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Abstract

Candida species can cause superficial and systemic disease and their biofilms have become an important
problem for both hospital-acquired and device-associated infections. The efficacy of many antifungal agents are limited
by their cytotoxicity and increasing rate of drug-resistant. In last years, the antimicrobial and antibiofilm activity of
some natural products such as essential oils have drawn attention. Carvacrol [2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol] is one
of the phenolic components of thyme and have strong antimicrobial activity. Thus far, limited reports have discussed
the antimicrobial effects of carvacrol on clinical Candida strains. In our study, it was aimed to investigate the effects of
carvacrol on clinical Candida isolates by microbiological and transmission electronmicroscopic methods and to
investigate the effects of carvacrol on the fungal cell wall by immunoelectron microscopic method using the hyphal
wall protein Hwpl protein. In this study, 24 clinical isolates and 1 reference strain (C. albicans ATCC 14053) were
used. The minimum inhibitory concentration (MIC) of carvacrol was determined using the broth microdilution method.
MIC results showed a MIC < 0.031% (vol/vol) for all isolates tested. For transmission electron microscopic studies,
isolates were also exposured to the carvacrol at concentration of 122 MIC for 48 hours and results were compared with
the control. According to our results, carvacrol showed high antifungal potential with very low MIC values on Candida
isolates. Electron microscopically, no growth was observed at the MIC value and the higher concentrations; cellular
damage was also determined at sub MIC concentrations. It has been shown that carvacrol causes irreversible damage to
cells. We observed that carvacrol did not increase cell growth or hyphal growth at all studied concentrations. The
immunogold labeling results were used to observe the effect of carvacrol on the cell wall. Although immune labeling
was greatly reduced in carvacrol treated cells, the presence of Hwpl protein was also observed in the scattered
cytoplasm. Usage of carvacrol in the topical treatment of Candida infections with further study it was determined that a
potentially promising drug and detailed studies on the subject are needed.
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Klinik Candida izolatlarinda karvakroliin antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasi ve immunoelektron
mikroskobik yontem ile goriintiilenmesi

Ozet

Candida tiirleri yiizeyel ve sistemik hastaliga sebep olurlar. Candida biyofilmleri de hastane kaynakl ve viicut
ici araglarla iligkili enfeksiyonlar i¢in 6nemli bir sorundur. Bir¢ok antifungal ajanin etkinligi, sitotoksisitesi ve ilaca
kars1 artan direng orant nedeniyle smirlidir. Son yillarda ugucu yaglar gibi bazi dogal iiriinlerin antimikrobiyal ve
antibiofilm etkinligi dikkat ¢ekicidir. Karvakrol [2-metil-5-(1-metiletil) fenol], kekikteki fenolik bilesenlerden biridir ve
giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Su ana kadar, klinik Candida suslarinda karvakroliin antimikrobiyal etkilerini
tartisan smirh sayida calisma vardir. Calismamizda, karvakroliin klinik Candida izolatlar1 {izerindeki etkilerini
mikrobiyolojik ve gegirimli elektron mikroskobu yontemleri ile arastrmak ve karvakroliin fungal hiicre duvari
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tizerindeki etkilerinin hifal duvar proteini olan Hwpl proteini kullanilarak immiinoelektron mikroskobik yontemle
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢aligmada, 24 klinik izolat ve 1 referans (C. albicans ATCC 14053) kullanilmistir.
Karvakrolun minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK), broth mikrodiliisyon ydntemi kullanilarak belirlenmistir.
MIK sonuglar, test edilen tiim izolatlar icin MiK <%0.031 (hacim/hacim) gdstermistir. Gegirimli elektron mikroskobu
calismalari i¢in izolatlar % MIK konsantrasyonunda 48 saat boyunca karvakrole maruz birakilmis ve sonuglar kontrol
ile karsilastirilmistir. Bulgularimiza gore, karvakrol, Candida izolatlarinda ¢ok diisiik MIK degerleri ile yiiksek
antifungal potansiyel gostermistir. Elektron mikroskobik olarak, MiK degerinde ve yiiksek konsantrasyonlarda herhangi
bir bilyiime gdzlenmemistir; Hiicresel hasar, alt MiK konsantrasyonlarinda da belirlen mistir. Karvakroliin hiicrelere
geri doniisiimsiiz bir hasar verdigi gdsterilmistir. Bulgularimiza gore, karvakroliin ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda
hiicre biiyiimesini ya da hifal biiyiimeyi artiric1 etkisi olmadigini gdézlemlenmistir. Immiinogold etiketleme sonuglar,
karvakroliin hiicre duvarindaki etkisini gozlemlemek i¢in kullanilmig; Karvakrol uygulanan hiicrelerde immun
etiketleme c¢ok azalmig olmasina ragmen dagilmis stoplazma igerisinde de yer yer Hwpl proteinin varligi
gozlemlenmistir. Gelecekteki ¢alismalar i¢in Candida infeksiyonlarinin topikal tedavisinde karvakroliin umut verici bir
ilag potansiyeli bulunmakta ve konu ile ilgili detayli ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Candida, biyofilm, karvakrol

