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OzZET

Hiicre duvarinin ana igeriklerinden biri olan kitin (CsH130sN)», mantar infeksiyonu gelisen dokularda dagiimaktadir. Kitinin sayisal
olarak 6lgimi mantar yukinu gostermektedir. Bu g¢alismada, akciger aspergillozu ve sistemik kandidoz olusturulan iki ayri hayvan
modelinde, dokudaki kitin varliginin sayisal olarak gosterilmesi, diger infeksiyon gostergeleri ile bu deg@erlerin karsilastirimasi amag-
lanmistir. Infeksiyon varligi; doku érneklerinin kiiltiirii, dokuda histopatolojik olarak mantar elemanlarinin gésterilmesi ve kan érnek-
lerinde RealTime-PCR yapilmasi ile dogrulanmistir. Kitin dlcimu spektrofotometrik olarak yapilmistir. Aspergillus ile infekte akciger
dokusunda ortalama optik dansite degeri 0.373 iken, Candida ile infekte hayvanin bébrek dokusunda ortalama 0.492 olarak 6lgul-
mustir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Bu galisma sonucunda, kitinin aspergillozlu akcigerlerde kandidozlu béb-
reklerden daha az dagildigi gosterilmistir. Ayrica, kitin varligi kandidozda kdiltur, patoloji ve PCR sonuglari ile uyumlu; aspergillozda
ise kiltir ve patoloji ile uyumlu, ancak PCR ile kismen uyumlu bulunmustur.

SUMMARY

An essential component of the fungal cell wall is chitin (CsH130sN), which is disributed in infected tissues. Quantitative determination
of the chitin shows the fungal burden in the tissues. The purpose of this study was to determine the chitin levels in tissues of animal
models with aspergillosis and candidiosis, with the comparison of these levels with other infection signs. The presence of the infec-
tion was confirmed by using culture and pathology in tissue sections whereas RealTime — PCR in blood samples. The quantification
of the chitin was done spectrophotometrically. Mean optical dansities of the tissue extracts with aspergillosis was 0.373 while it was
0.492 with candidosis. The difference was statistically significant (p<0.05). As a result of our study, it was found that chitin is less
distributed in the tissues with aspergillosis than those with candidosis. Otherwise, the presence of chitin was found to be well corre-
lated with culture and pathology results in candidosis and aspergillosis. But the presence of chitin was found to be well correlated
with PCR results in candidosis, but not in aspergillosis.

GIRIS zeyleri bulunduklari yerlerde olglilebilmektedir. Bu iki
polisakkaridin dlgtilmesi igin gelistiriimis hazir ticari kitler
bulunmaktadir. Bu kitler infeksiyonun varlidinin gosteril-
mesinde kullaniimaktadir (3, 4). Kitinin dokuda &lglimesi
ise, yeni bir ydntem olmamakla birlikte, diger polisakka-
ritler gibi infeksiyon tanisinda kullanilmamaktadir. Bu

Mantarlarda hiuicre duvarinin yapisal elemanlarindan biri
olan kitin, infeksiyon sirasinda dokuda dagiimaktadir (1).
Hucre duvarinin diger yapisal elemanlari olan galakto-
mannan ve glukan da dokuda ve infekte konagin seru-
munda dagilmaktadir (2). Galaktomannan ve glukan di-
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Tablo 1. Aspergillus ve Candida PCR igin kullanilan primer ve prob dizileri (6).

Hedef Primer veya prob dizisi

fB-actin (F) 5-TGG AGA AGA GCT ATG AGC TGC CTG-3
B-actin (R) 5-GTG CCA CCA GAC AGC ACT GTG TTG-3
Panfungal primer 5-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG (F)
(18SrRNA geni) 5-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG (R)

Aspergillus 640 florofor prob
Aspergillus floresan prob
Candida 640 florofor prob

Candida floresan prob

5-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTC CAGC
5-GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC
5-TGG CGAACCAGGACT TTTACT TTG

5-AGC CTT TCC TTC TGG GTA GCC ATT

gline kadar yapilmis olan ¢alismalarda, kitin diizeyi daha
¢ok hayvan modellerindeki infeksiyonunun siddetinin
gosterilmesinde ve antifungal tedaviye yanitin degerlen-
dirilmesinde kullaniimistir (5, 6).

