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OZET

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Candida Tiirlerinin Antifungal Duyarhliklarinin
Mikrodiliisyon Yontemi fle Arastirilmasi

Amag: Bu calismanmn amaci, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda kan kiiltiirlerinden izole edilen, kandida
tiirlerinin antifungal duyarliliklarinin mikrodiliisyon yontemi ile arastiriimasidir.

Materyal ve Metot: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi
T1bbi Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 50 kandida susu
calisma kapsamina alindi. Tiirlerin antifungal duyarliliklart kolorimetrik bir yontem
olan Sensititre YeastOne (Trek Diagnostic Systems, ABD) sistemi kullanilarak
mikrodillisyon yontemiyle arastirildi.

Bulgular: Kandida suslarimin tamaminda minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIK) araliklari, amfoterisin B icin; 0,12-2 ug/ml, flukonazol igin; 0,12-256 pg/ml,
vorikonazol i¢in; 0,008-8 pg/ml, kaspofungin igin; 0,015-0,5 pg/ml, anidulafungin igin;
0,015-2 pg/ml, mikafungin i¢in; 0,008-2 pg/ml, flusitozin igin; 0,006-8 upg/ml,
posakonazol i¢in; 0,008-8 pg/ml, itrakonazol i¢in; 0,015-16 pg/ml olarak belirlenmistir.

Sonug: Elde edilen diisiik MIK degerleri goz 6niine alindiginda; anidulafungin,
mikafungin, kaspofungin, flusitozin, posakonazol, vorikonazol, itrakonazol ve
amfoterisin B’nin kandida suslarina karsi etkin olabilecegi ve flukonazole direncli
suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif ila¢ olarak kullanilabilecekleri
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, kandida, mantar, maya, mikrodiliisyon
yontemi, Sensititre YeastOne



ABSTRACT

Investigation of Antifungal Susceptibilities of Candida Species Isolated From
Blood Cultures by Microdilution Method

Aim: The purpose of this study is to investigate the antifungal susceptibility of
Candida species isolated from blood cultures by microdilution method at Atatiirk
University Medical Microbiology laboratory.

Material and Method: 50 candida species isolated from blood cultures in
Atatlirk University Medical Microbiology laboratories were included in the study.
Antifungal susceptibilities of the species were investigated by microdilution method
using a colorimetric method, Sensititre YeastOne (Trek Diagnostic Systems, USA)
system.

Results: In all candida species, minimum inhibitor concentration (MIC) ranges
have been found as follows: for amfoterisin B; 0,12-2 pg/ml, for fluconazol; 0,12-256
pug/ml, for voriconazol; 0,008-8 pg/ml, for caspofungin; 0,015-0,5 pg/ml, for
anidulafungin; 0,015-2 pg/ml, for micafungin; 0,0082 pug/ml, for flurositozin; 0,006-8
pg/ml, for posaconazol; 0,008-8 pg/ml, for itrakonazol; 0,015-16 pg/ml.

Conclusion: Considering the low MIC values obtained; it has been concluded
that anidulafungin, micafungin, caspofungin, flucytosine, posaconazole, voriconazole,
itraconazole and amphotericin B may be effective against candida species and may be
used as an alternative medicine in the treatment of infections caused by fluconazole
resistant species.

Key Words: Antifungal, candida, fungal, microdilution method, Sensititre
YeastOne, yeast
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1. GIRIS

Diinyada genis yayilim gosteren mantarlar saglikli kisilerin deri, sindirim sistemi
ve genitoliriner sistem dogal florasinda bulunmaktadir.™? Dogal flora iiyelerinin ¢esitli
hazirlayici faktorler varliginda etken hale gegmesine firsatg1 enfeksiyon, bu
enfeksiyonda etken olan mikroorganizmaya ise firsat¢i patojen denilmektedir.*

Karsinom, diabetes mellitus, yashlik, ekonomik sartlarin kotiligl, asir
sismanlik, gebelik, kemoterapi, yogun sitotoksik tedaviler, genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanimi, radyasyon, hiicresel immun yetmezlik, nétropeni, agir
yaniklar, narkotik bagimlilik, protezlerin ve parenteral beslenmenin genis c¢apta
uygulanmasi, invazif girisimler, kemik iligi ve solid organ nakilleri olan kisilerde
uygulanan teknikler ve terapiler'* firsat¢1 patojenin etken hale ge¢gmesinde rol oynayan
hazirlayici faktdrler arasinda yer almaktadir.*

Immunsupresiflerde en sik goriilen fungal patojenlerin mayalar oldugu ve
mayalar arasinda da en yiiksek oranda kandidalara rastlandig: bildirilmektedir.* Son 20
yilda hastane orijinli mantar enfeksiyonlarinda 2-12 kat artis goriilmiistiir.” Bu
enfeksiyonlarin %80'inin etkeni kandida tiirleridir ve biitlin hastane enfeksiyonlarinin
%5'inden de sorumlu tutulmaktadirlar.® Antifungal tedavi segenekleri ¢ogalmasina
ragmen, hastane kaynakli kandidemili hastalarda mortalite oranlari halen %33’{in
iizerinde yer almaktadir.”

Genel olarak kandida enfeksiyonlarina kars1 "dogal direng" vardir. Konak hiicre
hasarii kandidalarin virulans faktorleri ve savunma mekanizmalari aracilif ile verilen
konak immun yamti belirler.® Bagisikligi yenebilmek igin tiire ve kokene bagli bazi
faktorler birlikte gorev alirlar. Patojenite kriterleri adi1 verilen bu faktorler kandidalarin

9,10

virulansin1 belirler. Yapilan arastirmalarda kandida enfeksiyonlarinda proteaz,

esteraz, fosfolipaz ve slime iiretimi gibi viriilans faktorleri arastirma yapanlarin



dikkatini ¢ekmistir.'* Bunlardan en onemlilerinin, konak hiicre ile dogal olmayan
yiizeylere adezyon ic¢in gerekli olan slime faktor ve epitel hiicrelerinin igine girerek
derin dokulara dogru yol almada rol oynayan proteinaz ve fosfolipaz enzimleri oldugu
diisl'iru'ilmektedir.12 Enfeksiyonlarin patogenezini agiklamak i¢in bir¢ok invitro test
gelistirilmis ve hayvan modellerinde olusturulan enfeksiyonlar ile konak savunmasi ve
virlilans faktorlerinin 6nemi ortaya konulmustur. Boylece tedavi icin yeni segenekler
arastirilmaya baslamlmls‘ur.13

Glinlimiize kadar kabul edilmis, yaklasik 200°den fazla kandida tiirii vardir.
Onceleri bu cins icinde sadece Candida albicans (C. albicans)’m patojen oldugu
diisiiniilmistlir. 1960’lardan sonra 15 tiiriin patojen oldugu kabul edilmistir.16 Tim
kandidozlarda en fazla elde edilen tiir C. albicans’tir."’

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan 1992 yilinda
mayalar i¢in teklif edilen standart makrodiliisyon yontemi ile bu alanda ciddi mesafe
katedilmistir. Fakat uygulanan makrodiliisyon yonteminin gergeklestirilmesinin zaman
ve pratiklik agisindan uygun olmamasi sebebiyle alternatif yontem arayislari son
bulmamaistir. Bu taramalarin sonucunda, daha kolay ve kisa zamanda sonug alinabilen
mikrodillisyon yontemi gelis‘tirilmistir.18

Calismamizda kan kiiltiirlerinden izole edilmis kandidalarin; Sensititre YeastOne
TREK Diagnostik Sistem, ABD (SYO) adi verilen kolorimetrik kit kullanilarak
anidulafungin, mikafungin, kaspofungin, flusitozin, posakonazol, vorikonazol,
itrakonazol, flukonazol ve amfoterisin-B ye karsi duyarliliklarinin mikrodiliisyon

yontemiyle arastirilmasi amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mantar Simiflamasinda Kandidalarin Yeri ve Genel Ozellikleri

Cok eski zamanlardan itibaren mantarlarin deri, sa¢ ve tirnaklarda hastaliklar
meydana getirmeleri hekimlerin dikkatini ¢ekmis olsa bile mantarlar hakkindaki 6nemli
bilgiler, bilimsel alandaki gelismelere bagli olarak 19. Yiizyilda elde edilmeye
baslammlstlr.l9

Yunanca ‘mykes’ kelimesinden tiiretilen mikoloji ile ilgili ilk bilgiler
Hippocrates ve Galen’in yasadiklari zamanlarda, muhtemelen pamukcuk oldugu
diisiiniilen oral lezyonlarin tarif edilmis oldugu yazilara kadar dayanir. Rosen von
Rosenstein 1771°de pamuk¢ugun oOzellikle yenidoganlarda goriilen bir hastalik
oldugunu agiklamistir, Veron 1835 yilinda yenidoganlarin bu enfeksiyonu dogum
kanalindan gegtikleri sirada aldiklarini ortaya koyrnustur.zo’21

Mantarlar 6karyotik, klorofilsiz, absorbsiyonla beslenen tek ya da ¢ok hiicreye
sahip, kitin ve seliiloz barindiran sert bir duvar yapisina sahip mikroorganizmalardir.
Morfolojik olarak maya veya kiif g(ilrl’jnijmfmdedirler.22

Mantarlar homojen olmayan mikroorganizmalardir. Ureme hizina etki eden
faktorler; oksijen, sicaklik, pH, besiyeri bilesimi gibi degiskenlerdir. Cogalmalar1 i¢in
organik bir azot ve karbon kaynagima ihtiya¢ duyarlar. Bir¢ok mantar tiirii glukozu
rahatlikla pargalayabilir. Bu yiizden mantarlarin ¢ogaltilmasinda tercih edilen ortamlarin
hepsinde glukoz vardir. Mantarlar aerop mikroorganizmalar oldugu i¢in, numunelerin
aktarilma islemi ve kiiltiirleri, aerop kosullara uygun olarak gerceklestirilmelidir. Birgok
mantarin ideal ¢ogalma pH’1, 6.8-7 ve ideal ¢ogalma sicakligi, 25-35°C’dir. Mikoloji
laboratuvarinda mantarlar i¢in zenginlestirilmis, secici ve ayirict 6zellikte olan cesitli
23,24

besiyerleri kullanilir.

