemezler. Yasam dongiilerinde bir sonraki evreye devrilebilmek
adina, yumurtadan sonraki her gelisim asamasi kan emmek zorundadirlar. Bazi kenelerin
biitlin aktif agsamalar1 tek konak iizerinde beslenirken, bazilar1 larva ve nimf agamasida bir
konakta, ergin asamasinda baska konakta beslenir; kimi tiirlerde ise biitiin asamalar farkli
konaklardan kan emer. A¢ olarak konaga tirmanan kene, tiire ve gelisim donemine gore bir iki
hafta kadar beslenip doyduktan sonra kendini birakip zemine diiser. Doymus larva ve nimfler
uygun bir yere saklanip birka¢ hafta veya daha uzun bir siirede gomlek degistirip bir sonraki
asama olan a¢ nimf veya a¢ ergin evresine geger. Genel olarak ag¢ erginler konakta beslenirken
ciftlesir ve bir iki hafta igerisinde doyan disi kene konaktan ayrilir; gorece los, belli derecede
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nemli oyuk, kovuk, tas alti, yarik, catlak gibi alanlara siginir. Tiire gore birka¢ giin veya
haftalar sonra yumurtlamaya baslar, birkag¢ haftalik siire dahilinde yumurtlamay1 tamamlar ve
Oliir. Yumurta sayisi, tiire, beslenme derecesine (bazi tiirler 100 mg’a kadar kan emebilir) vs.
gore degismekte olup ¢ogu tiir rahatlikla birkag bin tane, biiyiikliigi 0,5-1 mm, agirlig 50 pg
dolaylarinda olan yumurta birakabilir. Yumurtalardan, tiire gore, birkag¢ hafta veya daha uzun
bir siirede larvalar ¢ikar ve gelecek neslin yasam dongiisii bu sekilde baslamis olur (Diehl ve

ark. 1982; Sonenshine 1991; Estrada-Pefia ve ark. 2004; Coons ve Rothschild 2008).

Disi kenenin beslenip konaktan ayrildiktan sonra yumurtlamaya baslamasina kadar
gecen siire ve yumurtlama siiresi tiire ve c¢evresel kosullara gore degisiklik gostermektedir.
flgili cevresel etmenlerden baslicalar1 sicaklik, nem ve 1siktir. Ancak; her tiiriin ilgili
faktorlerdeki degisime olan tepkisi de birbirinden farklidir. Ornegin; Hyalomma aegyptium
gibi tiirlerin, bu noktada nem degisiminden pek etkilenmedigi kaydedilmistir (Diehl ve ark.
1982). Dermacentor reticulatusile ilgili olarak, tiiriin %95 nem ve 20 °C sicaklikta 31,6 giinde
yumurtlamaya basladigi, en fazla yumurtayr 5. giinde biraktig1 ve gilinlik miktarin giderek
azaldigi ifade edilmistir (Sieberz ve Gothe 2000). Yine; Dermacentor, Ixodes ve
Haemaphysalis cinslerine ait kimi tiirlerde fotoperyot iliskili yumurtlama diapozuna
rastlanabilmektedir (Diehl ve ark. 1982).

Disi kenelerde genital sistem; tubuler yapida tek bir ovaryum, bu tubuler yapiya
uclardan baglanmis bir ¢ift ovidukt, oviduktlarin agildig tek bir vajina ve nihayetinde de
disar1 acilan bir genital agikliktan ibarettir. Vajinaya agilan lobuler ve tubuler olmak {izere iki
aksesor bez vardir (Sekil 2.1). Yine, genital kanal mukoza epitelinde salg1 yapan 6zel hiicreler
(glandular epitel) de yer alir. S6z konusu bu i bez grubu ozellikle beslenme ve
yumurtlamaya dogru giden siirecte belirgin sekilde gelisir ve salgilama moduna girerler.
Salgilar1 protein ve yagdan zengin bir igerige sahiptir ki yumurta kanalinin yumurtalamaya
hazirlanmasi, kayganlastirilmasi ve yumurtalarin dis kisminin 6zel, su gecirgenligini azaltici
bir ortiiyle kaplanmasi gibi gorevleri vardir. Yine, bu salgilarin belli derecede seks feromonu
etkinligine sahip oldugu da bildirilmistir (Lees ve Beament 1948; Matsuo ve ark. 2013;
Ogihara ve Taylor 2014).

Disi kenelerde, kenelere 6zgii olan ve Gené organi ad1 verilen bir yapt bulunmaktadir.
Disi kenelerde {ist kismin 6n boliimiinde skutum adinda bir plak yer alir ki bu kisim, viicut
Ortiisti olan integiimentin daha yogun kitin birikimi sayesinde sertlesmesiyle sekillenmistir.

Bu plak dorsalden viicudun 6n nihayetine kadar uzanir; hemen takibinde de, agiz
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organellerininin (kapitilum) bir boyun gibi viicuda baglanmasini saglayan taban kismi (bazis
kapituli) gelir. Gené organi skutumun hemen altinda 6ne dogru yerlesim gosterir ve agiz
kismu1 (kamerostom) skutum-bazis kapituli arasindaki gevsek birlesme hattindan disar1 agilir.
Organ, Ozellikle beslenme ve yumurtlama siirecinde etkili sekilde gelisir ve yagdan zengin bir
salgi yapar. Disilerde genital agiklik viicudun altinda, bazis kapituliye yakin bir noktada
konumlanir (Sekil 2.1). Yumurtlama sirasinda, bazis kapituli ve dolayisiyla ucuna baglanmis
durumdaki agiz organelleri ¢Oker, genital agiklik hafif ileri ¢ikar ve Gené organinin ig
aparatlar1 da disar1 dogru protruze olur. Her ¢ikan yumurta adi gegen aparat tarafindan
yakalanir, salgistyla sivanir ve birakilir. Gené organinin s6z konusu disart ¢ikip yumurtayi
salgiyla stivama iglemi yumurtlama siiresince tekrarlanir. Yumurtalarin sivanmasina agiz
organelleri de mekanik olarak yardimci olmaktadir (Oliver ve Dotson 1993; Matsuo ve ark.
2013; Ogihara ve Taylor 2014).