1. Giris

Candida tiirleri firsatg1 fungal patojenler olup, bagisikligi baskilanmig bireylerde yiiksek bir morbidite ve
mortaliteye yol agarlar [1]. Diinyada fungal kaynakli 6liimlere en ¢ok neden olan cinsler arasinda en st siralarda yer
almaktadirlar. Olugturduklar infeksiyonlar yiizeyel ya da hayati tehdit eden yayilici bigimlerde olabilmektedir [2].
Ozellikle C. albicans, enfeksiyonlardan en ¢ok sorumlu olan tiir olarak bilinmekle beraber, son yillarda C. albicans dist
Candida infeksiyonlar1 da siklikla rapor edilmektedir [3]. Biyofilm olusumu Candida kaynakli infeksiyonlarin
olusumunda ¢ok 6nemli bir viriilans faktoriidiir [4]. Mikroorganizmalarin bir yiizeye yapismasi ve ardindan biyofilm
olusturmasi suretiyle antimikrobiyaller ve dezenfektanlar gibi cevresel stres kosullarina karst ¢ok giiclii bir direng
kazanilmaktadir. Fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglar smirli birkag grubu igermekte olup, bunlar
arasinda hiicre duvarmi hedef alan ekinokandin grubu ilaclar, hiicre zarindaki ergosterolii hedef alan poliyen grubu
ilaglar, ergosterol biyosentezi {izerine etki eden triazol grubu ilaglar ve niikleik asit biyosentezi iizerine etki eden
pirimidin analoglari bulunmaktadir [5]. Klinik uygulamalarda en sik kullanilan antifungaller ise flukonazol ve
vorikonazol gibi triazollerdir. Ancak bu ajanlarin ¢ok yaygin olarak kullanilmasi, beraberinde antifungal direng geligimi
sorununu ortaya ¢ikarmustir. Bu yiizden Candida infeksiyonlarinin tedavisinde daha az yan etkili ve dogal alternatiflerin
arastirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Son yillarda esansiyal yaglar gibi antibiyotik igermeyen ¢esitli bilesenlerin g¢esitli bakteri, maya ve kiifler
tizerine olumlu etkileri rapor edilmektedir [6], [7]. Bu yaglar bitkilerin gesitli boliimlerinden elde edilir ve aromatik
yapilidir. Bilinen tiim esansiyal yaglar iginde, karvakroliin ¢ok giiclii antimikrobiyal etkileri oldugu da gesitli
calismalarda belirtilmistir [8], [9]. Karvakrol (2.methyl-5-(1-methylethyl) phenol) kekik otu ve kekik yaglarinin ana
komponentlerinden biri olup fenolik yapidadir [10]. Ayn1 zamanda giivenli gida katkis1 (GRAS) olarak da bilinir [11].
Bu amagla ¢esitli iiriinlerde lezzet artirict ya da antimikrobiyal amaglarla kullamilmaktadir. Antifungal tedavide de
standart ilaclar yerine bu ajanlarin kullanim1 daha ¢ok tercih edilebileceginden, antimikrobiyal etkinliklerinin de detayli
sekilde ortaya konulmasi gerekir. Bu sebeple ¢aligmamizda biyofilm pozitif olarak tanimlanan klinik ve standart
Candida izolatlar1 iizerine karvakroliin antifungal etkinliginin arastirilmast amaglanmustir. Candidalarin konakg1
savunma sistemleri tarafindan yok edilmesini engelleyen viriilans faktorlerinden olan adezinlerinlerden biri de Hwpl
proteinidir. Hwpl proteini in vivo biyofilm olusumu igin gerekli olan tamimmlanmus ilk C. albicans hiicre yiizey
proteinidir. Hwpl proteinin N-terminal bolgesi, Hwp1'i konak hiicre duvari glukanina kovalent olarak ¢apraz baglayan
memeli transglutaminazlari igin bir substrat gorevi goriir ve oral epitel hiicrelerine siki bir sekilde yapismak igin gerekli
oldugunu bilinmektedir [12]. Hiicre biiylimesi ve biyofilm {izerine etki edecek bir ajanin bu proteinin sentezine olan
etkisi de oldukga 6nemli olacaktir. /n vitro olarak immunogold etiketleme sayesinde elektron mikroskobik olarak
sentezlenmis olan bu proteinin varliginin, miktarmnin ve lokalizasyonun belirlenmesi de ¢alismamizin diger bir amacidir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Izolatlar ve kimyasalla
Bu ¢ahismada kullanilan klinik izolatlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma

Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Esansiyel yag komponenti olan karvakrol (>98%
saflikta), Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Almanya firmasindan satin alnmustir. izolatlar %15 gliserol igeren Yeast
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Pepton Dekstroz (YPD) s1vi besiyerinde stok olarak -86 °C’de stok olarak saklanmistir. RPMI 1640 sivi besiyerinde 37
°C’ de kiiltiire alimmuglardir. Kontrol mikroorganizmasi olarak C. albicans ATCC 14053 kullanilmugtir [13].

2.2. Antifungal duyarhilik testleri

Karvakrol etken maddesinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIiK) degerinin belirlenmesinde Klinik ve
Laboratuvar Standartlar Enstitlisi (CLSI) Mikrodiliisyon (CLSI [M27-A3] referans yontemi kullanilmustir [14].
Karvakrol, %0.0015, %0.003, %0.006, %0.013, %0.025, %0.05, %0,1, %0,2, %0,4 ve %0,8 (hacim / hacim)
konsantrasyonlarinda RPMI 1640 besiyeri igerisinde hazirlanmig ve minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenmistir. Degerlendirilen her bir izolat igin minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerlerinin
belirlenebilmesi icin, temiz iireme gdzlenmeyen MiK kuyucuklarindan Yeast Pepton Dekstroz kat1 besiyerine 0.1 ml
aktarilarak 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda degerlendirmeler yapilmistir. MFK, hiicrelerin
%99,9'unu 6ldiiren en disiik ilag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Amfoterisin B, C. albicans ATCC 14053’e kars1
standart ilag olarak kullanilmistir. Tim deneyler ticer defa uygulanmis ve sonuglarin ortalamasi alimmistir.

2.3. Gegirimli elektron mikroskobik inceleme (TEM)

Caligmamizda, karvakroliin planktonik hiicrelerinde sebep oldugu morfolojik degisiklikleri degerlendirmek
icin TEM kullanilmigtir [15]. Bu amagla, standart referans mikroorganizmasi olarak kullanilan C. albicans ATCC
14053, 10 mL hiicre siispansiyonlar1, 2xMIC, MIC ve 2 MIC konsantrasyonda karvakrol maruz birakilmis ve daha
sonra 37°C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Karvakrol icermeyen kontrol grubu da ¢aligmaya dahil edilmistir. Hiicre
stispansiyonlar1 steril plastik santrifiij tiipleri icerisinde 5000 g'de 15 dakika siireyle santrifiije tabi tutulup ve PBS
(fosfat tamponlu salin tamponu) ile ii¢ kez (10 dakika) ardigik olarak yikanmistir. Daha sonra siipernatant atilip ve pelet
haline getirilen hiicresel icerik, gece boyunca 4°C'de PBS igerisinde hazirlanan %2,5 glutaraldehitle fikse edilmistir.
Numuneler daha sonra, oda sicakliginda PBS tamponunda ¢oziindiiriiliip %1 oSmiyum tetrokside 2 saat fikse edilmis ve
PBS i¢inde yikanmuslardir (Ug kez, her biri 15 dakika). Fikse olan hiicreler %5 agar icine gdmiilmiis ve %1 uranil asetat
ile blok boyama yapilmistir. Daha sonra etanol igerisinde her biri 15 dakika siireyle %40, %60, %75, %80 ve%95
diliisyon serileri ile dehidrasyona birakilmigtir. Son dehidrasyon basamagi, %100 etanol iginde 1 saat boyunca ve her 30
dakikada bir degistirilerek gergeklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler epoksi resin igerisine gomiilerek 48 saat boyunca
60°C'de polimerize edilmistir. Numunelere ait bloklarin ultra ince kesitleri bir ultramikrotom (Leica Ultracut)
yardimiyla 60 nm kalinlikta alinmus, kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanmiglardir. Hiicrelerin ultrayapisal
morfolojisi JEOL JEM 1220 marka/model gegirimli elektron mikroskopunda gbzlemlenmistir.