Mayalar; blastospor, klamidospor, ¢imlenme borusu, artrospor ve kapsiil adi



verilen yapilar olustururlar. Bunlar tiir tayininde 6nem arzeder. Mayalar kiiltiirlerinde
krema kivaminda, yuvarlak, smirlar1 diizenli koloniler olustururlar. Kapsiilii olanlarda
mukoid koloniler goriiliir. Mayalar makroskobik ve mikroskobik morfolojik karakterleri
ve biyokimyasal o6zelliklerine goére tiir diizeyinde identifiye edilirler. Genel olarak
seksiiel ozelliklerine gore ikiye ayrilmaktadirlar. Gergek/tam mayalar seksiiel {irer ve
askospor veya basidiospor gelistirirler. Kusurlu ya da maya benzeri mantarlar ise
yalnizca aseksiiel olarak iirerler.?#%

Kandidalar, Deuteromycota smifinda, Cryptococcoles takiminda,
Cryptococcoceae ailesinde ve Candida cinsinde siniflandirilan, blastosporlarla ¢ogalan,
yalanct micel yapan, gercek micel yapmalar istisna olan bir grup amorf olmayan
mayalardlr.26

2.2. Kandida Tiirleri ile Gelisen Enfeksiyonlar

Kandidoz ile karsilasilma sikliginda genel olarak bir artis vardir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde yapilan epidemiyolojik bir ¢alismada,”’ 1980’li yillara
gore 1990’11 yillarda kandidemi insidansinda yaklasik bes katlik bir artig saptanmistir.
Hastane enfeksiyonu etkeni olarak da; sepsislerin % 8’inden kandida tiirleri
soyutlanmls‘ur.28

Kandida tiirleri firsatg1 patojenlerdir. Cevresel, bireysel sartlarin organizma
aleyhine ilerledigi zamanlarda hafif yiizeysel enfeksiyonlardan, agir enfeksiyonlara
kadar uzayan ¢esitli senaryolara sebep olabilir. Baz1 sartlarin degisimi (fazla terleyis,
vajende pH degisikligi gibi), hormonal degisiklikler, kortikosteroid benzeri bagisiklik
sistemini baski altina alan ila¢ kullanilmasi, kanser ve AIDS benzeri immun yetmezlik
olusturan hastaliklar kandida enfeksiyonlarmin gériilme oranini arttirir.?*

Kandida tiirleri deri ve deri eklerinde, mukozalarda hastaliklar olusturmakta ve

ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde ciddi sistemik enfeksiyonlara neden



olmaktadir. Tablo 2.1°de kandida tiirleri ile gelisen enfeksiyonlar zetlenmistir.® C.

albicans en sik goriilen kandidoz etkenidir.**** Hem endojen hem de ekzojen yolla

enfeksiyona yol agabilir. Ancak uzun zamandan beridir diger kandida tiirlerinde de

goreceli bir artig olmustur.*” Bu durum antifungal ajanlarin profilaktik ve ampirik

kullaniminin yayginlagsmasi ile iligskilendirilmektedir.

Tablo 2.1. Kandida tiirleri ile gelisen enfeksiyonlar.®’

Kutan6z kandida enfeksiyonlari
» Erosia interdigitalis blastomycetica
> Intertrigo

» Paronisi ve onikomikoz

Kronik mukokutan6z kandidoz

Mukozalarin kandida enfeksiyonlari

» Pamukguk (oro-faringeal kandidoz)
» Kandida 6zafajiti

» Mide-barsak kandidozu

» Kandida vajiniti

Kandidemiler

Derin organ kandidozlar1
» Lokal derin organ enfeksiyonlari (Genellikle kateter ve santlarla iligkili)
» Yaygm enfeksiyonlar

2.3. Kandida Enfeksiyonlarinin Patogenezi

Genellikle kandidoz gelisiminden once florada yer alan mantarlar, sayica

fazlalagir ve bu yerlesmenin ardindan enfeksiyon olusur. Yiizeyel kandidozlarda,

kandida mukoza veya derinin siirekliliginin dagildig: taraftan yalanci hifler yardimi ile

doku ig¢ine yerlesir, tomurcuklanma yolu ile meydana gelen blastokonidyumlari

yardimiyla dokuya yayilir. Derin ya da sistemik kandidozlarda genellikle birinci olarak

gastrointestinal sistemde kolonizasyon olusur ve buradaki mukozayi asarak kana ulagan



mantarlar, fagositik aktifligi yeterli seviyede olmayan bireylerde neredeyse biitiin organ
ve sistemlere yerlesebilir.*®

Dogal bakteriyal floramiz, deri ve gastrointestinal sistem mukozasinin
devamlilig1 ve hiicresel bagisiklik, kandida enfeksiyonlarina karst koruma saglayan
baslica konak faktorleridir.®

Dermis veya kan dolagimina ulasan kandidalara kars1 polimorfoniikleer 16kositler
savunmaya gegerler. Monositler ile eozinofiller de fagositozda gorev alirlar. Ayrica
doku makrofajlart ile birlikte retikiiloendotelyal hiicreler de kandidalar1 6ldiirebilirler.”
Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon sistemi fagositlerin kandidalar1
yok etmelerindeki baslica mekanizmalardir, kimotripsine benzeyen katyonik proteinler
iretip zar gecirgenligini artirarak da etkide bulunurlar. Isiya duyarli veya direncli
opsoninler de kandidalarin fagositozunu kolaylast1r1rlar.37’39

Dogal bagirsak florasinin, patojen bakterilerle kolonizasyonu engelledigi bilinen
bir gercektir. Konakta anaerobik bakteriler en ciddi koruma kismini meydana getirir.
Insanlarda mayalar dahil mikroorganizmalarm kan dolasimina gegisinde tercih edilen en
onemli yol gastrointestinal sistemdir. Kandida’nin intrensek motilitesi olmamasina
ragmen, saglikli kisilerde agiz yolu ile alindiktan bir miiddet sonra bagirsak liimeninden
transloke olabilecegi bilinmektedir.*

Hiicresel immiinite elemanlar1 olan T lenfositler deri ve mukoza yiizeyindeki
kandidalarin sistemik enfeksiyon meydana getirmesine engel olurlar. Bu yiizden
kandidalarin enfeksiyon olusturmasi i¢in konak organizmada hastalik olusturucu bazi
sebeplerin birlikte olusmasi gereklidir. Bu faktorler; uzun stireli antibiyotik kullanimi,
hiicresel immiin yetmezlikler, diabetes mellitus benzeri kronik hastaliklar, bagisiklik
sistemini baskilayan ilaglarin kullanilmasi, nétropeni, organ nakilleri, gastrointestinal

operasyonlar, hamilelik, dengesiz ve yetersiz beslenme, yaslilik, malignite, uzun siireli



kateterizasyon, agir yaniklar, damar i¢i ilag kullanimi ve kemoterapi uygulamasina

benzer problemler sayllabilir.39‘41'43

Kandidoz ti¢ bigimde gerg¢eklesebilir;

1. Yerlesik florada bulunan mikroorganizmalar, besinleri biiyiik bir hizda
tiikketip, ¢evresel sartlar1 kandidalar i¢cin miisait olmayan bir hale getirir veya
zararli maddeler meydana getirerek kandidalarin ¢ogalmasinin Oniine set
ceker. Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi sonucunda florada yer
alan bakteriler azalirken mantarlar sayica artarak kolonize olur ve devaminda
enfeksiyon ortaya ¢ikabilir.**

2. Konak savunma sisteminde yiizeyel savunma yani saglam deri biitlinliigii ilk
savunma sistemlerindendir. Deri yaralanmasina neden olan olaylar saglikli
olan kisilerde dahi kutandz kandidoza neden olabilir.***

3. Bagisiklik sisteminin baskilandigi, notropeni gibi fagositer fonksiyonlarin
bozuldugu derin veya sistemik kandidozlarda genellikle ilk olarak
gastrointestinal sistemde kolonizasyon ortaya cikar ve buradaki mukozay:
asarak kana ulasan kandida, fagositik etkinligi yeterli seviyede olmayan
hastalarda neredeyse biitiin organ ve sistemlere yerlesebilir.*’

2.4. Kandidalarin Laboratuvar Tanisi

Kandidalar normal florada da yer aldiklarindan dolayi, laboratuvarlarda

karsilasilabilecek en biiyilik problemlerden birisi, klinik 6rneklerde iireyen kandidalarin

klinik bir degerinin olup olmadigini belirlemek ve rapor edilip edilmemesine karar
vermektir. Bu sebeple, laboratuvar verilerinin dogru degerlendirilebilmesi i¢in 1iy1 bir
klinik, laboratuvar isbirliginin kurulmasi gerekir.*®*’

2.4.1. Primer Izolasyon

Primer izolasyon i¢in laboratuvarlarda en fazla tercih edilen besiyeri Sabouraud



Dekstroz Agar (SDA)’dir. Primer izolasyon besiyerlerinin igerigine, bakterilerin ve
hizla ¢ogalan kiiflerin tiiremesini baski altina alarak secicilik saglamak {izere
antimikrobikler eklenebilir (sikloheksimid, kloromfenikol, gentamisin gibi). Kiiltiir i¢in
alman ornekler uygun besiyerine ekildikten sonra 26°C ve 37°C’de ayr1 ayri inkiibe
edilirler. Kandida tiirleri genel olarak 24 saat i¢inde koloni olustururlar, fakat 48 saatte
kolonileri daha net bir goériinim alir. Meydana gelen kolonilerden Gram boyasi
yapilarak, Gram pozitif maya hiicresi olup olmadiklar1 kontrol edilir.*0%

2.4.2. Identifikasyon

Genellikle kandidalarin tanimlanmasi makroskobik ve mikroskobik yontemler ile
morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve biyokimyasal karakterlerinin degerlendirilmesi
ile yapilir. Koloni rengi/goériintiisii, hif/yalanci hif {iretimi, ¢imlenme borusu veya
klamidospor meydana getirme ozellikleri, blastosporlarin yapisi veya yerlesim sekilleri
gibi Ozellikleri degerlendirilir. Sekil 2.1°de takip edilecek yol kisaca gosterilmistir.

Biyokimyasal olarak ise karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyonu, iire hidrolizi ve

nitrat asimilasyonu 6zellikleri degerlendirilir.*®



Maya

Germ Tiip Testi
e T~
(+) *O
C. albicans, C. dubliniensis Mistrunu-Tween 80
Agarda morfoloji
Pzeudohf Pzeudohuf Sadece
ve ve blastokonidva
blastokonidya Klarmdospor
Candi}a Spp. C. albicans
Kapsﬁi var Kapsill vok
Inozitol (+) Inozitel (-) Aslus var Askus vok
Cryptococcus Rhodotorula Saccharomyces  Torulopsis

Sekil 2.1. Maya ve benzeri mantarlarin ilk identifikasyonunda pratik yaklaslm.“9

2.4.2.1. Germ Tiip Testi

Kandidalarin tanimlanmasinda kullanilabilecek ilk testtir. Reynolds-Braude
belirtisi olarak da isimlendirilir. Kandidalarin serumlu ortamda germ tiipii (¢imlenme
borusu) olusturabilme 6zelligi incelenir. Kisa siirede sonu¢ veren, uygulanis1 pratik, C.
albicans’1 diger kandidalardan ayirmaya imkan veren basit ama ¢ok 6nemli bir testtir.
Fakat C. albicans orneklerinin tamaminda pozitif olmamasi ile birlikte yalanci pozitiflik
de goriilebilmektedir. C. albicans érneklerinin %95-97’si germ tiip olusturur.™
Germ tlip testi i¢in insan serumu, s1gir serumu, yumurta albumin, koyun serumu,

koagiile tavsan plazmasi gibi farkli tiplerde peptonlu ortamlar kullanilabilir. Genel

olarak en sik insan serumu kullanilir. Cimlenme borusu olarak da adlandirilan germ tiip



olusumunu gorebilmek i¢in, test edilecek sus, insan ya da tavsan serumu igerisine ekilir
ve 37°C’de en fazla 3 saat beklemeye birakilir. Inkiibasyon sonunda, bu karisimdan bir
damla alimarak 40X objektif ile goriintiilenir.***®>