Sekil 2.1. Disi mera kenesinin iistten (A) ve alttan (B) goriiniimii, genital sistemi (C) ve Gené

organi (D) (A,B, Anonim 1; C, Lees ve Beament 1948; D, Kakuda ve ark 1992).
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Kenelerde yumurtlama stireciyle iliskili olan diger bir olusum ise poros area’dir. Bu
olusum sadece mera kenelerinde bulunur. Bazis kapitulinin {ist kisminda yan yana duran, ¢ok
sayida kii¢iik deliklerden olugsmus iki alan seklinde goriiliir (Sekil 2.1). Delikler, kendine has
kapakgikli bir kanala, o da dermal bezlere baglanir. Bu bezlerin protein ve lipitten zengin
salgisinin, sagladigi kayganlastirict o6zellik sayesinde Gené organinin disart uzanip
yumurtalar1 salgiyla sivamasi siirecine yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Yine, poros area
salgisinin yumurta yiizeyine de belli derecede gegmesi durumu séz konusudur (Gothe ve ark.

1987; Ogihara ve Taylor 2014).

2.6. Kene Yumurtast Mumsu Ortiisii

Kenelerde birakilan yumurtalarin yiizeyi genital kanaldaki sekretorik hiicre veya
eklenti bezlerinin salgilartyla, poros area salgisiyla ve Ozellikle de Gené organi salgisiyla
stvanmig durumdadir. Bu salgiya “yumurta mumsu Ortiisii (wax)” adi1 verilmektedir (Lees ve
Beament 1948; Matsuo ve ark. 2013; Ogihara ve Taylor 2014). Her ne kadar Gené organinin
salgilama yapmasi kenenin biraktigi yumurta sayisini etkilemese de, mumsu Ortiiniin,
yumurtayl kurumaya kars1 korumak, bir arada kalmalarini saglamak, fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik faktorlere karsi koruma saglamak (Cizelge 2.1.), yumurta-hava arasi gaz
degisimini uygun sekilde gerceklestirmek gibi gorevleri vardir (Lees ve Beament 1948S;
Matsuo ve ark. 2013; Ogihara ve Taylor 2014). Bu noktada asil gérevin kurumanin 6nlenmesi
oldugu ifade edilse de (Sieberz ve Gothe 2000), olasilikla farkli bir¢ok etmene bagli olarak,
ortlinlin yumurta agisindan yasamsal oldugu, optimum kosullarda bulunan yumurtalarda bile
ilgili 6nemin agikca gozlenebilecegi bildirilmistir (Booth 1992; Kakuda ve ark 1992).
Ornegin; Haemaphysalis longicornis ile ilgili olarak, optimal kosullarda (30 °C, %100 nem)
normal yumurtalarin %94.5’inden larva ¢ikarken, mumsu 6rtii olmayanlarda ¢ikimin sadece
%4.9°da kaldig: bildirilmistir. Yine, Ortiisiiz yumurtalar kurumay1 6énlemek adina parafin ile

kaplandiginda bile ¢ikim oran1 %71.8’de kalmistir (Kakuda ve ark. 1992).

Yumurta yeni birakildiginda gorece daha akigkan ve kalin olan mumsu Ortiiniin
karakteri zamanla belli derecede degisir ve bir miktar incelir (Lees ve Beament 1948). Kaldi
ki, Gené organinda bulunan salgi ile mumsu ortiideki salginin kimyasal yapisi arasinda bazi
farkliliklarin oldugu ve olasilikla, ortiiniin dis ortamda oksidasyon veya diger bazi yollardan
degisiklige ugradig kaydedilmistir (Booth 1992). Yine, olasilikla ilgili degisimlerden dolay,
yeni birakilan yumurtanin, bir siire beklemis yumurtaya kiyasla, diisiik sicaklik ve kurumaya
daha duyarli oldugu ifade edilmistir (Lees ve Beament 1948; Sutherst ve Bourne 2006).
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Cizelge 2.1. Kene yumurtast mumsu Ortlisiiniin antimikrobiyal etkinligi ile ilgili olarak
yapilmis ¢aligmalardan elde edilen sonuglar.

Mumsu
Kene ortunun Mikroorganizma Etki  Literatiir
ekstraksiyon
yontemi
Serratia marcescens (Gram -), +++
A hebraeum kloroform/ Stap_hylococc_u_s epidermidis (Gram +) +++ Arrieta ve ark. 2006
metanol Bacillus subtilis (Gram +) +
Escherichia coli (Gram -) -
Staphylococcus epidermidis (Gram+) +++
Staphylococcus aureus (Gram+) +++
Bacillus cereus (Gram+) +++
A. hebraeum kloroform/ Bacillus sut_)tili_s (Gram+) _ +++ YU ve ark. 2012
metanol Burkholderia vietnamiensis (Gram-) -
Pseudomonas aeruginosa (Gram-) -
Stenotrophomonas maltophilia (Gram-) -
Escherichia coli (Gram-) -
A. cajennense Kloroform/ St:_:\phylococcus . epidgr_midis, ++ Lima-Netto ve ark. 2011
metanol Micrococcus luteus,Bacillus subtilis
A. cajennense  fosfat buffer Plcornawru-s e Lima-Netto ve ark. 2012
Influenza virus +++
Escherichia coli (Gram -) -
B. microplus  fosfat buffer ~ Micrococcus luteus (Gram +) +++ Esteves ve ark. 2009
Candida albicans +
B. microplus kloroform/ Pseudomonas aeru_ginos_a _(Gram-) ++ Z@mmer ve ark. 2013a
' metanol Staphylococcus epidermidis (Gram+) +++ Zimmer ve ark. 2013b
A. CAIENNENSE ¢ ofat buffer  Influenza viriis +++
B. microplus
. Candida albicans +++ -
R. sanguineus kloroform/ Micrococcus luteus (Gram +) +++ Alduini ve ark. 2014
A aureolatum metanol Escherichia coli (Gram -) +++
' Staphylococcus aureus (Gram+) +++
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kene Yumurtlarimin Eldesi