Bu calismada, kif ve maya mantarlari ile olusturulan iki
ayri infeksiyon modelinde, infekte dokuda kitin varliginin
sayisal olarak gosteriimesi, diger infeksiyon gostergeleri
ile bu deg@erlerin karsilastirilmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Hayvan modelleri: Deney hayvani olarak 200-250 gram
agirhiginda, disi, Wistar albino si¢anlar kullaniimistir. Bu-
tiin hayvan deneyleri Gazi Universitesi Deney Hayvanla-
ri Etik Kurul onayi ile yapilmistir. Her kafeste 4-5 tane
sigan olacak sekilde, 12/12-saat aydinlik/karanlik uygu-
lanmig, oda isisi 20- 25° C'de tutulmustur. Deneklerin
gida ve suya kolay ve esit ulagimi saglanmistir.

Gruplarin dagilimi: Sekiz denek saglikli kontrol grubu
olarak, 35 denek akciger aspergilloz grubu olarak, 22
denek kandidoz grubu olan ayrilmistir. infeksiyon éncesi
hayvanlarda 10 mg 5-florourasil ile nétropeni olusturul-
mustur.  Noétropeninin  besinci akciger
aspergillozu igin 10%ml konidyum iceren PBS-0.1%
Tween 20 karigsimi solunum yolundan uygulamistir. Sis-
temik kandidoz igin, 10%ml maya iceren %0.9 NaCl kari-
simi, kuyruk veninden uygulanmistir. Butin deneklere
30 mg/kg teikoplanin (5x1 IM) ve siprofloksazin 660
mg/L (icme suyundan) ile antibakteriyel profilaksi uygu-
lanmistir. Mikro-organizma inokilasyonunun besinci gu-
nd, IM yoldan ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (8 mg/kg)
anestezisi altinda deney sonlandiriimistir.

glindnde,

Dokuda infeksiyonun gésterilmesi: Deneklerde infek-
siyonun g0sterilmesi igin, aspergilloz grubundaki hay-
vanlardan akciger ve kan drnekleri, kandidoz grubundaki
hayvanlardan bobrek ve kan érnekleri alinmistir. Bitin
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dokularda histopatolojik inceleme, kiltir ve molekuler
yontemler ile infeksiyon tanisi dogrulanmistir. Deney ko-
sullari iki kez tekrar edilmistir. Benzer sonuglar alindidi
icin, bir deneyin sonuglari sunulmustur.

Real Time PCR: Aspergillus fumigatus ve Candida
albicans ile infekte edilmis sicanlarin kan érneklerinden
nikleik asit eldesi icin Heliosis DNA izolasyon sistemi
(Metis Biyoteknoloji, Ankara, Tirkiye) kullaniimigtir. Elde
edilen DNA'lar A. fumigatus ve C. albicans igin segilen
hedefleri godaltmak Gizere gergcek zamanli polimeraz zin-
cir reaksiyonu [Real Time PCR (LightCycler-Roche,
ABD)] kullanilarak degerlendirilmistir.  ‘Primer’  ve
floresans rezonans enerji transferi (FRET) igin kullanan
‘prob’ dizileri Tablo 1'de verilmigtir. Dokuda DNA varligi-
nin kontrolu igin beta aktin geni ‘housekeeping’ gen ola-
rak kullanilmistir (7).