2.4. Immuno elektron mikroskobik inceleme

Gomiilii numunelerin ultra ince kesitleri (60 nm), %1 periyodik asit sulu ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 4
dakika siireyle ile 6n isleme tabi tutulmus, ardindan poliklonal anti-hwpl (MyBioSource) primer antikor (1/1000
konsantrasyonda) ile gece boyunca 4°C'de nem tuzag: igerisinde ve inkubasyon sonrasi protein A-altin kompleksleri
(1/100 Protein A Gold Conjugate 20nm abcam) ile oda sicakliginda 2 saat siire ile immunogold isaretleme
gergeklestirilmistir [16]. Hazirlanan 6rnekler Hitachi HT 7800 marka/model TEM ile analiz edilmistir.

3. Bulgular

Calismamizda karvakrol icin s1vi mikrodiliisyon testi ile elde edilen MIK degerleri calisilan tiim izolatlarda
MiK < 0.031% (vol/vol) seklinde elde edilmis ve sonuglar Tablo 1° de 6zetlenmistir. Amfoterisin B i¢in C. albicans
ATCC 14053 ile elde edilen MiK degeri 0,08 olarak bulunmustur. Standart antifungal olarak mantar hastaliklarmin
tedavisinde sik¢a kullanilan Amfoterisin B ¢aliymamizda da kontrol ilact olarak kullanilmigtir. Amfoterisin B ile elde
edilen degerle karsilastirildiginda, karvakroliin Candida izolatlar1 tizerine yiiksek bir antifungal etki gosterdigi tespit
edilmistir. Standart sus ile klinik izolatlarm duyarliliklar1 arasinda énemli bir farklilik gézlenmemis, bazi izolatlarda
etki daha fazla olarak belirlenmistir. Caligilan izolat sayisi ¢ok fazla olmamakla beraber, 6 farkh tiir arasinda antifungal
duyarlilik bakimmdan 6nemli bir fark goriilmemis ve izolatlar sus-bagimli bir etki sergilemislerdir. En kuvvetli etki C.
parapsilosis 1814 izolatinda goriilmiis ve MIK degeri 0.004 olarak tespit edilmistir. MFK degerleri de genel olarak
MiK degerlerine esit olarak bulunmustur.
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Tablo1. Karvakroliin standart ve klinik Candida izolatlarina kars: stvi mikrodiliisyon testi ile elde edilen MiK degerleri
(vol/vol) olarak verilmistir

Fungal izolat Karvakrol  Karvakrol Fungal izolat Karvakrol Karvakrol
MIK (v/iv) MFC (v/v) MIK (v/v) MFC (v/v)
C. kefyr 1706 0.016 0.031 C. krusei 1670 0.016 0.016
C. kefyr 1620 0.016 0.031 C. krusei 1561 0.008 0.016
C. kefyr 1798 0.016 0.031 C. krusei 1675 0.016 0.031
C. albicans 1697 0.031 0.031 C. krusei 1677 0.031 0.031
C. albicans 1710 0.031 0.031 C. tropicalis 1678 0.016 0.016
C. albicans 1802 0.031 0.031 C. tropicalis 1660 0.016 0.016
C. albicans 1724 0.016 0.016 C. tropicalis 890 0.031 0.031
C. albicans 1766 0.031 0.031 C. tropicalis 1653 0.031 0.031
C. glabrata 1797 0.031 0.031 C. parapsilosis 893 0.031 0.031
C. glabrata 1744 0.031 0.031 C. parapsilosis 1814 0.004 0.016
C. glabrata 1701 0.031 0.031 C. parapsilosis 1799 0.016 0.016
C.parapsilosis 1806 0.031 0.031 C. albicans ATCC 0.031 0.031