Yapilan bu tez calismasinda, Ixodidea ailesinde yer alan {i¢ kene tiirlinden
yararlanilmigtir.  Bu kene tiirleri Hyalomma marginatum, Dermacentor marginatus,
Rhipicephalus bursa’dir. Keneler, 6zel sogutmali etiivlerde (Electro-Mag® , M7040 R,
Tiirkiye) muhafaza edilen Namik Kemal Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
laboratuvar kolonilerinden segilmistir (Sekil 3.1). Siiregen kolonilerin tavsanlarda (Yeni
Zellanda tavsani; Oryctolagus cuniculus) beslenmeleri, T.C. Namik Kemal Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alinan izinler gergevesinde (Tarih 04.12.2014,
Toplant1 sayis1 2014/08, Karar sayist 4 ve Tarih 07.04.2016, Toplant1 sayis1 2016/04, Karar
sayist 9), T.C. Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma

Merkezinde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan a¢ kenelerden bazilari (iistte R. bursa, altta H. marginatum).

Kenelere ait biitiin gelisim donemlerinin (larva, nimf ve ergin) beslenmesinde
tavsanlardan yararlanilmis olup, a¢ keneler, kulaklara yerlestirilen beyaz pamuk kumas

materyalden torba igerisine birakilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Tavsanda kene besleme amaciyla hazirlanan kulak torbasi.

Ergin beslenmesinde, her bir kulaga ayni tiirden 6 disi, 8 erkek kene konmugstur. Ad
libitum su ve yem saglanan tavsanlar TC Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan tavsan laboratuvarindaki o6zel kafeslerde
muhafaza edilmis, tavsanlarin ve kulaktaki kenelerin durumu giinliik olarak kontrol edilmistir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tavsan kulaginda beslenen keneler.

Doyup diisen ergin keneler (Sekil 3.4), diistiikleri giin kulaktaki torba igerisinden
alinmus, distile su (Direct-Q® 3 UV Water Purification System, Merck Milipore, Germany) ile
yikanip kurulandiktan sonra bireysel olarak 15 ml’lik tiiplere (ISOLAB, Germany) alinmistir.
Agz1 pamuk ile kapatilan tiipler inkubatére (Electro-Mag®, M5040 BP, Tiirkiye)
yerlestirilmistir. Inkubatér kosullar1 H. marginatum ve R. bursa icin 25-27 °C, %70-80 nem,
D. marginatus i¢in ise 20-22 °C, %80-90 nem seklinde ayarlanmistir. Kenelerdeki
yumurtlama diizenli olarak takip edilmis ve ilk birakilan yumurtalar embriyogenezin ileri
asamalarina (larva ¢ikmaya baslamadan hemen 6nce) ulagincaya kadar inkubasyona devam
edilmistir. Boylelikle, yumurtalardaki mumsu 6rtiide meydana gelebilecek zamana bagli olasi
kimi degisikliklerin (Sonenshine ve Tigner 1969; Booth 1992) de isleme dahil edilmesi
hedeflenmistir. Ster0 mikroskop altinda yapilan incelemelerde, erken birakilanlarindan s6z
konusu olgunluga ulastig1 anlagilan yumurta grubunun tamanu tiipten alinmis, civarda var
olan diski kalintilar1 ve yumurtlayarak kurumus disi kene uzaklastirilmis ve hassas terazide
(Pioneer™, OHOUS®, China) tartilip steril tiiplere alinarak mumsu ortiiniin ekstraksiyon
asamasina kadar -80 °C’lik dolaplarda muhafaza edilmistir. Her bir tiire ait yumurta y1gini1, 50
ml’lik tliplerde (ISOLAB, Germany) her biri 4 gr olacak sekilde gruplara ayrilmis ve

dondurulmustur.
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Sekil 3.4. Doymus disi keneler (soldan saga: H. marginatum, D. marginatus, R. bursa).

3.2.Yumurtalardan Mumsu Ortiiniin Ekstraksiyonu

Kene yumurtalarindan mumsu ortiiniin ekstraksiyonu amaciyla Arrieta ve ark. (2006)
tarafindan tarif edilen yontemden yararlanilmistir. Islemden hemen 6nce 2:1 (v:v) oraninda
kloroform:metanol (>99.8%, LiChrosolv®, Merck, Germany : 24216-2-2.5L-R, 99-99.4%, 1%
ethanol, Sigma-Aldrich, Germany) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Igerisinde 4 gr yumurta bulunan
50 mI’lik tliplerin her birine hazirlanan ¢6zeltiden 40 ml eklenmistir. Bir dk kadar elde hafifce
calkalanan tiipler, sonrasinda 1 dk kadar beklemeye alinmis ve arkasindan da 1 dk kadar
vortekste (ISOLAB, Germany) calkalanmistir. Daha sonra karisim yumurtalar1 gecirmeyecek
bir slizge¢ yardimiyla yeni bir tiipe siiziilmiis, sonra 1000 rpm’de 10 dk santrifiije edilmistir
(Niive NF 800R, Belgika). Sonra, siipernatant, agirligi hassas terazide belirlenmis bir tiipe
aktarilmigtir. Numuneler liyofilize edilmis ve takibinde tiipler tartilarak toplam liyofilizat
miktar1 belirlenip kaydedilmistir. Elde edilen liyofilizat bir sonraki denemelere kadar -20

°C’de muhafaza edilmistir.
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3.3. Antifungal Etkinligin Belirlenmesi