Germ tiip olusturan kandida tiirleri C. albicans ve C. dubliniensis’tir. C.
dubliniensis, fenotipik ozellikleri C. albicans’a benzeyen ve C. albicans’tan kesin
olarak ayrilmas1 molekiiler yontemlerle miimkiin olabilen bir tiirdiir. Izolasyon orani
oldukea diisiiktiir.>® Bu benzerlikten dolay1, germ tiip olusturan suslar rutin mikoloji
laboratuvarlarinda C. albicans olarak tanimlanabilir.***? Germ tiip olusturan iki tiire ek
olarak, C. stellatoidea da sayilabilir. C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr gibi tiirlerde de
yalanci ¢imlenme borusu olusumu gé')rl'ilebilir.45’49’53

Cimlenme borusu, blastospordan kaynak alan, orjin kisminda hi¢ daralma
olmayan ve sonuna kadar hi¢ siskinlik gdstermeyen ipliksi bir yap1 olarak goriiliir. En
kayda deger 6zelligi, maya hiicresinden ¢ikis noktasinda bogum olmamasidir. Bogum
olmamasi, germ tiipiin psddohiften ayrilmasina yardimci olur. Yalanci germ tiipte de
daha iri bir blastospor bulunur ve hif ile baglanma kismimin daha dikkat ¢ekici oldugu
gézlenir.“s’53

2.4.2.2. Hif, Blastospor ve Klamidospor Yapimi

Hif, yalanci hif, blastospor ve klamidospor olusturabilme 6zellikleri mikroskobik
olarak degerlendirilir. Misir unlu agar gibi besin bakimindan zengin olmayan
besiyerlerinde mayalarin olusturdugu blastospor, yalanci hif, gercek hif ve klamidospor
varligi kandidalarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bunun i¢in Piring ekstresi-
Tween 80 agar, Misir unlu-Tween 80 agar besiyerlerinden birisinde incelenen maya
kolonisinden bir miktar alip, igne 6ze yardimu ile birbirine paralel ¢izikler halinde ekilir.

Ekim alani1 tizerine temiz bir lamel yerlestirilerek besiyeri 26°C'de 24-72 saat

bekletilir. 4535
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Besiyeri iizerine kapatilan lamelin; ortamin oksijen miktarmi diisiirmesi ve
Tween-80’in yiizey gerilimini azaltmasi, klamidospor ve yalanci hif iiretimini arttirir.
C.albicans’in olusturdugu klamidosporlar yalanci hiflerin ucunda, ortasinda ya da
yaninda yerlesmis; yuvarlak diizgiin kenarli, sitoplazmasi yogunlagsmis, c¢evre
kosullarina dayanikli bir yapidadir. Yillarca sadece C.albicans’in tespitinde tercih
edilen misir unlu agarda baska maya tiirleri de mikroskobik morfolojik karakterlerine
gore belirlenebilmektedir.*>>3

2.4.2.3. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Oksijenli ortamda mayanin spesifik bir karbonhidrat1 tek karbon kaynagi olarak
kullanmasi Ozelligine gore tiir diizeyinde belirlemeye yardim eder. Karbonhidrat
asimilasyon testi Wickerham-Burton yontemi, oksanografik yontem ve ticari
tiplendirme Kitleri gibi farkli yontemler kullanilarak yapilabilmektedir. Kandidalarin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan ticari kitler daha kisa zamanda sonuglanmasi ve
kolay uygulanabilmesinden dolay: fazlaca tercih edilmektedir.>*>®

Hem sik, hem de az rastlanan tiirleri 4 - 72 saat gibi kisa siirede identifiye eden
bu sistemlerin her biri biyokimyasal testleri farkli bir prosediirle kullanir. Bunlardan
bazilar1 API 20C AUX (bioM¢érieux, Fransa), API ID 32C (bioMérieux, Fransa) ve BBL
Minitek Yeast Set (Becton Dickinson, ABD), APl Yeast identification System
(Analytab product), Uni Yeast Tek (Row Laboratories), Abott Yeast identification
System (Abott Diagnostic), RapID Yeast Plus system (Innovative Diagnostics Systems),
API Candida (bioMerieux) gibi ticari kitlerdir.>*>°

2.4.2.4. Nitrat Asimilasyon Testi

Nitrat asimilasyon testi karbonhidrat asimilasyon testine benzer bir testtir.

Mayalarin nitrojen kaynagi olarak nitrati kullanma yeteneklerini ortaya ¢ikarmaktadir.>®

2.4.2.5. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri
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Fermantasyon, karbonhidratlarin etanol ve CO, {iretimiyle sonuglanan anaerobik
kullaninmidir. Karbonhidrat fermantasyonu Modifiye Wickerham Yontemi ile
yapilabilmektedir. Gaz olusumu ve pH’da degisiklik olmamas1 fermentasyon varligini
gosterir. Test, birgok kandida tiiriiniin Kriptokok ve Rodatorula gibi non-fermantatif
tiirlerden ayirt edilmesinde de kullanilmaktadir.>

2.4.2.6. Ureaz Testi

Mayalarin iireyi hidroliz etmeleri iireaz aktifligini gosterir. Kandida tiirlerinin,
diger maya tiirlerinden ayrilmasinda kullanilir. Trichosporon tiirlerinin  biiyiik
cogunlugu, Kriptokok ve Rhodokok tiirleri iireaz pozitif iken, klinik 6rneklerden elde
edilen kandida tiirlerinin nerdeyse tamami; C. lipolytica ve C. krusei’nin bazi suslari
harig, lireaz negatiftir. Uygun substratlarin varliginda, iireaz enzimi, iireyi pargalayarak
amonyak meydana getirir. Olusan amonyak pH’in artmasma sebep olur, bu da renk
indikatoriiniin (fenol kirmizisi) kehribar renkten, pembeye dogru renk degistirmesi ile
anlaslhr.S3

2.4.2.7. Hizh Trehaloz Testi

Hizli trehaloz testi, flukonazole azalmis duyarliligi nedeniyle hizh
tanimlanmasinin 6nem kazandigi C.glabrata’nin 3 saat igerisinde identifikasyonuna
imkan veren bir testtir. CLSI, C. glabrata’nin trehalozu asimile etmesine dayanan hizli
bir test prosediiriinii, M35-A dokiimani adi altinda yaymlamistir. SDA disinda
kullanilan besiyerlerinden alinan 6rneklerde yanlis pozitif sonuglar elde edilebilir, ancak
C. glabrata’nin morfolojik olarak ¢imlenme borusu ve psddohif olusturmamasi ve
kiiciik hiicre boyutlariyla desteklenmesi durumunda, bu ihtimal azaltilabilir.
GLABRATA RTT (Fumouze Diagnostics, Levallois-Perret, France) trehaloz ve maltoz
hidrolizini birlikte yapan bir testtir. C.glabrata trehalozu saatler icerisinde hidroliz

ederken, ¢ogu kandida tiirii tarafindan hidrolize edilen maltozu hidroliz etmez. Glabrata
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Quick (Hardy Lab, USA), Trehalose Test=RAT Test (Scientific Device Lab, USA) 30
saniye gibi kisa bir silirede sonug¢ almaya imkan saglayan diger ticari kitlerdir.>

2.4.2.8. Kromojenik Besiyerleri

Kromojenik agar besiyeri kullanilarak bir veya birka¢ kandida tiiriiniin olasi
tanis1 yapilabilmektedir. Kromojenik besiyerleri, c¢esitli kandida tiirlerinin iirettigi
enzimlerle reaksiyona giren tiire 6zgli kromojenik substratlar igerir ve cogalan
kolonilerin rengi tiire 6zgii olarak degisir. CHROMagar Candida (CHROMagar France;
Paris, France), Candida ID (bioMerieux) CandiSelect (Bio-Rad, France) ticari
kromojenik olan besiyerlerinden bazilaridir.>®

2.4.3. Kiiltiir Dis1 Tam1 Yontemleri

Mikolojik problemlerin tanimlanmasinda mikrobiyolojik ve histopatolojik
incelemeler ile birlikte serolojik testler de kullanilir.>® Antijen Ol¢iimii kandidoz
olgularinda, antikor 6l¢iimiine gore daha faydahdir.”’

Invaziv kandida enfeksiyonlarmin belirlenmesinde kiiltiir yontemlerinin fazla
duyarli olmamasi arastirmacilart serolojik testler konusunda caligmaya tesvik etmistir.
Serolojik teknikler; 6zellikle hassas goriintiileme teknikleri ile beraber tarama araglari
olarak kullanildiklarinda, invaziv kandida enfeksiyonlarinin kisa zamanda tanisina
yardimci olmaktadir.>®

Invaziv kandida enfeksiyonlarmin serolojik tanisinda antikor tarama
sonuglarinda pek de istenilen sonuclar elde edilememistir. Yalmizca kolonizasyon
gerceklesmesi halinde antikorlarin belirlenmesi testlerin 6zgiilliigiini azaltmaktadir.
Bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde invaziv kandida enfeksiyonlarinda bile antikor
olusmamas1 veya sagaltima bagli antikor seviyelerinin azalmasi testlerin hassasligini
diisiirmektedir. Invaziv kandida enfeksiyonu klinik bulgularinin varliginda, art arda

verilen serumlarda antikor seviyesinin artisa devam etmesi durumunda enfeksiyonun
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lehine  olarak  degerlendirilebilir. ~ Ayrica  antijen  testleri ile  topluca
degerlendirildiklerinde taniya destek olabilirler.?2%®

Serumda veya viicut sivilarinda mantar antijenlerinin veya metabolitlerinin
arastirilmasina yonelik testler invaziv fungal enfeksiyonlarin serolojik tanisi i¢in daha
kiymetli yontemlerdir. Bu hedefe yonelik olarak i1siya duyarli antijen, mannan, D-
arabinitol ve enolaz arastirilmaktadir.>®® En cok tercih edilen test mannan antijen
testidir.°*®® D-arabinitol aslinda bazi kandida tiirlerinin metabolik iiriiniidiir. Sistemik
kandidozlu hastalarin idrarlarinda seviyesi artar. Test birden fazla sayida tekrarlanirsa,
duyarhihik ve ozgiilliik orani artar.®* C. krusei ve C. glabrata D-arabinitol metabolitini
tiretmediklerinden dolay1 bu iki etkenin enfeksiyonlarinda gérﬁlemez.59’62

Enolaz diger antijen testlerine gore biraz daha iimit vericidir. Ardisik olarak
alinan kan numunelerinin aranmasinin duyarlilig1 artiracagi kabul edilmektedir. Ayrica
enolaz kandida tiirleri i¢in olduk¢a o6zgilin olup ylizeyel kandidozlarda goriillmemesi
kayda deger bir avantaj dir.®