Gegirimli elektron mikroskobik incelemelerde kontrol grubuna ait hiicreler iyi korunumlu morfolojiye sahip
hiicre duvar ve membran yapist géstermislerdir (Sekil 1 A).

Sekil 1. Karvakroliin C. albicans ATCC 14053 ile muamalesi 6ncesi ve sonrasinda elde edilen TEM gorintiileri A-
Kontrol grubu hiicresi B- Subinhibitér konsantrasyonda (1/2 MiK) uygulanan karvakrolun etKisi

Hiicreler subinhibitér konsantrasyonda (1/2 MIK) ve 24 saat siire ile karvakrole maruz birakildiklarinda ise
tamamen pargalanmis ve geri doniisiimsiliz bir hasara ugramiglardir. Bu hasar taranan tiim bolgelerde gozlenmis ve
Candida-sidal olarak tespit edilmistir (Sekil 1 B).
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Sekil 2. Anti hwp antijeni ve protein A sekonder antikor kullanilarak immunogold isaretlenmis hiicreler. A ve B Kontrol
grubu; C ve D ise karvakrol ile muamele edilmis C. albicans ATCC 14053 hiicrelerini gostermektedir

Immiinogold etiketleme ile karvakrol uygulanmamus kontrol grubu hiicrelerinde de periyodik asit
uygulamasina bagli olarak az miktarda hiicre hasar1 gergeklesmistir. Ancak altin partikiilleri hiicre duvarinda daha fazla
olmak tizere az miktarlarda sitoplazmada da gosterilmistir (Sekil 2 A ve B). Karvakrol uygulanmis hiicrelerde de
immiin etiketleme ger¢eklesmis ancak altin problarin miktar1 dnemli derecede azalmistir. Dagilmig stoplazma igerisinde
de yer yer Hwpl proteinin varligi gozlemlenmistir. Spesifik olmayan etiketleme seviyesi, altin par¢aciklarinin ara sira
mevcudiyeti ile gosterildigi gibi genellikle disiiktiir (Sekil 2 C ve D).

4. Sonuglar ve tartisma

Cesitli Candida tiirleri tarafindan olusturulan yiizeyel ya da sistemik infeksiyonlar tiim diinyadaki fungal
hastaliklarin ilk siralarinda yer almaktadir [17]. Insanlarda kommensal olarak bulunan Candida’lar bagisikligin
herhangi bir nedenle baskilandigi durumlarda kandidoz olarak tanimlanan firsat¢1 infeksiyonlara yol agarlar [18], [19],
[20]. Amfoterisin B ve flukonazol, kandidoz tedavisinde kullanilan en 6nemli ilaglardir. Sistemik infeksiyonlarda ilk
secilen ilag flukonazoldiir ancak bu antifungalin uygunsuz ve asir1 kullanimlari sonucu bu ilaca direng gésteren Candida
suslarinda biiyiik bir artis goriilmektedir [21]. Amfoterisin B ve flukonazoliin fungisidal etkileri arasindaki farkliliklar
genel olarak etki mekanizmalari ile ilgilidir. Amfoterisin B, fungal hiicre membraninda porlar olusturarak gecirgenligi
degistirir ve hiicre 6liimiine yol agar [22]. Candida ile miicadelede miikemmel bir antifungal olmakla birlikte, yiiksek
toksisiteye sahip olmasi kullanimini sinirlamaktadir [23]. Flukonazol ise fungal hiicredeki plazma membraninin temel
komponenti olan ergosterol biyosentezini inhibe ederek etkisini gosterir. Ancak bu ilaca direng goriilme olasilig1 da
oldukea yiiksektir [24]. Bu sebeple arastiricilar yeni antifungal tedavi stratejileri {izerine yogunlagmaktadirlar.