3.3.1. RPMI-1640 besiyerinin hazirlanmasi

RPMI 1640 (Sigma),RPMI 1640 10.4 g, MOPS 0.165M 3453 g (3-N-
morpholinopropanesulfonic acid, Sigma, USA) maddeleri tartildi. Tartilan maddelerin iizerine
damitik su ilave edilerek ¢ozdiiriildiikten sonra 100 ml damitik su igerisine 40 g NaOH
eklenip, balon joje icinde karistirilarak ¢oziilmiistiir. Uzerine glikoz konsantrasyonu %2
olacak sekilde, 18 g glikoz tartilarak ilave edilerek IN NaOH ile pH 6.9-7.0’a ayarlanmuistir.
Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra aseptik sartlarda, 0.22 pm’lik enjektér ucu
filtreleri (Millipore) ile siiziiliip steril edilmis ve steril siselere dagitilmistir. Bir gece 37 °C’lik

etlivde bekletilip sterilizasyon kontrolleri yapildiktan sonra deneylerde kullanilmistir.

3.3.2. inokulumun hazirlanmasi

Antifungal duyarhilik testi CLSI Onerilerine uygun olarak M27-A3 mikrodiliisyon
yontemi ile yapilmistir. Antifungal duyarlilik testinde Candida albicans ATCC10231,
Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida tropicalis ATCC 750 suslar1 kullanilmustir.
Maya siispansiyonlarinin hazirlanmasinda tiim izolatlarin SDA besiyerindeki 24 saatlik taze
kiiltiirleri kullanilmistir. Kiiltlirlerden tek diismiis koloni alinarak 5 ml steril serum fizyolojik
icinde standart maya siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Siispansiyonlar yaklasik 15 saniye
vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland
standardinin bulanikligina gore ayarlanmistir. Bu islemle her mililitresinde 1-5x10° hiicre
iceren stok maya siispansiyonlari elde edilmistir. Stok maya siispansiyonu; RPMI 1640
besiyeri ile dnce 1/50 ve ardindan 1/20 oranlarinda seyreltilerek, testte kullanilacak olan 1-
5x10°% hiicre/ml’lik konsantrasyona ulagilmistir. Bu siispansiyonlardan uygun seyreltmeler
yapilarak SDA’ya ekim yapilmis ve ertesi giin olusan koloniler sayilarak hazirlanan

konsantrasyonun dogrulugu tespit edilmistir (CLSI M27-A3).

3.3.3. Antifungal stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Onceden hazirlanmis antifungal stok siispansiyonu kullanilarak amfoterisin B igin 32-
0.06 pg/ml arasindaki iki katlik ila¢ konsantrasyonunu igeren tiipler hazirlanmis, antifungal

son konsantrasyonunun iki kati olacak sekilde diliisyonu yapilmistir (CLSI M27-A3).
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3.3.4. Mumsu ortii soliisyonlarinin hazirlanmasi

Ug farkl1 kene tiiriinden ekstrakte edilen mumsu ortiiden hazirlanan stok ¢dzeltileri 10

ml DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek 10.000 ug/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.5. MiK degerlerinin saptanmasi

Mikrodiliisyon yontemi CLSI M27-A3 oOnerileri dogrultusunda hazirlanarak
uygulanmistir. Bu test i¢in, steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmistir.
Calismada ilag kontrol grubu olarak amfoterisin B (32-0.06 ug/ml) ve negatif kontrol olarak
DMSO kullanilmigtir. Mumsu ortii stok soliisyonlarinin seri diliisyonlar1 (5.000-9.76 pg/ml)
yapilmistir. Mikroplagin yatay siradaki ilk kuyucugu (1. kuyucuk) sterilite kontrol kuyucugu
olarak, son kuyucugu (12. kuyucuk) ise lireme kontrol kuyucugu olarak belirlenmistir.
Sterilite kontrolii olan kuyucugal00 pl RPMI, iireme kontrol kuyucuguna ise 50 pl RPMI
konulmustur. Mikroplagin her bir silitununa bir mumsu 6rtli ve ila¢ konsantrasyonu olacak
sekilde yapilan dilisyonlar 50’ser pl dagitilmistir. En yiiksek ila¢ konsantrasyonu 2.
kuyucukta, en diisiik konsantrasyon ise 11. kuyucukta olacak sekilde pipetle dagitim
yapilmistir. Mikroplaklar hazirlandiktan sonra her bir sirada bir izolat olacak sekilde
hazirlanan maya silispansiyonlarindan 50’ser pl eklenmistir. Sadece sterilite kontrolii olan
kuyucuga maya siispansiyonu konulmamistir. Bu islem sonunda hem maya hem ilag
konsantrasyonlart1 '2 oraninda seyreltilerek calisma konsantrasyonlarima ulasiimistir.
Mikroplaklarin tizeri kapatililip, 35°C’ de 48 saat inkiibasyonun ardindan duyarlilik sonuglar
gorsel olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonrasi {iremenin olmadig1 en diisiik
konsantrasyon MIK olarak saptanmistir (CLSI M27-A3). Islemler, ayni tiire ait farkli yumurta

gruplarindan elde edilen mumsu ortii kullanilarak tekrarlanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calisma boyunca kullanilan kosullarda kenelerin beslenme ve yumurtlama siireci
basariyla gerceklestirilmistir (Sekil 4.1). Mumsu Ortii ekstraksiyon islemi de basariyla
tamamlanabilmistir. islemler sirasinda karsilasilan en biiyiik zorluk saf ekstrakt miktarmin
belirlenmesi olmustur. On denemelerde, liyoflizasyon sonrasi miktarm belirlenmesi yoluna
gidilmis, ancak bulundugu tlip yiizeyine yapisan materyalin dogrudan alinmasiin miimkiin
olmadig1 anlasilmistir. Bu noktada, elde edilen total ¢ozelti miktar1 ile kullanilan ¢oziicli
miktar1 arasindaki farktan yararlanilabilecegi veya tekrarli ¢ézdiirmeye direngli olan mumsu
ortiiniin liyoflizasyon sonrasi, az miktarda ¢oziiciide ¢oziip agirliginin belirlenmeye

calisilmasinin daha dogru bir yaklagim olabilecegi anlasilmistir.