1,3-B-D-glukan kandida ve aspergillus tiirleri basta olmak iizere bircok maya ve
kiif mantarinin hiicre duvarinda goriilen bir molekiildiir. Prokaryotlar, virlisler ve
insanlarda bulunmaz.®

2.4.4. Molekiiler Tam Yontemleri

Fungal DNA tespiti, antikor saptayan tekniklere gore immun sistem
fonksiyonundan ayridir ve antikor cevabir meydana gelmeden erken teshisi saglayabilir.
Molekiiler testlerin bir diger faydasi, birden ¢ok etkenin sebep oldugu enfeksiyonlarda
organizmalar! tiir bazinda belirleyebilme yetenekleridir.®®

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kan numunelerinde 1 CFU/ml’ye kadar

mantarlari tespit etmede duyarli oldugu bildirilmektedir.®® Mikolojide molekiiler

yontemlerin mantarin  klinik numunelerde varligin1 tespit ve/veya tanimlama
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caligmalarinda, epidemiyolojik sebeplerle numuneler arasinda genotipik ayriliklarin
belirlenebilmesinde, antifungal direng gibi viriilans faktorlerinin varliginin genotipik
olarak saptanmasinda, genom baz dizisi ve mutasyon analizlerinde, klinik Ornekte
bulunan fungusun canliliginin ortaya c¢ikarilmasinda ve filogenetik (taksonomik)
incelemelerde kullanildigi goriilmektedir. Fungal yiikiin az oldugu, kiiltiir ve serolojik
taninin halen yetmedigi donemde, PCR temelli tan1 tekniklerinin ¢ok daha yararli
olacagi diisiiniilmektedir.®’

Kandida tiirlerinin tanisinda tercih edilen PCR testi i¢in hedef bolgeler; 6n
cogaltma ve ileri tammlama igin kullanilanlar olarak iki gruba ayrilabilir. On
cogaltmada tiim mantarlar i¢in ortak, ¢cok tekrarli ve ileri derecede korunmus 18S, 5.8S
ve 28S rDNA alt iiniteleri ya da mitokondri DNA’s1 (mDNA) kullanilir.%®

2.5. Antifungal Ajanlar

Ik defa 1903 de bir sporotrikoz olgusunda iyodidlerin ve 1939°da dermatofitler
i¢in griseofulvinin kullanimindan sonra, 1950’1 yillara kadar antifungal tedavide ¢ok
biiyiik bir ilerleme kaydedilmemistir. 1950 yilinda nistatin, 1956’da Amp-B, 1964°de
flusitozin ve 1960’11 yillarin sonlarinda da azoller antifungal tedavide tercih edilmeye
baslanmlstlr.69

1970’1li yillarin sonlarmma dogru intravendz mikonazol ve oral ketokonazol
tedavide kullanilmaya baslanmistir. 1980°lerde triazoller ile sistemik antifungal tedavi
alternatifleri artmistir. Son zamanlarda yeni triazoller, Amp-B’nin lipozomal tiirevleri,
ekinokandinler, nikkomisinler, pradimisin ve analoglar1 gibi yeni antifungaller de
gelistirilmistir. Antifungallerin ve immunodiilator ajanlarin birlikte kullanilmasi da
fungal enfeksiyon tedavisinde glindeme gelmistir. Ayrica, antifungallerin yaygin olarak
kullanilmasindan dolay1 da direncli fungal patojenler goriilmeye baslanmustir.*®

Mantarlarin da insanlardaki gibi 6karyotik hiicre yapisina sahip olmasi ve fungal
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hiicrelere selektif toksik etkili ajan bulunmasindaki giigliikten dolayr fungal
enfeksiyonlarin tedavisi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinden daha zordur.
Enfeksiyonun patogenezini daha iyi 6grenebilmek icin potansiyel hedefleri belirlemek
gerekir. Insan hiicrelerini hasara ugratmadan maya hiicrelerini secici olarak inhibe
edebilen antifungal ajanlar zc:{elistirilmistir.69 Antifungal ajanlar ve etki mekanizmalari
Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Antifungal ajanlar ve etki mekanizmalari®

Antifungal ajanlar Etki mekanizmasi

Polyenler (Nistatin, Amfoterisin B, AB Lipit  Mantar hiicre duvari ergosteroliine

Kompleks (ABLC), AB colloidal baglanarak hiicre duvari gegirgenligini

Dispersion (ABCD), Lipozomal AB) artirir ve Ozellikle hiicre i¢i K+ kaybi
hiicrenin canliligini yitirmesine neden olur.

Azoller Lanosterol 14a demetilaz inhibisyonu

Allilamin  ve tiyokarbamatlar Oksidoskualen siklaz inhibisyonu

Morfolin, amorolfin Sterol 14 rediiktaz ve 7- 8 izomeraz
Inhibisyonu

Pirimidin 5 florourasile doniiserek RNA’nin, timine

doniiserek DNA’nin yapisini bozar.

Ekinokandinler 1- 3 beta D-glukan sentetaz inhibitorii
Polyoxinler Hiicre duvarinda kitin sentez inhibitorii
Pradimisinler Mannan sentez inhibitorleri

2.5.1. Polyenler

Polyen grubu antifungallerde yasami tehdit eden ve sistemik mikozlarin
tedavisinde tercih edilenler arasinda Amp-B (ve lipid formlari+) ile topikal olarak
kullanilan nistatin ve natamisin (pimarisin) yer almaktadir.”®"

Polyen grubu antifungaller en 6nemli hiicre membran sterolii olan ergosterole

tutunarak hiicre membran yapisini, dolayisiyla hiicrenin ozmotik biitiinligiinii hasara
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ugratlrlar.l'70

Sistemik mikozlarin iyilestirilmesinde ©onemli oOl¢lide kabul goren Amp-B
nefrotoksik etkilidir. Bu sebeple nefrotoksik etkisi az ve bobreklerden atilim hizi yavas
olan lipit gesitleri (Amp-B lipit kompleksi, kolloidal dispersiyon ve lipozomal Amp-B)
gelistirilmistir.""> Amp-B’nin etki alani genistir. Bircok kandida tiirii, C. neoformans,
Aspergillus spp., Mucor spp., Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis gibi
birgok patojen mantar tizerinde etkilidir. Ancak C. guilliermondii, Aspergillus terreus,
Scedosporium apiospermum, S.prolificans ve C. lusitaniae’nin Amp-B’ye direng

#7078 Etki mekanizmasi ve etki spektrumu Amp-B ile ortak

gelistirdigi ifade edilmistir.
ozellikler gosteren nistatin topical tercih edilen bir antifungal maddedir. Sistemik
kullanim amagh olarak lipozomal formu gelistirilmistir.1 Streptomyces natalensis’ten
iretilen natamisin (pimaricin) yiizeyel fungal enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen
topikal bir antifungal maddedir ve yemek endiistrisinde de yogun olarak
kullanilmaktadur."™

2.5.1.1. Amfoterisin-B

Bilinen en giiclii antifungal ajandir, fakat toksik etkileri kullanimda Onemli
kisitlamalar getirir. Hiicredeki yogunluguna goére fungustatik veya fungusit etki
gosterebilirler. Bakteri hiicre membraninda ergosterol yer almadigindan antibakteriyel
etkinlikleri bulunmaz. Oral ve intramuskiiler yoldan absorbsiyonu yeterli diizeyde
olmadigindan intravendz olarak uygulamir.”> Direncli suslar genellikle Amp-B
tedavisinden sonra ortaya ¢ikar. Diren¢ mekanizmasi genellikle hiicre membranindaki
Amp-B baglayan yiizey ergosteroliiniin kaybiyla alakalidir.”®"’
2.5.2. Azoller

Azol grubu antifungal ajanlar kimyasal bilesimlerindeki farkliliklara gore

imidazoller ve triazoller olmak iizere ikiye ayrilirlar. Biitiin azol grubu bilesikler
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lanosterolii ergosterole doniistiiren sitokrom P-450’ye bagimli 14-o-demetilaz enzimini
inhibe ederek etki gosterirler. Bu etki kullanilan azole ya da etken organizmaya gore
fungistatik ya da fungisidal sekilde gerqeklesebilir.70’73’78‘79

Azol halkasinda iki adet nitrojen bulunduran antifungaller imidazol olarak
isimlendirilir. Imidazoller iginde sadece ketokonazol sistemik etkinlige sahiptir. Etki
spektrumu triazol grubu antifungallere gore daha az olsa da Candida spp, C.
neoformans, Malassesia tiirlerine etkilidir. bifonazol, klotrimazol, oksikonazol,
sulkonazol, terkonazol ve tiokonazol topikal kullanimda yer alan imidazollerdir.”*"**°

Azol halkasinda {i¢ tane nitrojen barindiran antifungaller triazol olarak
isimlendirilirler. Flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, ravukonazol ve posakonazol
triazol grubuna dahil sistemik antifungallerdir.®°

2.5.2.1. Flukonazol

Flukonazol, 1981 yilinda imidazol ¢ekirdeginin degistirilmesiyle elde edilen ve
su ile ¢oziinebilen bir bilesiktir. Oral yolla alimdan sonra emilim ¢ok iyi diizeylerde
olur. Oral ve intravendz formlart vardir. Ginliik tek dozla yiiksek plazma seviyesine
erigilir. BOS da dahil olmak iizere tiim dokulara iyi dagilan diisiik toksisiteli, birinci
kusak triazol tiirevi antifungal ajandlr.70 Flukonazol, bir¢cok kandida tiirii ilizerinde
etkilidir. Bununla birlikte C. krusei flukonazole dogal olarak direng gosterir. C. glabrata
suslariin flukonazole duyarliligi ise Onemli Ol¢lide farkliliklar gosterir. Bazi C.
glabrata suslart flukonazole doza bagli duyarhidir (S-DD). Baz1 C. tropicalis, C.
norvegensis, C. dubliniensis ve C. inconspicua suslarina kars1 da yiiksek flukonazol
MIK degerleri tespit edilmektedir.®" Bu tiirlerin disinda da, her kandida tiirii iginde
flukonazole direncgli suslarin var olmasi miimkiindiir. AIDS olgularinda goriilebildigi

gibi, uzun sireli flukonazol proflaksisi sonrasinda C. albicans suslarinda bile

flukonazole direng gelisebilir.82 Bulanti-kusma, eksfolyatif dokiintii, Stevens Johnson

18



Sendromu ve hepatit goriilme riski vardir. Uzun siire devam eden tedavilerde karaciger
fonksiyon testleri takipleri diizenli olarak yapllmahdlr.83