Akciger dokusu ve bobrek dokusunda kitin 6lgiimi:
Kitin icerdigi dustnulen infekte dokular, yogun alkali or-
tamda isitildiginda kitosan olusmaktadir. Olusan kito-
sanin aldehit gruplari ve HNOz ile olusturdugu reaksiyon
kolorimetrik olarak degerlendirilmistir. Akciger dokusu ve
bdbrek dokusunda kitin 6lgiimu igin, dokular pargalanmis
ve santriflj edilmistir. Sodyum lauril sulfat (%3 [wt/vol])
ile 100°C’de 15 dk kaynatiimig, santriflij edilmis ve ¢oke-
lek yikanmistir. Uzerine, KOH (%120 [wt/vol]) eklenmis
ve 130° C'de 60 dk bekletilmigtir. Sogutma igin, buzluk-
tan alinan etanol (%75 [vol/vol]) tzerinde 15 dk tutul-
mustur. Karisimin Uzerine, Celite545 eklenmis, santrifiij
edildikten sonra, ¢dkelek tUzerine NaNO, (%5 [wt/vol]) ve
KHSOs (%5 [wt/vol]) eklenerek 15 dk calkalanmistir.
Santrifij sonrasi, ust sivi amonyum sulfat (%12.5
[wt/vol]) ve 3-metil-2-tiazolon hidrazon HCI monohidrat
ile 100° Cde 3 dk kaynatilmistir. Son olarak, FeCls-
6H20 (%0.83 [wt/vol]) eklenmis ve renklenen karisimin
optik dansitesi 650 nm’de okunmustur (6,8). Glukozamin
(10ug/ml) pozitif standart olarak kullaniimigtir. Yéntem
Sekil 1°de tekrar 6zetlenmektedir.
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Kitin

Deasetilasyon ‘ 1 | KOH, 130°C l

Kitosan
Depolimerizasyon 1 | HNO, |
Deaminasyon C .
Aldehid

Kolorimetrik élgim l l ‘ MBTH, Fe®*

OD 650 NM

Sekil 1. Kitin 8lciimi (5, 7)

istatistik: Sonugclarin degerlendiriimesi igin hesaplama-
larda SPSS 10.0 bilgisayar programi kullaniimistir. ista-
tistiksel karsilastirmada non-parametrik testler olan olan
dort gozli dizende (2x2) Yates dulzeltmeli ki-kare (x2)
testi ile Fisher kesin ki-kare testi; korelasyon analizi igin
ise Pearson korelasyon analizi testi kullaniimigtir. Eger p
< 0.05 ise sonug anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Akciger aspergillozu olusturulan bitin hayvanlarin akci-
ger doku kultirlerinde A. fumigatus kolonileri izole edil-
mis, patolojik olarak mantar elemanlari gosterilmis ve
kandan PCR ile arastirilan Aspergillus DNA’s1, 6rneklerin
%58’inde pozitif bulunmustur. Akciger aspergillozu olus-
turulan 35 hayvandan 13 tanesi, kandidozlu 22 hayvan-
dan da 10 tanesi, deney sirasinda kaybedilmigtir. ilk
Olimler de birinci glinden itibaren baglamistir. Kitin varli-
g1 ve diger infeksiyon degerlendirmeleri, besinci gliinde
sag kalan 22 aspergillozlu, 12 kandidozlu denek Uzerin-
den yapilmigtir.

Kandidozlu gruptaki butin hayvanlarin bébrek dokula-
rindan yapilan kultirde C. albicans kolonileri izole edil-
mis, patolojik olarak bitiin dokularda maya hucreleri
gOsterilmis ve kandan PCR ile bitiin 6rneklerde Candida
DNA’si pozitif bulunmustur. Saglikli, aspergillozlu ve
kandidozlu hayvanlardan alinan doku Orneklerinin her
birinde, kitin miktar1 Olglilmis ve degerlerin ortalamasi
alinmigtir. Saglikh hayvanlarin bobrek dokusundaki orta-
lama optik dansite (OD) degeri 0.232, akciger dokusun-
da ortalama OD 0.138 olarak bulunmustur (p<0.05).

Aspergillus ile infekte akciger dokusunda ortalama OD
degeri 0.373 iken, Candida ile infekte hayvanin bobrek
dokusunda ortalama 0.492 olarak 6l¢tlmustir (p<0.05).
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Kandidemili hayvanlarin bobrek dokusundaki kitin mikta-
rinin (0.492), aspergillozlu hayvanlarin akciger dokusun-
daki kitin miktarindan (0.373) daha fazla oldugu bulun-
mustur (p<0.05).