Sekil 4.1.H. marginatum disisi ve yumurtalari.
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Yapilan denemelerde, H. marginatum ve D. marginatus tiirii kenelere ait seri mumsu
ortl konsantrasyonlarinin (5.000-9.76 pg/ml) hi¢ birinde antifungal etkiye rastlanamamis
olup, sonug tekrarlarda da degismemistir. R. bursa tiirii keneneye ait seri mumsu Ortii
konsantrasyonlarinda (5.000-9.76 pg/ml) ise C. tropicalis’e karsi bir inhibisyona rastlanmis
ve MIK degerinin 625 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Yine, yapilan tekrarli denemelerde de ayni
sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calisilan maddelere ait MiK degerleri (ng/ml).

Mikroorganizmalar

Candida albicans  Candida tropicalis  Candida parapsilosis

Maddeler ATCC 10231 ATCC 750 ATCC 22019

H. marginatum - - -
D. marginatus - - -
R. bursa - 625 -

Referans madde 1* 2* 1*

(-) 5000 pg/ml ve alt diliisyonlarinda antimikrobiyal etki goriilmedi.

*Referans Madde: Amfoterisin B
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5. TARTISMA ve SONUC

Keneler hem hematofaj bir parazit olmalarindan, hem de konak ve kene agisindan
beklenmedik olabilen, farkli o6zelliklerdeki konak dis1 ortamlarda gecirmek durumunda
olduklar1 donemlerden dolayi, siiregen sekilde patojen istilasina maruz kalabilmektedirler. Bu
patojenlerden kimileri konaklar agisindan 6nem tasirken, kimileri ise dogrudan entamopatojen
kapsamindadir. Ote yandan, omurgali konakta sorun yaratan birgok hastalik etkeni, ayni
zamanda vektor kenede de birseri olumsuzluklara yol acabilmektedir. Kenelerin, varliklarini
devam ettirebilme adina, adi gegen etkenlere karsi belli 6zel bagisiklik stratejileri
bulunmaktadir. Bu bagisiklikta gesitli fizyoanatomik bariyerler, 6zel tip yangi hiicreleri ve

0zel bazi ajanlar rol alir (Sonenshine ve Hynes 2008; Kopacek ve ark. 2010).

Ornegin; cesitli kene tiirlerinin farkli organ ve dokularinda antimikrobiyal peptidlere
(AMP), lektinlere, lizozimlere, koagulasyon faktorlerine, proteaz inhibitorlerine vs.
rastlanmistir. Kenede bilinen en 1yi AMP tipi, 3-6 kDa agirliginda, gorece kiiciik (¢ogu 67-92
amino asit igeriyor), argininden zengin, 6-8 sistein igeren katyonik bir peptit grubu olan
defensin tipleridir (Sonenshine ve Hynes 2008; Kopacek ve ark. 2010).

Bu giine kadar argasid ve ixodidlerden 11 kene tiiriinde 20 kadar defensin tipine
rastlanmistir (Sonenshine ve Hynes 2008; Kopacek ve ark. 2010). Baz1 kenelerde saptanan,
defensin grubuna dahil olmayan, histidinden zengin bir tip protein olan habreinin de yine
Staphylococcus aereus, Escherichia coli ve Candida glabrata {izerinde etkili oldugu
bildirilmistir (Lai ve ark. 2004).

Boophilus microplus’un hemositlerinde reaktif oksijen tiplerine (Pereira ve ark. 2001),
hemolenfinde ve diger bir¢ok doku ve organinda 6zel bir defensin tipine (mikropulsin)
(Fogaca ve ark. 2004; Esteves ve ark. 2009) bagirsaginda ise konak hemoglobininin bir ¢esit
metaboliti/bir fragmenti olan bir maddeye rastlanmistir. Ad1 gegen metabolitin Gram pozitif
bir bakteri olan Micrococcus luteus’a, iki filamentdz mantar tiirtine (Aspergillus nidulans,
Neurospora crassa) ve C. albicans’a karsi inhibe edici Ozellik tasidigi tespit edilmistir
(Fogaca ve ark. 1999). Benzer hemoglobin fragmentleri Ornithodoros maubata (Nakajima ve
ark. 2003) ve Dermacenter variabilis’in bagirsaginda da goriilmiistiir (Sonenshine ve ark.
2005). Yine, Boophilus microplus disilerinin totalinden izole edilen “boophiline” adindaki bir
sterol amidin Cladosporium cucumerinum, C. albicans, E. coli ve B. subtilis’i inhibe ettigi

bildirilmistir (Potterat ve ark. 1997). O. maubata’nin bagirsaginda (Kopacek ve ark. 1999;
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Grunclova ve ark. 2003), D. variabilis’in hemositlerinde ve Dermacentor andersoni’nin
embriyonik hiicrelerinde (Simser ve ark. 2004) lizozimlere rastlanmistir. Kuhn ve ark. (1996)
I. ricinus’un degisik dokularinda 6zel lektin tipleri belirlenmistir. Benzer lektin ¢esitlerine
Rhipicephalus appendiculatus ve R. pulchellus’un hemolenfinde, bagirsaklarinda ve tiikiiriik
bezlerinde de rastlanmistir (Kibuka-Sebitosi 2006). Tiikiiriik bezinde rastlanan diger bir
koruyucu antijen tipi ise Dermacentor variabilis’te goriilen subolesindir (Zivkovic ve ark.
2010).