2.5.2.2. Itrakonazol

Itrakonazol, lipofilik triazol grubundan olup kapsiil ya da soliisyon i¢inde agiz
yolu ve intravenéz yollarla kullanilir. Kandida tiirleri, Criptococcus neoformans,
Aspergillus tiirleri, dermatofitler, Sporothrix schenckii ve endemik dimorfik patojen
mantarlar1 i¢inde barindiran kapsamli bir antifungal giice sahiptir. Itrakonazol’un
absorbsiyonu midenin asit ortaminda artar. Lipofilik olmasindan otiirii piiriilan
eksudalara ve yag dokusunda yiiksek diizeydeki konsantrasyonlara ulasirken, beyin
omurilik s1visina gegisi zaylf‘ur.83

Itrakonazol kullanimina bagli olarak goriilen yan etkiler flukonazolle benzerlik
gosterir ancak itrakonazole bagl ortaya c¢ikan gastrointestinal yan etkiler, flukonazol
kullaniminda goriilenlere gore daha fazladir. Yiiksek dozlarda alindiginda hipokalemi,
0dem ve hipertansiyon yapabilir. Hepatotoksik etkisi nadir olarak géirﬁh'hr.70

2.5.2.3. Vorikonazol

Vorikonazol, flukonazol cekirdeginde yapilan degisiklikler sonucunda bulunan
flukonazol’e gore daha gii¢lii, daha genis spektrumlu oral ve parenteral kullanima uygun
yeni bir ikinci kusak triazol grubu antifungaldir. Vorikonazolun oral ve intravendz
formlar1 bulunmaktadir. Ayrica vorikonazol emilimi, itrakonazol ve flukonazoliin
aksine mide i¢i pH degisikliklerinden etkilenmemektedir. Merkezi sinir sistemi de dahil
bir ¢cok dokuya yayilim gosterir. Viicuda alinan vorikonazoliin biiylik miktarinin
(%80°1), atilim1 karaciger yoluyla saglanlr.m'84

Azoller arast c¢apraz direncin goriilebilmesi nedeniyle, flukonazol direncli
kandida izolatlarinin 6nemli bir boliimii, ketokonazol ve itrakonazol’e oldugu gibi,

. . . . 7
vorikonazole de direng gdsterirler. 085
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Vorikonazol kullanimi sirasinda hastalarda en sik goriilen yan etkiler; gecici
gorme bozukluklar1 ve karaciger enzimlerinde yiikselmedir. Deri reaksiyonlari,
haliisinasyonlar ve konfiizyon gibi etkileride olabilir. Genelde iyi tolere edilebilen bir
antifungal ajan olmakla beraber vorikonazol dozunun tam olarak belirlenebilmesi igin
plazma vorikonazol kansantrasyon degerinin 6l¢iilmesi nerilmektedir.”

2.5.2.4. Posakonazol

Posakonazol, invazif kandidoz ve aspergillozlu, bagisiklik sistemi baski altina
alinmis yliksek risk altinda bulunan hastalarda profilaktik olarak kullanilmak tizere FDA
tarafindan onay almistir. Flukonazole direngli kandida tiirlerine kars1 etkilidir.®

2.5.3. Ekinokandinler

Ilk ekinokandin olan silofunginin gelistirilmesinden bu yana uzun yillar
geemesine ragmen, klinik kullanimda yer alan anidulafungin, kaspofungin,
mikafunginin gelistirilmesi son donemlere denk gelmektedir.7o

Ekinokandinler segicilik ozelligi gosteren antifungal maddelerdir. Memeli
hiicrelerinde yer almayan, bununla beraber mantar hiicre duvarmin 6énemli bir bileseni
olan 1,3-B-glukan sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Bu baglamda
ekinokandinlerin etki spektrumu hiicre duvar bilesiminde 1,3-B-glukanin baskin
durumda oldugu kandida ve aspergillus tiirleri ile sinirhidir. Ekinokandinler kandida
tirlerinin  ¢oguna  fungisidal, Aspergillus tiirlerine kars1 fungistatik etki
gé’)sterirler.70'73'79'80

Ekinokandinlerin klinik tedavide tercih edilmesinin 6nemli bir nedeni ise azol ve
polyenlere karst direngli olan tiirlere (6zellikle Candida spp’ye) karsi etkinliginin ¢ok

iyi olmasmdandir.”®"
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2.5.4. Primidin Sentezi inhibitérleri

2.5.4.1. Flusitozin

Mantar hiicre membranindaki permeazlar tarafindan hiicre igerisine alinip
florourasile doniistiiriilerek RNA yapisina katilir ve RNA yapisin1 hasara ugratarak
bozar. Diger bir metaboliti olan florodeoksiiiridin monofosfat, DNA sentezini bloke
eder. Amp- B’ ye gore etki spektrumu daha dar, toksisitesi daha diisiik seviyededir.®’
Direng ciddi bir sorundur. Duyarli mikroorganizmalar permeabilite degisikligi, enzim
modifikasyonu, piirin ve pirimidin gibi yarismaci metabolitlerin varligi ile tedavi
sirasinda direng olusturabilirler. C. neoformans ve bazi kandida tiirlerinde % 10 kalitsal
diren¢ s6z konusu iken, tedavi esnasinda % 5 kazanilmis diren¢ gelismektedir. Bu
sebeple mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde flusitozin tek basma kullanilamaz. En
onemli terapotik kullanimi, kriptokokal menenjitin tedavisinde Amp-B ile birlikte
olusturdugu kombinasyondur.88

2.6. Antifungal Duyarhhk Testleri

Yillar igerisinde mantar enfeksiyonlarimin artmasi, yeni antifungal ilaglarin
ortaya ¢ikmasi ve antifungal ilaglara karsi direng gelisiminin baslamasi nedeniyle
giivenilir antifungal duyarlilik testlerine olan ihtiyag¢ giderek artmgtir, %

Referans Antifungal Duyarhilik Yoéntemleri: Antifungal duyarlilik testlerinin
standardizasyon caligmalarina 1980’11 yillarda baslanilmistir. ABD’de CLSI, Avrupa’da
The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
onderliginde ¢ok merkezli ortak ¢alismalar yapilmis ve hem sivi ortamda hem de kati
ortamda calisabilen yontemler {izerinde ortak bir fikre varilmustir.*+%

Duyarlilik testlerinin 6nde gelen amaci tedaviye yon vermektir. Kandida tiirleri

icin gelistirilmis referans testler bu amaca hizmet etmeye baslamistir ve giinlimiizde

hekimler antifungal duyarhlik testlerini rutin olarak kullanmaktadir.”® Tablo 2.3’de
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antifungal duyarlilik testlerinin rutin kullanimu ile ilgili dikkat edilecek hususlar yer

almaktadir.

Tablo 2.3. Antifungal duyarlilik testlerinin rutin kullanimu ile ilgili tawsiyeler94

e Kan veya steril bolgelerden izole edilen C. glabrata basta olmak tizere C.
albicans dis1 tiirlere uygulanmali

e Klasik tedaviye yanit vermeyen orofaringeal kandidoz olgularindan izole
edilen suglar uygulanmali

¢ Baslangigtaki antifungal tedaviye yanit vermeyen invazif hastaliklardan izole
edilen tiim suslara uygulanmal

¢ Capraz direng belirlenmek istendigi zaman uygulanmali

» Flukonazol direngli C. glabrata’da vorikonazol direncinin belirlenmesi

e S1k gorlilmeyen ve duyarlilik 6zelligi bilinmeyen izolatlara uygulanmali

Antifungal duyarlilik testlerinin diger bir kullanim alani da epidemiyolojik
calismalardir. Ozellikle steril viicut bdlgelerinden elde edilen suslarin duyarlilik
paternlerinin dgrenilmesi ampirik tedavilere yol gosterici olmakta ve bdlgeler arasi
farkliliklar1 ortaya koymaktadlr.95’96

Antifungal duyarlilikta, en ¢ok tercih edilen yontem siv1 diliisyon yontemleridir.
CLSI tarafindan makro ve mikrodiliisyon teknigi, EUCAST tarafindan sadece
mikrodiliisyon yontemi referans yoOntem olarak sunulmustur.”% Makrodiliisyon
yonteminde ¢ok daha fazla malzeme ve zaman harcanmasi nedeniyle gilinlimiizde tercih
edilen yontem mikrodilisyon yontemi olmustur. Her iki referans mikrodiliisyon
yontemi temelde birbirine ¢ok benzemektedir. Her iki yontem de RPMI 1640’1 besiyeri
olarak kullanmakta ve 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) ile tamponlama
yapmaktadir.

EUCAST tarafindan Onerilen mikrodiliisyon yonteminde ek olarak besiyerinin

glikoz yogunlugu %?2’ye ¢ikarilmistir. Inokiiliim hazirlanmasi iki ydntemde de

spektrofotometrik olup, miktar CLSI yonteminde 0.5-2.5X103 iken EUCAST
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yonteminde on kat daha fazladir, yaklasik olarak 104 civarindadir. Yiikseltilmis glikoz
konsantrasyonu ve inokiiliim miktar1t EUCAST yonteminde sonuglarin daha erken, 24
saat sonra okunmasini saglamistir. Her iki referans yontemde de okuma gozle
yapilmakta ve Amp-B i¢in liremenin olmadigi son kuyucuk, azol ve ekinokandinler i¢in
ise liremenin %50 azaldig1 son kuyucuk minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak
degerlendirilmektedir. Iki referans yontem birbirleriyle kiyaslandiginda uyumlu yani
benzer sonuglarin alindigi géﬁjlmiistﬁr.97’98

Disk diflizyon yontemi kat1 besiyerleri tercih edilerek uygulanan bir duyarlilik
teknigidir ve CLSI tarafindan kandida tiirleri i¢in gelistirilmis referans bir yontem
bulunmaktadir.”® Miiller-Hinton agarda 35°C’da 24 saatlik inkiibasyon sonunda zon

caplart belirlenerek degerlendirmeler elde edilmektedir. Tablo 2.4’de mikrodiliisyon ve

disk difiizyon yontemi icin gegerli duyarlilik sinirlar1 goriilmektedir.

Tablo 2.4. Kandida tiirlerinin antifungal ilaglara duyarlilik siirlart®

Duyarhhk
ilaclar kategorisi CLsSlI EUCAST
Duyarli - <1
Amfoterisin B Direncli . >1
Duyarli <8 <2
Flukonazol Doza-bagl duyarlt 16-32 -
Direngli >64 >4
Duyarli <0.12 -
Itrakonazol Doza-bagl: duyarl 0,25-0.5 -
Direngli >1 _
Duyarli <1 <0.125
Vorikonazol Doza-bagl duyarli 2 -
Direngli >4 >0.125
Duyarli 2 -
Kaspofungin — —15 = i degil >4 -
Duyarli <2 <0.06
Anidulafungin Duyarli degil >4 >0.06

-: Henliz belirlenmemis
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Amp-B i¢cin CLSI duyarlilik smirlarim1i  belirlememistir.  EUCAST ise
>1mikrogram/mililitre degerini direncli olarak kabul etmistir.”*" Azoller icin ise doza
bagli duyarh ifadesi bulunmaktadir. Bu kategorideki suslara ilag dozu yiikseltildigi
zaman etkili olmak miimkiindiir.”* Ekinokandinlerde ise direncli kavrami yerine duyarli
degil ifadesi kullanilmaktadir. Ekinokandinlerin emniyetli ilag kullanim sinirlar1 tam
olarak bilinmediginden dolay1 diren¢ kavraminin kullanilmasi dogru bulunmamistir.*

Antifungal duyarhihigr belirlemede kullamlan diger yontemler: CLSI ve
EUCAST tarafindan Onerilen makro ve mikro diliisyon ve disk difiizyon referans
yontemleri yaygin kullanim alani bulsalar bile yeni arayislar her zaman devam etmistir.
En Onemli problem yeni bir sistemin standardizasyonunu saglamaktir. E-test (AB
Biodisk Solna, Sweden) Sensititre YeastOne Colorimetric System (TREK Diagnostic
Systems, ABD) ve VITEK 2 Yeast Susceptibility Test (BioMerieux, Inc, Durham, NC)
kullanilmasi tavsiye edilen {i¢ ticari sistemdir.”