Yapilan ¢alismalarda esansiyal yaglarin kompozisyonlari, cografik lokasyonlari, iklim durumlari, i¢erik ya da
kaliteleri gibi faktorlere bagli olarak antimikrobiyal etkinliklerinin de degisebildigi belirtilmektedir [25]. Bununla
beraber esansiyal yaglarin da mikroorganizmalar iizerine etkileri farkli etki mekanizmalarina bagli olmaktadir. Genel
olarak esansiyal yaglarin antimikrobiyal etkinliklerinin mikroorganizmanin membran yapisi ve fonksiyonu iizerinden
etki ettigi diisiiniilmektedir ancak bu konu tam olarak aydinliga kavusmus da degildir [26]. Son yillarda Candida tiirleri
iizerine ¢esitli esansiyal yaglarin etkilerini arastiran ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir. Ultee ve Smid’in yaptiklar bir
caligmada kekik otu ve dag kekigi esansiyal yaglarinm fungal patojenler i¢in en iyi inhibitdrlerden biri olabilecegi rapor
edilmistir. Aragtiricilar bu bitkilerin fenolik komponentleri olan karvakrol ve timoliin fungal hiicre membranini tahrip
ettigini belirtmislerdir [27]. Vardar-Unlii vd. (2010) ve arkadaslari, 100 klinik C. albicans izolat1 iizerinde yaptiklar1 bir
arastrmada karvakroliin antifungal etkinligini belirleyebilmek i¢in brot mikrodiliisyon testini kullanmiglardir.
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Karvakrol, calisilan tiim izolatlar iizerine %0.125-%0.004 arasinda degisen MIK degerleri ile giiclii bir antifungal
aktivite gdstermistir. Test edilen izolatlarm MiK ve MFK degerleri birbirine benzer olarak bulunmustur [28]. Bizim
cahigmamizda da karvakroliin izolatlar iizerine gosterdigi MIK degerleri %0.005-%0.031 arasmnda degisiklik
gostermistir ve MIK degerleri ile MFK degerleri benzerlik gdstermistir. Manohar ve arkadaslari, kekik yaginm 0.25
mg/ml’de kiiltirdeki C. albicans gelisimini tamamen inhibe ettigini gostermislerdir. 0.125 mg/ml’de %75 gelisim
inhibisyonu ve 0.0625 mg/ml’de >50% oraninda bir gelisim inhibisyonu tespit etmiglerdir [29]. Arastiricilar ayrica
origanum yagi ve karvakroliin, C. albicans’daki ¢imlenme ve miselyal gelisgimini doz bagimli olarak inhibe ettigini
gostermiglerdir. Chami ve arkadaglarnm ratlar tizerinde yaptiklari bir ¢alismada, immiinbaskilanmis ratlarda C.
albicans ile indiiklenerek oral kandidoz olusturulmus ve tedavide karvakrol ve eugenoliin terapétik etkinlikleri
degerlendirilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak nistatin kullanilmigtir. Arastiricilar hem karvakrol hemde
eugenoliin gii¢lii antifungal etkilerini ortaya koyarak oral kandidoz i¢in terapdtik olarak kullanimini énermislerdir [30].
Lima ve arkadaglari, C. albicans izolatlar1 tizerine karvakroliin antifungal aktivitesi ve etki mekanizmasin arastirdiklar
caligmalarinda bitki bilesenlerinin fungal hiicre duvarmi modifiye ederek degil, hiicre membranindaki sterollere
baglanarak etki gosterdiklerini rapor etmislerdir. Ancak bu etki mekanizmasmnin tanimlanmasi ig¢in detayli ¢alismalara
ihtiya¢ bulundugunu belirtmislerdir [31]. Benzer sekilde Rao ve arkadaslari, karvakroliin hiicredeki kalsiyum
homeostasisini bozarak antifungal aktivite sergiledigini agiklamiglardir [32]. Ahmad ve arkadaslar1 karvakroliin
ergosterol biyosentezini tahrip ederek etki ettigini [33]; Chami ve arkadaslar1 (2005) ise plazma membranini bozarak
etki ettigini agiklamislardir. Hala tam olarak agiklanamayan bu etki mekanizmasi hakkma Chaillot ve arkadaslar1 da
karvakroliin C. albicans’da ER stresi olusturarak etki ettigini gostermislerdir [30], [34]. Arastiricilar ER’un mantarlarda
ergosterol, lipid ve hiicre duvar komponentlerinin sentezlenme yeri oldugunu belirterek, ER daki stresin membrandaki
ergosterol ya da diger lipidlerin igerigini bozarak etki ettigini ifade etmislerdir [33]. Bizim TEM deki g6zlemlerimize
gore de karvakroliin Candida hiicreleri tizerine ¢ok giiglii bir etkisi vardir ve bu etki sadece tek hedefli degil belki de
¢ok hedefli olabilmektedir. Sekil 1 B’ de hiicrelerde membran pargalanmig neredeyse sitoplazma kaybolmus ve igerigi
dagilmig durumdadir.