Kenenin biyolojik dongiisi dahilinde bas etmesi gereken Oonemli sorunlardan biri de
yumurtalarin muhafazast ve larva c¢ikisina kadar varliklarimi devam ettirebilmeleridir.
Konaktan ayrilan doymus disi kene yumurtlamak amaciyla, los, nemli yarik catlak veya
benzeri korunakli alanlari tercih etmektedir (Heath 1979). Ancak; bu tip yerler, birgok patojen
veya saprofit bakteri veya mantarin da yogun olarak bulundugu kisimlardir. Boylesi alanlarda
yumurtalarin haftalarca varligini korumasi gerekmekte olup, bir sonraki nesil yumurtalardan

c¢ikacak larvalara bagli oldugundan s6z konusu devamlilik yasamsaldir (Booth 1992).

Baz1 keneler (Boophilus microplus, Ornithodorus moubata, Ixodes ricinus) tlizerinde
gerceklestirilen galismalarda (Kuhn ve ark. 1996; van de Locht ve ark. 1996; Potterat ve ark.
1997; Nakajima ve ark. 2001;Mans ve ark. 2002; Fogaca ve ark. 2004; Sasaki ve ark. 2008;
Esteves ve ark. 2009; Oldiges ve ark. 2012), yumurta igerisinde, antimikrobiyal etkinlik
gosteren bazi maddelerin (micropulsin, defensin, subtilisin inhibitorii BmSI-6 ve -7, sialik asit
spesifik lektin, bir sterol amid olan boophiline, BPTI-Kunitz tip ailesine ait tripsin inhibit6rd,
bir cathepsin tipi olan vitellin degrading cysteine endopeptidase, trombin inhibit6rii olan
ornithodorin ve savignin) varligi tespit edilmistir. Ilgili arastirmacilar, bu maddelerin,
olasilikla, oogenez sirasinda yumurtaya dahil olan ya da dis ortamdan yumurta igine penetre
olabilecek mikroorganizmalara kars1 korunmada rol aldigimi ifade etmislerdir. Ayrica, bu
noktada yapilan ¢aligmalar, yumurtada bulunan antimikrobiyal komponentlerin bir¢ok
faktdrden etkilenebilecegini gdstermistir. Ornegin; B. microplus yumurtas: igerisinde bulunan
‘micropulsin’in, yumurta birakildiktan 9 giin sonra sentezlenmeye basladig1 ve larva ¢ikim

stirecine dogru miktarinin en Ust diizeye ulastigi kaydedilmistir (Esteves ve ark. 2009).

Kenelerin yumurtalarin1 ¢evreden koken alan mikrobiyal ya da bazi diger fiziksel
etmenlerden korumalar1 noktasinda, yumurtlama siirecinde kullandiklart mumsu Ortiiniin esas
oldugu bildirilmistir. Tire gore kalmhigi 0.5-2.0 um arasinda degisen mumsu Ortiiniin

antimikrobiyal ozellik gosterip yumurtayr gesitli mikrobiyal istiladan korudugu, yapiskan
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karakterinden oOtiirii yumurtalarin bir arada kalmasini sagladigi ve hem kurumaya karsi
koruyucu, hem de suyun yigin igerisine girisini onleyen fiziki bir bariyer gorevi gordiigi
bildirilmistir (Lees ve Beament 1948; Booth 1992; Schol ve ark. 2001; Arrieta ve ark. 2006;
Yu ve ark. 2012). Yapilan gozlemler, mumsu Orti olmayan yumurtalarin kolaylikla
kiiflendigini, ancak oOrtiili yumurtalarin bu duruma diren¢ gosterdigini ortaya koymustur

(Lees ve Beament 1948).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, denenen Candida tiirlerine karst H. marginatum ve D.
marginatus yumurtasi mumsu Ortiilerinin herhangi bir etkisi olmazken, R. bursa mumsu
ortiisii belli konsantrasyonda C. tropicalis’i inhibe etmis, ancak C. albicans ve C.
parapsilosis’e denenen konsantrasyonlarda herhangi bir etki gdzlemlenmemistir. Daha 6nce
yapilmis ¢alismalarda C. albicans’a karst Boophilus microplus tiirii kenelere ait mumsu
ortiiniin belli derecede (Esteves ve ark. 2009), R. sanguineus tiirii kenelerin mumsu ortiisiiniin

ise iyi derecede etkili oldugu ortaya ¢ikmistir (Alduini ve ark. 2014).

Konu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda, mumsu ortii antimikrobiyal etkinliginin
uygulama dozu, ekstraksiyon yontemi, kenenin tiirii, uygulanan mikroorganizmanin tiirii gibi
faktorlerle bire bir iligkili oldugu agikca gosterilmistir (Cizelge 2.1). Mumsu Ortii karakterinin
kenenin tiiriinden tiiriine belirgin bir sekilde degistigi ve esasen, bu durumun, kenelerin
yumurtalama alanmin, yasam c¢evresinin birbirinden az ¢ok farkli olmasindan dolay1
beklendik bir sonug oldugu bildirilmistir (Lees ve Beament 1948; Sonenshine ve Tigner 1969;
Teel 1984). Ornegin; Ixodes ricinus (Arrieta ve ark. 2006), Hyalomma savignyi (Lees ve
Beament 1948) ve Ornithordorus moubata (Edelmann ve ark. 2001) tiirline ait mumsu
ortiilerin birbirinden farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Ortii
kalinligt Ornithodorus moubata’da 0.47 pm’dir; nemli ortama uyumlu bir tiir olan I.
ricinus’ta ise orii kalinligr 1.76 pm olup, yumurtalarinin kurumaya asir1 derecede duyarli
oldugu, mumsu Ortiiniin daha akiskan, yumurtalar: birbirine yapistirma giicliniin ise daha
yiiksek oldugu ifade edilmistir (Lees ve Beament 1948). Ayrica, yumurtanin cevresel
etmenlere olan genel direnci de tiirden tiire degismekte olup bu durum da yine tiiriin adapte
oldugu ortam 6zelliklerinin bir sonucu olarak goriilmektedir (Lees ve Beament 1948; Matsuo
ve ark. 2013). Yapilan bir ¢calismada, ideal kosullarda (%70 nem) tutulan normal O. moubata
yumurtalarinin 118 tanesinden sadece 2’si kurumus digerlerinden larva ¢ikmistir. Gené organi
bloke edilmis kenelerden elde edilen 206 yumurtanin ise tiimii kurumustur. I. ricinus’ta, ideal