Buna gore calismanin iki sonucu bulunmaktadir; birincisi
infeksiyon modellerinde dokuda kitinin dagildigi goste-
rilmistir, ikincisi de bu dagihm aspergillozlu akcigerlerde
kandidozlu bébreklerden daha azdir. Bu ¢alismada, kitin
varliginin ve duzeyinin, kandidozda kdltur, patoloji ve
PCR sonuglari ile uyumlu oldugu, aradaki farkin istatis-
tiksel olarak farkh olmadigi (p>0.05), aspergillozda ise
kiltir ve patoloji ile istatistiksel olarak farkli olmadigi
(p>0.05), ancak PCR ile karsilastirildijinda istatistiksel
olarak farkli oldugu (p<0.05) gorulmustar.

TARTISMA

Calismamiz, dokuda kitin varhiginin sayisal olarak goste-
rilmesi, iki farkli infeksiyon modelinde bu diizeylerin kar-
silastirilmasi ve aradaki farkin klinik tablonun gelistigi
doku ile iligkilendiriimesi acgisindan, hastaligin tanisina
katki saglayabilecektir. Aspergillus konidyumlarinin so-
lunum yolundan alinmasi sonrasi, yerlesecekleri ilk or-
ganin akcigerler olmasi dogaldir. Damar yolundan veri-
len Candida hiicreleri de, siizme organi bobreklere yer-
lesmektedir. Bu ¢alismada, ayrica dokular arasinda, kitin
dizeyi ile gosterilen mantar yuki agisindan da fark ol-
dugu gorilmustur. Akcigerlerde daha az, bobreklerde ise
daha fazla yik saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel ola-
rak anlamhidir (p<0.05).

Hayvan modelleri infeksiyonlarin gelisiminin ve patoge-
nezinin gdsterilmesinde, tani ydntemlerinin karsilastiril-
masinda, tedaviye yanitin degerlendiriimesinde, ve yeni
tedavilerin gelistiriimesinde yaygin olarak kullaniimakta-
dir (9). infeksiyon modellerinde aslinda degerlendirilen
Olgit, mantar yukudir. Mantar yuUki, dokudaki mantar
varliginin sayisal olarak gosterilmesi olarak agiklanabilir.
Bazi arastirmacilar bu yUki gdstermek icin, doku 6rne-
ginin birim miktarinda koloni olusturan Unite sayisindan
(CFU) faydalanmiglardir (10). Hastalik sirasinda yogun
olarak migel olusumu gelisiminden ve akcigerde germi-
nasyonunu tamamlamamis konidiyumlarin uzunca bir
sure kalabilmesinden dolayi, CFU &lgllerine gére manta-
rin kantitasyonu, hastaligin siddetini belirlemede iyi bir
belirte¢ kabul edilmemektedir. Bu 6lgiim, mantar yuki
¢ok az olan modeller igin yalanci negatiflik ile sonugla-
nabilmektedir. Yerlesmis olan infeksiyon etkeni manta-
rin, Uretilebilmis olmasi kosulu gerekmektedir. Ureme
kosullarini, etkileyen bdtin faktorler, bu o6lcimi de
olumsuz etkileyebilir.
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Molekiler yéntemlerin gelismesi sonrasinda, kantitatif
olarak mantarlara ait ntkleik asitlerin dlgtilmesi s6z ko-
nusu olmustur (11,12). Bu ydntem, standardize edildigi
taktirde, cok hassas bir yontem olarak kullanilabilir. Do-
kuda ¢ok az mantar bulunmasi halinde bile, sayisal bir
deger verilebilmektedir. Ozellikle antifungal tedaviye ya-
nitin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Ancak, man-
tar yukinin molekiler yontemler ile gésterilmesi, gelis-
mis laboratuvarlar icin mimkiindir. Ustelik, sayisal de-
gerler alinmasi igin standardize edilmis bir yéntem bu-
lunmamaktadir. Calismamizda, mantar yukind gdster-
menin yaninda, kandan PCR ile mantar DNA’si arasti-
riimigtir. Kandidozlu olgularin tamaminda PCR pozitif
bulunmus ancak, aspergillozlu olgularda sadece %58
oraninda pozitif bulunmustur. Bu durum, aspergillozun
solunum yolunda sinirli bir infeksiyon olusturmasi ve
kanda DNA dagiliminin yetersizligi ile agiklanabilir. Ayri-
ca, DNA eldesi Aspergillus igin, Candida i¢in oldugundan
daha zordur. Bir neden de, bu olabilir.