E-test yontemi kantitatif bir difiizyon yontemidir. Cesitli dozlarda antifungal ajan
emdirilmis plastik bir geritten kat1 bir besiyerine ilacin difiizyonuna olanak saglanarak,
24-48 saatlik inkiibasyon sonunda elips seklinde olusan inhibisyon zonu ile MIK
degerinin saptanmasi miimkiin olur. Kolay ve zaman almayan bir test olup, referans
yontemlerle yiiksek oranda benzerlik gosteren sonuglar bildirilmektedir.**>*°! E-testin
en onemli avantaji kandida tiirleri ve C. neoformans’da azalmis Amp-B duyarliligini
diger yontemlerden daha gilivenilir olarak belirleyebilmesidir.102’103

Sensititre YeastOne Colorimetric System, ABD, 96 kuyucugu olan bir plak olup
kuyucuklarda kuru sekilde farkli diliisyonlarda antifungal maddeler ve kolorimetrik
indikator yer almaktadir. Kandida tiirleri ve C. neoformans’in antifungal duyarliligini
test etmekte olduk¢a faydali bir sistemdir. Inokulum siispansiyonunun kuyucuklara

eklenmesinden 24 saat sonra sonuglar okunabilir. Renk degisikliginin olmadigr ilk
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kuyucuk MIK olarak degerlendirilir. Kirmiz1 renk iiremenin oldugunu, mor-mavi renk
ise liremenin inhibe edildigini gésterir.104'105 Degisik cok merkezli calismalarda, bu
sistemin referans mikrodiliisyon yontemiyle paralel oldugu ve yeni triazollerle %95, ii¢
ekinokandinle %100 uyumlu oldugundan bahsedilmektedir. %%

VITEK 2 Yeast Susceptibility Test, duyarlilif1 spektrofotometrik olarak 6lgen ilk
tam otomatik ticari duyarlilik sistemidir. EUCAST mikrodiliisyon yontemi ile entegre
bir yontemdir ve optimum standardizasyonu saglanmistir.'®® Birden fazla merkezli
caligmalar VITEK 2 sisteminin referans mikrodiliisyon yontemi ile Amp-B, flukonazol,
vorikonazol ve flusitozin i¢in uyumlu oldugunu géstermistir.log’llo Ayrica bu sistem 12-
15 saat sonra sonug¢ verebilmektedir.

Bahsi gecen bu ii¢ ticari sistem disinda cok sayida farkli sistemler de vardir.
Ancak hicbirinin tam standardizasyonu yapilmamis ve giivenilirlik kazanmamistir. Bu

nedenle rutin mikrobiyoloji de kullamlmalar1 6nerilmemektedir.***

2.6.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Tablo 2.5. CLSI M27-A2 mikrodiliisyon yonteminin temel prensipleri.*?

Ozellik Standart

Yontem Mikrodiliisyon

Inokulum konsantrasyonu cfu/ml  0.5x10%-2.5x10?

Besiyeri RPMI 1640

Tampon 3-(N-Morfolino)-propan-siilfonik asit

(MOPS) pH 7

Inkubasyon 1s1s1 35°C

Inkubasyon siiresi 48 saat (kandida)

MIK degeri Amfoterisin B:Hi¢ iireme goriillmeyen (berrak) en diisiik

konsantrasyon (skor 0) Azoller ve 5-flusitozin: Ureme
kontrol ¢ukuruna gore bulaniklig1 belirgin (~ %50) azaltan
en diisiik konsantrasyon (skor 2)

25



3. MATERYAL VE METOT

Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Hastanesi T1ibbi Mikrobiyoloji rutin
laboratuvarinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 50 kandida susu calisma kapsamina
alind1.

3.1. Izolasyon ve Identifikasyon

3.1.1. Primer izolasyon

Calismaya, Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda BACTEC 9120 sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile kan
kiiltiirlerinden elde edilen ve saklanan kandida suslar1 alindi. Suslar iki defa SDA’ya
pasajlanarak saflastirildi ve tanimlanma testleri (germ tiip testi, misir unu-Tween 80
agarda mikroskobik goriiniim, CHROMagar besiyerinde koloni rengi) uygulandi.

3.1.2. identifikasyon

3.1.2.1. Cimlenme (Germ Tiip Olusturma) Deneyi

Calisilacak koloniden 6ze yardimi ile bir miktar alinip 1 ml insan serumu igeren
tiplin igerisinde karigim haline getirildi; 37°C’de 2,5-3 saat siliren inkiibasyon
sonrasinda elde edilen siispansiyondan bir miktar aliip lam-lamel arasi preparat
olusturularak mikroskop ile inceleme yaplldl.116 Gozlemde, ana hiicreden orjinlenen ve
baslangi¢ kisminda bogumlanma yapmadan ve boylu boyunca bariz sigkinlik olmayan,
iplik¢ik tarzinda uzantilar gorillen yapilar germ tiip (¢imlenme borusu) olarak
nitelendirildi ve galisilan sus C. albicans olarak degerlendirildi. 113,35, 69, 114, 115, 117-120

3.1.2.2. Klamidospor, Blastospor, Artrospor, Pseudohif ve Hif Olusturma
Ozelliginin incelenmesi

Misirunu-Tween 80 agara Dalmau teknigi esas alinarak ekim gerceklestirildi.

Ekim i¢in saf mayalardan igne uglu 6ze yardimi ile belirli bir miktar alinarak birbirine

paralel dort ¢izgi halinde, besiyerini delmeden ve 6zeyi tabana kadar batirmadan ¢izgi
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ekim yapildi. Ekim g¢izgilerinin iistiine, ¢izgilerin plak disina bakan boliimiiniin yarisini
kapatacak sekilde lamel yerlestirilerek 26°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda ekilen mayalar 151k mikroskobunda kapal1 diyaframda 10x, 20X ve
40x bilyiitmede incelendi.>>®% 118120

Pseudohiflerin u¢ kisimlarinda ve yan uzantilarinda goriilen iri, kalin duvarl,
yuvarlak klamidosporlar ile hif birlesme kisimlarindaki blastospor kiimeleri C. albicans;
pseudohif ve hif boyunca tek tek veya minik kiimeler yapacak sekilde dizilim gosteren
blastosporlar C. tropicalis; pseudohif boyunca nehir yiizeyinde bulunan kiitiikler
goriniimiinde uzun blastosporlar C. kefyr; agaca benzer sekilde dizilmis uzun
blastosporlar ve pseudohif C. krusei; dev hif ve gozyas1 damlasi seklinde blastosporlar
C. parapsilosis; hif ve pseudohif yapist bulunmadan ucunda tomurcuklanmalar goriilen
kiigiik oval blastosporlar C. glabrata olarak degerlendirildi.® ¢ 17120

3.1.2.3. CHROM Agar (Kromojenik Besiyeri)’a Ekim

Bu ekim isleminin gayesi kandidalarin bu besiyerlerinde ¢ogalirken meydana
getirdikleri farkli koloni renkleri yardimiyla ayirt edilmesidir. Deney icin ekilen
ornekler 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. CHROM agarda yesil renk veren
koloniler C. albicans, agik pembe renkli basik koloniler C. krusei, pembe-menekse
renginde olan koloniler C. glabrata veya C. kefyr, mavi koloniler ise C. tropicalis lehine
degerlendirildi."?*%#

3.1.2.4. API 20C AUX Identifikasyon Sistemi ile inceleme

Yukarida agiklanan yontemlerle tanimlanamayan suslarin adlandirilmasi veya
tanimlanan suslarin dogrulanmasi i¢in bu inceleme yapildi. Bu sistem 20 adet mikro
kuyucuk icerir. Bu kuyucuklarin 19’u karbonhidrat asimilasyon testlerini barindirir.

Test edilen karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-glukonat, L-arabinoz, D-ksiloz,

adonitol, ksilitol, galaktoz, inozitol, sorbitol, «o-metil-D-glukosid, N-asetil-D-
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glukozamin, selobiyoz, laktoz, maltoz, siikroz, trehaloz, melibiyoz ve rafinozdur.

Mayalar ekildikleri mikro kuyucukta bulunan karbonhidrati tek karbon kaynagi olarak

kullaniyorsa, o kuyucukta lireme olur ve karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 24, 48 ve

72 saatte degerlendirilerek sonug verilir.

119, 120

3.2. Antifungal Duyarhhk Testi

Calismaya alinan kandida tiirlerinin antifungal duyarliligr SYO duyarlilik sistemi

ile arastirildi. Kullanilan bu ydntem kalitatif ve kantitatif MIK sonuglarii belirlemeye

yardimc1 olan bir mikrodiliisyon metodudur.

Tablo 3.1. Antifungaller ajanlar ve diliisyonlar1*®

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al POS AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND AB
0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 012
B MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF AB
0.008 | 0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 0.25
c CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS AB
0.008 | 0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 0.5
D FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC AB
0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 1
E PZ P2 PZ PZ P2 Pz PZ Pz PZ PZ Pz AB
0.008 | 0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 2
F VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR AB
0.008 | 0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 4
G 1Z 12 12 1Z 12 12 1Z 12 1Z 1Z 1Z AB
0.015| 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 16 8
H FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ FZ
0.12 | 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
DOZA BAGIMLI DUYARLI
DUYARLI (S) (S-DD)
DUYARLI DEGIL (NS ) ORTA DUYARLI (1)
DIRENGCLI (R ) YORUMU HENUZ YOK

3.2.1. Mikrodiliisyon Yoéntemi

Plak iizerindeki her kuyucuk icin uygun dillisyonlarda antifungal ajan ve

kolorimetrik indikatér eklenmistir. Sonuglar iiremenin inhibe oldugu en diisiik
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antifungal konsantrasyonun saptanmasi ile elde edilir. (Renk degisiminin olmamasi

gerekir).

3.2.2. Inokiilasyon Prosediirii

Son organizma yogunlugu yaklasik 1,5-8x10°% kob/ml olarak ayarlandi.

1.