kosullarinda (%100 nem) tutulan 2246 normal yumurtanin sadece 81’1 kururken, Gené organ
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bloke disilerden elde edilen 964 yumurtadan sadece 32’sinde larva cikisi gerceklesmistir.
Arastirmacilar, genel olarak Argasid yumurtalarinda, Ixodid yumurtalarina goére su kaybinin
daha az ve sicaklik toleransinin da daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Yine, Ixodidlerde de
sicaklik karsisindaki kurumaya olan duyarliligin tiirden tiire degistigini, 6rnegin I. ricinus’ta,
D. andersoni’ye gore ¢ok daha fazla oldugunu, D. andersoni’de ise Hyalomma savignyi’ye

gore kismen daha belirgin oldugunu ifade etmislerdir (Lees ve Beament 1948).

Kenenin tiird ile iligkili mumsu ortii degiskenliginin bir sonucu olarak, antimikrobiyal
etkinligine yonelik olarak yapilan ¢alismalarda (Arrieta ve ark. 2006; Lima-Netto ve ark.
2011; Yu ve ark. 2012; Zimmer ve ark. 2013a,b) kullanilan kene tiirii sayis1 birkagi gegmese
de, arastirmacilar tarafindan birbirinden az ¢ok farkli sonuglar rapor edilmistir. Ad1 gegen
farklilik, elbetteki kullanilan yontemlerle de iligkili olabilmektedir (Cizelge 2.1); ancak, ilgili
biitiin veriler kenelere ait tiir diizeyindeki farkliliklarin oldukga ilgi cekici olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, bu durumun kalitsal bir 6zellik oldugu da ifade edilmistir (Esteves ve
ark. 2009; Yu ve ark. 2012). Yapilan bu tez calismasinda da, kene tiiri ve mantar tiirii

farkliliklarinin sonuglari bire bir etkiledigi acik¢a gdzlemlenmistir.

Dogal maddelerin antifungal etkinligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda bitkisel esansiyel
yaglar 6zel bir yer tutmaktadir. Bu gruba olan ilgi, yag derivatlar1 ve ilgili molekiillerin
mantar hiicreleri, 6zellikle de hiicre duvart ve membrani ile yakindan iliski kurup bazi 6zel
etkinlikleri gerceklestirebildiginin anlagilmasindan kaynaklanmaktadir (Moghaddam ve
Mehdizadeh 2016; Nazzaro ve ark. 2017). Olasilikla, kene yumurta Ortiisiiniin saptanan
antifungal etkinligi (Lees and Beament 1948; Esteves ve ark. 2009; Alduini ve ark. 2014) de
yag agirliktaki icerigi ile iligkilidir.

Mumsu oOrtiinlin uzun zincirli hidrokarbonlar, dallanmis ve dallanmamis alkenler,
mum esterleri, yag asitleri, steroidler ve alkoller icerdigini gosterilmistir (Matsuo ve ark.
2013; Ogihara ve Taylor 2014). Ancak, salgida baz1 6zel protein ve lipoprotein tiplerinin de
bulundugu (Booth ve ark. 1984; Booth 1989, 1992) ve igerikteki total amino asit diizeyinin 16
nmol/mg diizeylerinde oldugu bildirilmistir (Arrieta 2004). Mumsu Ortiideki yag asitlerinin
%77’sinin dallanmis oldugu, ana yapilarin 12-metil-tetradekanoik asit (%16.3) ve dallanmis
hekzadekanoik asit (%28.0) oldugu, major alkollerin n26:0 (%20.4), n28:0 (%47.3) ve n36:0
(%18.2) oldugu, steroidlerden 2,4,6-cholestatrien-25-ol (%5.6)’{in de bulunabildigi, kolesterol
bulundugu, ancak kolesterol esterlerinin saptanamadigi ifade edilmistir (Diehl ve ark. 1982).

A. hebraeum ile yapilan bir ¢alismada (Yu ve ark. 2012), yumurta igeriginde herhangi bir
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antimikrobiyal etkinlik saptanamamis, mumsu ortiiniin belirgin bazi antimikrobiyal etkinligi
belirlenmis, ancak niikleer magnetik rézenans analizi ile ortaya konan 30 farkli metabolitin
higbiri i¢in net bir sonu¢ kaydedilememistir. Mumsu Ortiiniin ak6éz ekstraktindaki protein
fraksiyonlarindan sonu¢ alimamadigi, ancak icerikteki en az bir, 1s1 ve pH direngli kiigiik
molekiiliin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi, 6te yandan bunlarin da yapisal olarak
tanimlanamadig1 kaydedilmistir. Ayni1 ¢calismada, mumsu ortii total ekstraktinin HPLC-ELD
(High-performance liquid chromatography - Alltech ELSD 2000 evaporative light-scattering
detector) analizinde kolesterol esterleri (168,8 ng/mg ekstrakt), serbest kolesterol (22.2 ug/mg
ekstrakt), yag asitleri (27.3 pg/mg ekstrakt), fosfotidilkolin (3.9 pg/mg ekstrakt),
sfingomyelin (2.4 pg/mg ekstrakt) ile eser miktarlarda trigliserit, monogliserit, fosfotidil
etanolamin ve fosfotidilserin tespit edilmistir. Bunlardan kolesterol en yiiksek seviyede
bulunmasina karsin, ilgili belli bir antimikrobiyal etkinlik saptanamamustir. Yag asitleri ile
ilgili olarak yapilan GC-MS (gas chromatography-mass spectrum) analizlerinde, bu kismin
cogunlugunu C13-C26 arasi uzun zincirlilerin olusturdugu, ancak en tipik antimikrobiyal
etkinligin C16:1 (0.057 pg/ug total wax) ve C18:2 (0.002 png/ug total wax) tipi yag asitlerinde
kaydedildigi bildirilmistir.