Akciger aspergillozu olusturulan deneklerde infeksiyonun
gOsterilmesi icin birden fazla yontem kullaniimistir. Bun-
lardan biri de kan o&rneklerinde Aspergillus DNA’sinin
gOsterilmesidir. Kanin segilme nedeni, rutin tanida daha
¢ok kullaniimasidir. Kan disinda, solunum yolundan bir
ornek secilmis olsa idi, %58’lik dusuk pozitiflik oraninin
yukselmesi mumkin olabilir idi. Ancak, bu galismanin
temel amaci, molekiler yéntemler ile infeksiyonun goste-
rilmesi olmadigi igin, farkli klinik érneklerin degeri karsi-
lastirlimamistir.

Calismamizin konusu olan kitin élgimu yontemi ise, ilk
olarak 1975 yilinda, Lehmann ve arkadaslar tarafindan
gelistirilmistir. Kitin miktari, kortizonun A. fumigatus’'un
bbébreklere yerlesmesi Uzerine etkisini incelemek ama-
ciyla élgulmustir (8). Kitin (CsH130sN),, mantar hucre
duvarinin ana igeriklerinden biridir. Kitin yaninda,
duvarda mannoproteinler, 1,3 B-glukan ile turlere bagl
olarak 1,6 B-glukan polimerleri bulunmaktadir. Kitin, N-
asetilglukozamin artiklarina p-1,4 zinciriyle bagh bir
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homopolimerdir (13). Genel olarak maya hiicre duvarinin
kuru agirhdinin sadece %1-2’sini kitin olugtururken, kuf
mantarlari, hicre duvar kuru agirliklarinin %10-30’'una
kadar yuksek dizeyde kitin icerigine sahip olabilirler.
Mayalar ve kuflerin her ikisinde de kitin icerigi ile huicre
duvarinin mekanik saglamlhigi arasinda belirgin iligki
vardir (14). Kitin sentezi bozuldugu zaman buyumekte
olan hif erimeye baslar, hicrenin yapisi bozulur ve
Uzerinde baloncuklar gelisir. Bunun igin, mantarin kitlesi
ile uyumlu olan kitinin gdsterilmesinin in vivo Uremeyi
daha uygun olarak yansitabilecegi sdylenmistir (15).

Calismamizda kif mantari ile olusan infeksiyonlari
aspergilloz, maya mantarlari ile olusanlari ise kandidoz
temsil etmektedir. Kuf mantarlarinin hiicre duvarinda
daha fazla kitin bulunmasina ragmen, infekte dokuda
kandidoz ile karsilastirildiginda daha az kitin 6l¢ilmis
olmasi sasirtici bulunmustur. Bu durum, deneklerin,
infeksiyonun erken déneminde incelenmesi ile iliskili ola-
bilir. Bu durumu agciklayabilecek bir baska olasilk, iki
infeksiyonun deneysel olarak farkli yollardan olusturul-
malari olabilir. Aspergilloz solunum yolundan ve dogal
infeksiyon gelisimini taklit ederek olusturulmus, 6te yan-
dan kandidoz ise damar yolundan olusturulmustur. Kan
dolasimi ile verilen mantar hticresi, solunum yolu ile veri-
lenden ¢ok daha fazla miktarda dokuya ulasmis olabilir.
Bu nedenle kandidozlu dokuda mantar yiki daha fazla
6lclimus olabilir.

infeksiyon bolgesinde kitinin gdsterilebilmesi ancak do-
kudan érnek alinmasi ile mumkinddr. Bu nedenle doku
orneklerinde kitin dlgiimi rutin tanida ¢ok yararli degildir.
Daha ¢ok deneysel modellerde veya post-mortem doku
orneklerinde mantar yikinin goésteriimesi icin kullanil-
maktadir. Kitin élcimunde, spektrofotometrik olarak OD
Olgiimu, Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay (ELISA)
ve Direkt Floresan Antikor (DFA) yontemleri kullaniimig-
tir (16,17). Gelecek c¢alismalar, kitinin bir hastalk
belirteci olarak, infekte hastalarin serumlarinda gosteril-
mesi Uzerine yogunlagsmalidir.
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