Bu ¢aligmada karvakroliin etkisini hiicre bilylimesi sirasinda sentezlenen ve biyofilm olusumunda da etkin rol
oynayan hiicre duvar proteini Hwpl tizerinden gostermek i¢in elektron mikroskobik bir metot olarak immunogold
etiketleme tekniginden faydalanilmigtir. Literatiirde Candida tizerine yapilan ¢alismalarda bir¢ok bilesiklerin hiicre
duvar proteini lizerine etkisi aragtirilmistir ancak karvakrol ile Candida hiicrelerinde benzer bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamigtir [35], [36]. Rutin olarak elektron mikroskobik incelemelerimizde kullandigimiz glutaraldehit ve
osmiyum tetroksit ile iki basamakli fiksasyon ve ardindan epona gomme iglemleri genellikle immiino-etiketlemeyi
engellemektedir. Bununla birlikte, Kkesitlerin kuvvetli oksitleyici reaktiflerle 6n isleme tabi tutulmasi, bu sorunun
istesinden gelme imkani sunar ve rutin elektron mikroskobik takip islemleriyle gémiilmiis bloklardan geriye doniik
caligmalar igin ideal bir ara¢ saglayabilmektedir. Oksitleyici ajanlarin, osmiyum tetroksit fiksasyonunun etkisini "ters
¢evirdigi" mekanizma belirsizdir [16]. Biz de bu ¢alismamizda oksitleyici ¢6zelti olan %1 periyodik asit sulu ¢ozeltisi
ile oda sicakliginda 4 dakika siireyle muamele ettigimiz kesitlerimizde etiketlemenin basarili oldugunu tespit ettik.
Ancak asit muamelesi kontrol grubu hiicrelerinde de bir miktar hasara sebep olmustur (Sekil 2 A ve B). Meydana gelen
hasarin periyodik asit muamelesinden kaynaklandigi, asit muamele edilmemis kesitlerin saglikli hiicre goriintiide olmast
ile anlagilmigtir. Diger yandan karvakrol uygulanan hiicrelerdeki hasar, kontrol grubuna gore c¢ok daha fazla
bulunmustur (Sekil 2 A ve B).

Sonug¢ olarak, c¢alismamizdan elde edilen sonuglar karvakroliin kandidoz tedavisi i¢in {imit verici bir
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. TEM ile yaptigimiz calismalarda karvakroliin hiicrelere geri
doniisimsiiz bir hasar verdigi ve hem membran inhibisyon mekanizmasmni hem de stoplazmay: ileri derecede
etkileyebildigi tespit edilmistir. Karvakrol belki de Candida infeksiyonlarinin topikal tedavisinde umut verici bir ilag
olarak kullanilabilir. Ancak bu konuda daha kapsamli g¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Diger yandan deney
gruplarinda gozlenen immunogold etiketleme miktarindaki azalma, karvakroliin hiicre biiylime evrelerinde ya da hiicre
duvar proteinleri sentezinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Gelecek ¢aligmalarda etiketlenecek hedef protein
cesitliligi arttirilarak karvakroliin etki mekanizmasinmn aydmlatilmasina 151k tutabilecek kiymetli veriler elde edilebilir.
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