Bu calismada isaret edilen, mumsu tabakadaki antimikrobiyal etkinligin soguk (-20
°C), sicak (100 °C, 10 dk), proteinaz K (55 °C, 15 dk) ve pronase (37 °C, 30 dk) etkisine kars1
direngli olmas1 durumu diger baz1 ¢alismalar da bildirilmistir(Arrieta ve ark. 2006). Boophilus
microplus’ta Gené organi salgisinin uzun zincirli alkenler ve yag asitlerinden zengin oldugu,
icerikteki baz1 doymamis uzun zincirli yag asiti tiplerinin yumurta ¢ikinca ¢ogunlukla okside
oldugu, diistik oranda kisa zincirli alkenlerin oldugu bildirilmistir (Booth 1992). Bu tiire ait
mumsu Ortlide serbest asit ve yaglar, kisa zincirli kompanentler, az miktarda doymamis
molekiiller bulunmus, asil olarak doymus asit ve alkollerden (uzunlugu yaklasik 30 C) zengin
oldugu ve ¢ogunun ester formuyla kombine durumda bulundugu anlagilmistir (Gilby 1957).
Ayni tlirin mumsu Ortiisiiyle ilgili olarak yapilan diger bir calismada, Ortlinlin %40’ 1mnin
nonpolar molekiillerden olustugu, genelin %10’unun hidrokarbon, %90’ 1n1n ise ester oldugu
goriilmistiir. Hidrokarbonun %87°si dallanmamis alkendir ki bunun da %10.8’1 n-
nanodecane, %12.1°1 n-eicosane, %9.8’1 n-heneicosane ve %4.6’s1 2,4,6-cholestatriene’dir.
Asitlerin %77’si dallanmis olup, bunun %16.3’i 12-methyl-tetradecaoic asit, %28’i ise
dallanmis hexadecanoic asitten olugmaktadir. En belirgin alkol tipleri n26:0 (%20,4), n28:0
(%47,3) ve n36:0 (%18.2) c¢ikarken, steroid olarak 2,4,6-cholestatrien-25-ol (%5,6)
saptanmistir (McCamish ve ark. 1977).
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Kenelerde biyolojik siirecin bir¢ok asamasi tiire, biyolojik doneme ve ¢evresel kosullara
bire bir baglidir. Bazi tiirlerin erginleri gérece daha soguk mevsimlerde (cogu Haemaphysalis
tirii, Dermacentor marginatus, Ixodes ricinus vs.), bazilar1 kurak yaz donemlerinde
(Hyalomma marginatum, Rhipicephalus bursa vs.), bazilar1 ise nemli bahar aylarinda
(Rhipicephalus turanicus vs.) daha aktiftir ve beslenmeleri de genellikle ilgili donemlerde
gerceklesir. Yine, kenelerin tercih ettikleri konaklar ve yasam alanlar1 da birbirinden az ¢ok
farklidir. Bazi tiirler, nemli, zemini ¢ok gilines almayan sik veya seyrek ormanlik alanlarda (I.
ricinus, H. inermis, D. marginatus vs.), bazilar1 cayirlik, seyrek agaclik alanlarda (R.
turanicus vs.), bazilari seyrek agaclikli, tarla-orman gegitli alanlarda 6zellikle bulunurken (H.
marginatum), bazilari ise ahir ve padoklarda (Boophilus annulatus, Hyalomma scupense vs.)
yerlesim gostermektedir (Sonenshine 1993; Estrada-Pefia ve ark. 2004; Kar ve ark. 2015).
Verilen literatiir 6zetinde de goriildiigii gibi, bu tez calismasinda kullanilan kene tiirlerinden
H. marginatum ve R. bursa sicak aylarda ve gorece kuru alanlara, D. marginatus ise daha
nemli alanlara, daha serin zamanlarda yumurta birakmaktadir. Bu durum, D. marginatus
mumsu Ortiisii kimysal ve fiziksel 6zelliginin diger iki tiirden daha farkli olabilecegini
gostermektedir. Ote yandan, yumurtlama stratejisi 6zellikle R. bursa’da diger iki tiire gore ¢ok
onemli farkliliklar arz etmektedir. Bu tiir, Tiirkiye kosullarinda Haziran ay1 dolaylarinda
beslenmekte, yumurtlama, yumurtadan larva ¢ikimi ve larvalarin aktivasyonu siirecleri diger
tiirlere gdre ¢ok daha uzun siirmektedir. ilgili siire¢ diger iki kenede birka¢ hafta ile
sinirliyken, R. bursa’da aylar alabilmekte ve tiiriin aktif larvalarina ancak Aralik ayi
dolaylarinda rastlanmaktadir (Kar ve ark. 2015). Dolayisiyla, tez ¢calismasinda da acik¢a
gorildiigli gibi, bu tlirlin yumurta Ortiisiiniin daha 6zellikli bir yapida olmas1 beklenir bir

durumdur.

Sonug olarak; kullanilan kene tiirlerinden ozellikle R. bursa’ya ait yumurta mumsu
ortiistiniin belli bir antifungal etkinlige sahip oldugu, bu tiir ve benzer biyolojik ve ekolojik
ozellikleri paylasan kene tiirleriyle yapilacak daha ayrintili ve daha etkili sekilde standardize
edilmis c¢alismalardan, yeni nesil antifungal kesfi adina 6nemli sonuglar elde edilebilecegi

kanaatine varilmuistir.
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