Maya izolatlarinin saf 24 saatlik kiiltiirlerinden >1mm 1yi izole edilmis
kolonilerden bir miktar alindi ve steril su (T3339) i¢inde siispansiyon
hazirlandi. Siispansiyon 15 saniye vorteksle iyice karistirildi, homojen hale
gelmesi saglandi. Kiimelenmenin oldugu durumlarda yogunlugu ayarlamadan
once onlarin ¢okmesine miisaade edildi ve 0.5 McFarland standardina gore
ayarlandi.

1.5-8x10% kob/ml inokiiliim elde etmek i¢in 11 ml’lik YeastOne inokiiliim
broth (Y3462) icine siispansiyondan 20 pl transfer edildi. 1. ve 2. basamaklar
15 dakika icinde tamamlandi.

Broth steril kiivete bosaltildi ve uygun pipet kullanilarak 100 er pl
kuyucuklara transfer edildi: 15 dakika iginde islem tamamlandi.
Stispansiyondan 10 pl alarak SDA iizerinde koloni kontrol saymmi yapildi.
Dogru inokiiliim 15-80 koloni tiretecektir.

Tiim kuyucuklar yapiskan bant ile kaplandi.

S PP B

P s LD bd P we e e Sa Sm Sal
B WG . R W v m ok Ak Aad A B4

Sekil 3.1. Maya izolat1 ekilen panelin goriintiisii
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Sekil 3.2. 24 saatlik inkiibasyondan sonra goz ile okunabilen MIK degerleri

3.2.3. Inkiibasyon

CO2 gerektirmeyen etiivde, 35°C de, minimum 24-25 saat, en fazla 3 plak st

tiste gelecek sekilde inkiibe edildi.

3.2.4. Test Sonu¢larimin Okunmasi

Plaklar kuyucuklarin alt kismimi gosteren okuma aynast kullanilarak normal

laboratuvar 15181 altinda g6z ile okundu. Maya iiremesi goriilen kuyucuktaki renk
maviden kirmiziya donecektir. Bazi mayalar indikatérii tamamen kirmiziya
doniistiirmedi, posakonazol, vorikonazol, flukonazol, itrakonazol ve ketokanozol ilave
edilmis kuyucuklar i¢inde zayif eflatun renk olusumu goriildii.

1. 24 saat inkiibasyondan sonra plak iizerinde bulunan pozitif kontrol kuyucugu
gozlemlendi. Pozitif kontrol kuyucugu tamamen kirmizi oldugunda antifungal
icin son degerler okunmaya baslandi. Eger kuyucuk halen mavi veya sadece
zayif olarak eflatun ise 24 saat daha inkiibe edildi ve tekrar gozlemlendi.
Sensititre ~ YeastOne  plaklarinda  bulaniklik  gdsteren  kuyucuklar
degerlendirmeye alinmay1p, sadece renk degisimi olanlar okundu.

2. Renk degisiminin olmadig1 ilk kuyucuk MIK degeri olarak belirlendi.
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Uremenin oldugu son kuyucuga karar verebilmek icin pozitif konrol
kuyucugundaki renk degisimi ile kiyaslama yapildi.

3. Kuyucuklarda maya iiremesi gerceklesmemisse renk degisimi de goriilmedi.
Bu durumda organizma antifungalin en diisiik konsantrasyonuna da duyarl
olarak kaydedildi.

4. MIK degeri pozitif kontrol kuyucugundaki renk baz alimarak belirlendi. Renk
degisiminin olmadig1 ilk kuyucuk antifungal ajanin en diisiik konsantrasyonu
olarak kayit edildi. (Ilk mavi kuyucuk)

5. Tim kuyucuklarda renk degisimi gozlendiginde organizma antifungalin en
yiikksek konsantrasyonuna da direnglidir. MIK degeri en yiiksek
konsantrasyondan daha biiyiik (>) olarak kaydedildi.

3.2.5. Sonu¢larin Yorumlanmasi

Tablo 3.2. Olusabilecek test sonuglarinin gésterimi ve yommlanmam123

Kuyucuk konsantrasyonu pg/ml R = Kirmizi: Uremenin pozitif olusunun gostergesi

1 2 4 8 16 32 B=Mavi:Uremenin negatif olusunun gostergesi

Tipik tireme 6rnegi; MIC son noktas 8
A R R R B B B mikrogram/mililitre.

Tiim kuyucuklarda tireme; MIC son noktasi >32
B R R RRRR mikrogram/mililitre.

Herhangi bir kuyucukta tireme yok; MIC son noktasi <1
C BB B BB B mikrogram/mililitre.

“Atlanmis kuyucuk”. MIC son noktasi >32 pg/ml. Atlama
tiremenin herhangi bir kuyucugunda gozlenir ise

D R R R B R R onemsenmez. Eger kolonda birden fazla atlama var ise
test sonuglar1 gegersizdir.

E R R B B R R Ciftatlanmis kuyucuk. Test sonuglari tekrar edilmelidir.

3.2.6. Okuma Notlar:
Amfoterisin B: 24 saat sonunda Amp-B i¢in en son tireme kuyucugu kolaylikla

tanimland: ve gozlenen diisiik ilag konsantrasyonu MIK degeri olarak okundu. Amp-B
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nin son tireme kuyucugu genellikle net sekilde okundu.

Flusitozin ve Azol Antifungallar: Flukonozol, itrakonozol, ketakonozol,
vorikanozol, posakonazol gibi azoller ve flusitozin ile C. albicans, C. glabrata ve C.
tropicalis 24 saatlik iireme sonunda, pembe veya eflatun oldugu ¢ok belli olmayan
noktalar verdi ve degiskenligin 6nemli kaynagi olabilirler. Zayif renk degisimi devam
ettiginde iz tiremeler goriildii ve bu iiremeler MIK degerlerini belirlemede etkili oldu.
MIK degeri; pozitif kontrol kuyucugu ile karsilastinldiginda daha kuvvetli renk
degisimi olan ilk kuyucuk olarak belirlendi.

3.2.7. Kalite Kontrol

Sterilite kontrolii icin SDA’ya ekilen kandida kiiltiirlerinden yalnizca birinde
kontaminasyon goriildii ve bu sus c¢alismaya dahil edilmeyip baska bir susla ¢aligmaya
devam edildi. Koloni sayimi islemleri icinde SDA’ya ekim yapildi ve 15-80 arasinda
koloni sayildi ve bu deger istenilen araliktaydi.

Candida krusei* ATCC 6258
Candida parapsilosis ATCC 22019

*ATCC’nin simdiki listesinde bu organizma Issatchenkia orientalis olarak yer almaktadir.

Tablo 3.3. Onerilen veya kalite kontrol suslari i¢in 24 ve 48 saat MIC (Ug/MI) araligi*®

Antifungal Candida krusei Candida parapsilosis
ajanlar ATCC 6258 ATCC 22019
24saat 48 saat 24 saat 48 saat

Posakonazol 0.06-0.5 0.12-1 0.06- 0.25 0.06 - 0.25
Amfoterisin B 05-2 1-4 0.25-2 05-4
Flukonazol 8 - 64 16 - 128 05-4 2—-8
Itrakonazol 012-1 0.25-1 0.12-05 0.12-05
Ketokonazol 012-1 0.25-1 0.03-0.25 0.06-0.5
Flusitozin 4-16 832 0.12-0.5 0.12-05
Vorikonazol 0.06 -0.5 0.25-1 0.016 - 0.12 0.03-0.25
Kaspofungin 012-1 0.25-1 0.25-1 0.5-4

CLSI (NCCLYS) kalite kontrol araligindan farkli olan araliklarin alt1 ¢izilmistir.
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Tablo 3.4. Kandida tiirleri icin MIK degerlendirme kriterleri CLSI M27*%

Antifungal Ajan  Duyarh Doza bagh duyarh Orta  Direncli
Flukonazol <8 16 - 32 >64
Itrakonzol <0.125 0.25-05 >1
Flusitozin <4 8-16 >32
Vorikonazol <1 2 >4

*Tilim birimler mikrogram/mililitre’dir
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4. BULGULAR

Calismada kan Kkiiltiirlerinden izole edilen 50 kandida susu ve 2 standart sus
kullanildi. Germ tiip testi, misir unlu agarda mikroskobik goriiniimleri, CHROM
agardaki koloni rengi ve API 20C AUX sistemi yardimu ile tiir dlizeyinde tanimlanan 50
kandida susundan 16’sinin (% 32) C. albicans, 14’iniin (% 28) C. tropicalis, 10’unun
(% 20) C. glabrata, 8’inin (% 16) C. parapsilosis, 2’sinin (% 4) C. kefyr oldugu tespit
edildi. iki adet standart kandida susu (C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC

22019) ¢alismamiza dahil edildi.

Tablo 4.1. Calismaya alinan kandidalarin tiir dagilimi

Kandida tiirii Say1 %
C. albicans 16 32
C. tropicalis 14 28
C. parapsilosis 8 16
C. glabrata 10 20
C. kefyr 2 4
Toplam 50 100

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 50 kandida susunun antifungal duyarlilik testleri
kolorimetrik Sensititre YeastOne kiti kullanilarak mikrodiliisyon yontemiyle yapildi.
Kandida suslarmin mikrodiliisyon yontemi ile MIK aralik, MIK50 ve MIK90 degerleri
sirasiyla, Amp-B icin; C. albicans’ta 0.25-1 mikrogram/mililitre, 0.5 ve 1
mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.12-1 mikrogram/mililitre, 0.5 ve 1
mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.5 mikrogram/mililitre, 05 ve 0.5
mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.12-2 mikrogram/mililitre, 05 ve 1
mikrogram/mililitre, Flukonazol icin; C. albicans’ta 0.12-256 mikrogram/mililitre, 0.25
ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.25-4 mikrogram/mililitre, 2 ve 4

mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.25-0.5 mikrogram/mililitre, ve 0.5
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mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 1-32  mikrogram/mililitre, 2 ve 4
mikrogram/mililitre, Vorikonazol i¢in; C. albicans’ta 0.008 - 8 mikrogram/mililitre,
0.008 ve 0.008 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.008-0.25 mikrogram/mililitre,
0.12 ve 0.25 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.008-0.015 mikrogram/mililitre,
0.008 ve 0.015 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.015-0.5 mikrogram/mililitre 0.03
ve 0.06 mikrogram/mililitre, Kaspofungin i¢in; C. albicans’ta 0.015-0.5
mikrogram/mililitre, 0.03 ve 0.06 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.015 - 0.5
mikrogram/mililitre, 0.03 ve 0.25 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.25-0.5
mikrogram/mililitre, 0.5 mikrogram/mililitre ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da
0.15-0.5 mikrogram/mililitre, ve 0.12 mikrogram/mililitre, Anidulafungin i¢in; C.
albicans’ta 0.015-0.5 mikrogram/mililitre 0.015 ve 0.12 mikrogram/mililitre, C.
tropicalis’te  0.015-2 mikrogram/mililitre, 0.03 ve 1 mikrogram/mililitre, C.
parapsilosis’te 1-2 mikrogram/mililitre, 1 ve 2 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da
0.015-0.12 mikrogram/mililitre 0.06 ve 0.06 mikrogram/mililitre, Mikafungin icin; C.
albicans’ta 0.008-1 mikrogram/mililitre 0.008 ve 0.03 mikrogram/mililitre, C.
tropicalis’te  0.015-1 mikrogram/mililitre, 0.03 ve 1 mikrogram/mililitre, C.
parapsilosis’te 0.5-2 mikrogram/mililitre, 1 ve 2 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da
0.015-0.5 mikrogram/mililitre 0.12 ve 0.5 mikrogram/mililitre, Flusitozin i¢in; C.
albicans’ta 0.06 mikrogram/mililitre 0.06 ve 0.06 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te
0.06-1 mikrogram/mililitre, 0.06 ve 0.25 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.06-
0.25 mikrogram/mililitre, 0.12 ve 0.25 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.06-2
mikrogram/mililitre 0.5 ve 1 mikrogram/mililitre, Posakonazol i¢in; C. albicans’ta
0.008-8 mikrogram/mililitre 0.015 ve 0.03 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.015-
0.5 mikrogram/mililitre, 0.025 ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.015-0.06

mikrogram/mililitre, 0.03 ve 0.03 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.12-2
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mikrogram/mililitre, 0.12 ve 0.5 mikrogram/mililitre, Itrakonazol i¢in; C. albicans’ta
0.015-16 mikrogram/mililitre 0.015 ve 0.06 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.015-
0.5 mikrogram/mililitre, 0.25 ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.03-0.06
mikrogram/mililitre, 0.06 ve 0.06 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.06-1
mikrogram/mililitre 0.12 ve 0.25 mikrogram/mililitre olarak saptandi. Saptanan degerler

Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Kandida tiirlerinin mikrodiliisyon yéntemi ile saptanan duyarliliklarmin MIK araligi MIK 50 ve MiK 90 degerleri

C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis
Antifungal MIK arahign MIK 50/90 MIK arahgt MIK 50/90 MIK arahgn MIK 50/90 MIK arahgi  MIK 50/90
Anidulafungin 0.015 0.015/0.12 0.015-2 0.03/1 0.015-0.12 0.06/0.06 1-2 1/2
Mikafungin 0.008-1 0.008/0.03 0.015-1 0.03/1 0.015-0.5 0.12/0.5 0.5-2 1/2
Kaspofungin 0.015-0.5 0.03/0.06 0.015-0.5 0.03/0.25 0.015-0.5 0.06/0.12 0.25-0.5 0.5/0.5
Flusitozin 0.06 0.06/0.06 0.06-1 0.06/0.25 0.06-2 0.5/1 0.06-0.25 0.12/0.25
Posakonazol 0.008-8 0.015/0.03 0.015-0.5 0.025/0.5 0.12-2 0.12/0.5 0.015-0.06 0.03/0.03
Vorikonazol 0.008-8 0.008/0.008  (.008-0.25 0.12/0.25 0.015-0.5 0.03/0.06 0.008-0.015 0.008/0.015
Irakonazol 0.015-16 0.015/0.06 0.015-0.5 0.25/0.5 0.06-1 0.12/0.25 0.03-0.06 0.06/0.06
Flukonazol 0.12-256 0.25/0.5 0.25-4 2/4 1-32 2/4 0,25-0.5 0.5/0.5
Amfoterisin-B 0251 0.5/1 0.12-1 0.5/1 0.12-2 0.5/1 0.5 0.5/0.5

*Ttm birimler mikrogram/mililitre’dir



Calismamizda kullandigimiz standart suslardan C. krusei ATCC 6258’ de MiK
degerleri  flukonazol igin 32 mikrogram/mililitre, vorikonazol i¢in 0.25
mikrogram/mililitre, Amp-B ig¢in 1 mikrogram/mililitre, kaspofungin igin 0.25
mikrogram/mililitre, anidulafungin i¢in 0.03 mikrogram/mililitre, mikafungin i¢in 0.12
mikrogram/mililitre, flusitozin i¢in 8 mikrogram/mililitre, posakonazol igin 0.25
mikrogram/mililitre, itrakonazol i¢in 0.25 mikrogram/mililitre olarak saptandi. C.
parapsilosis ATCC 22019°da 24 saatlik inkiibasyondan sonraki MIK degerleri
flukonazol i¢in 1 mikrogram/mililitre, vorikonazol i¢in 0.03 mikrogram/mililitre, Amp-
B igin 0.5 mikrogram/mililitre, kaspofungin igin 0.25 mikrogram/mililitre,
anidulafungin i¢in 0.5 mikrogram/mililitre, mikafungin i¢in 0.5 mikrogram/mililitre,
flusitozin i¢in 0.06 mikrogram/mililitre, posakonazol igin 0.06 mikrogram/mililitre,
itrakonazol igin 0.06 mikrogram/mililitre olarak saptandi.

Amp-B’ye kars1 in vitro duyarliligin arastirilmasinda mikrodiliisyon yontemiyle
belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarmin; 1’inde 0.25
mikrogram/mililitre, 11’inde 0.5 mikrogram/mililitre, 4’tinde 1 mikrogram/mililitre, C.
tropicalis suslarinin 1’inde 0.12 mikrogram/mililitre, 1’inde 0.25 mikrogram/mililitre,
9’unda 0.5 mikrogram/mililitre, 3’tinde 1 mikrogram/mililitre, diger kandida tiirlerinin
ise 2’sinde 0.12 mikrogram/mililitre, 3’tinde 0.25 mikrogram/mililitre, 12’inde 0.5
mikrogram/mililitre, 1’inde 1 mikrogram/mililitre, 2° sinde 2 mikrogram/mililitre olarak
saptandi.

Flukonazol’e in vitro duyarlili§in arastirilmasinda mikrodiliisyon yontemiyle
belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarinin; 1’inde 0,12
mikrogram/mililitre, 10’unda 0,25 mikrogram/mililitre, 4’inde 0,5 mikrogram/mililitre,
1’inde 256 mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre,

2’sinde 0,5 mikrogram/mililitre, 2’sinde 1 mikrogram/mililitre, 7’sinde 2
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mikrogram/mililitre, 2’ sinde 4 mikrogram/mililitre, diger kandida tiirlerinin ise 3’tinde
0,25  mikrogram/mililitre,  6’sinda 0,5  mikrogram/mililitre,  2’sinde 1
mikrogram/mililitre, 7°sinde 2 mikrogram/mililitre, 1’inde 4 mikrogram/mililitre olarak
saptandi.

Vorikonazol’e karst in vitro duyarhiligin arastirilmasinda mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenen 24 saatlik MiK degerleri, C. albicans suslarinmn; 15’inde 0,008
mikrogram/mililitre, 1’inde 8 mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin 1’inde 0,008
mikrogram/mililitre, ~ 3’tinde 0,03  mikrogram/mililitre, 2°  sinde 0,12
mikrogram/mililitre, 5’inde 0,25 mikrogram/mililitre, diger kandida tiirlerinin ise
6’sinda 0,008 mikrogram/mililitre, 5’inde 0,015 mikrogram/mililitre, 7’sinde 0,03
mikrogram/mililitre, 1’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,5 mikrogram/mililitre
olarak saptandi.

Kaspofungin’e karst in vitro duyarliligin arastirilmasinda mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarinin; 1’inde 0,015
mikrogram/mililitre, 11’inde 0,03 mikrogram/mililitre, 3’tinde 0,06 mikrogram/mililitre,
I’inde 0,5 mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin ~ 3’tinde 0,015
mikrogram/mililitre, 5’inde 0,03 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,06 mikrogram/mililitre,
3’tinde 0,12 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,5
mikrogram/mililitre diger kandida tiirlerinin ise 1’inde 0,015 mikrogram/mililitre,
5’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,12 mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,25
mikrogram/mililitre, 8’inde 0,5 mikrogram/mililitre olarak saptandi.

Anidulafungin’e karst in vitro duyarliligin arastirilmasinda mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenen 24 saatlik MIiK degerleri, C. albicans suslarmnin; 10’unda 0,015
pg/ml, 2’sinde 0,03 mikrogram/mililitre, 3’tinde 0,012 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,5

mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin 3’tinde 0,015 mikrogram/mililitre, 6’sinda
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0,03  mikrogram/mililitre, 1’inde 0,06  mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,12
mikrogram/mililitre, 1’inde 1 mikrogram/mililitre, 1’inde 2 mikrogram/mililitre diger
kandida tirlerinin ise 1’inde 0,015  mikrogram/mililitre,  3’tinde 0,03
mikrogram/mililitre, 1’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,12 mikrogram/mililitre,
I’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,5 mikrogram/mililitre, 4’tinde 1
mikrogram/mililitre, 4’tinde 2 mikrogram/mililitre olarak saptand.

Mikafungin’e karsi in vitro duyarliligin arastirllmasinda mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarmmn; 9’unda 0,008
mikrogram/mililitre, 3’tinde 0,015 mikrogram/mililitre, 3’inde 0,03 mikrogram/mililitre,
I’inde 1 mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin 4’tinde 0,015 mikrogram/mililitre,
7’sinde 0,03 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 2’inde 1
mikrogram/mililitre, 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,5 mikrogram/mililitre
diger kandida tirlerinin ise 1’inde 0,015 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,03
mikrogram/mililitre, 5’inde 0,12 mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,25 mikrogram/mililitre,
4’tinde 0,5 mikrogram/mililitre, 4’tinde 1 mikrogram/mililitre, 3’inde 2
mikrogram/mililitre olarak saptandi.

Flusitozin’e kars1 in vitro duyarliligin aragtirilmasinda mikrodiliisyon yontemiyle
belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarmin; 16’sinda 0,06
mikrogram/mililitre, C. tropicalis suslarinin 11’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 1’inde
0,12 mikrogram/mililitre, 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 1’inde 1 mikrogram/mililitre
diger kandida tiirlerinin ise 6’sinda 0,06 mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,12
mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,25 mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,5 mikrogram/mililitre,
2’sinde 1 mikrogram/mililitre, 2’sinde 2 mikrogram/mililitre olarak saptandi.

Posakonazol’e karst in vitro duyarliligin arastirilmasinda mikrodiliisyon

yontemiyle belirlenen 24 saatlik MIiK degerleri, C. albicans suslarinin; 4’iinde 0,008
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mikrogram/mililitre, 7’sinde 0,015 mikrogram/mililitre, 4’{inde 0,03
mikrogram/mililitre, 1’inde 8 mikrogram/mililitre C. tropicalis suslarinin 1’inde 0,015
mikrogram/mililitre, 1’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,12 mikrogram/mililitre,
4’tinde 0,25 mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,5 mikrogram/mililitre diger kandida
tirlerinin ise 2’sinde 0,015 mikrogram/mililitre, 6’sinda 0,03 mikrogram/mililitre,
I’inde 0,06 mikrogram/mililitre, 5’inde 0,12 mikrogram/mililitre, 3’tinde 0,25
mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,5 mikrogram/mililitre, 1’inde 2 mikrogram/mililitre
olarak saptandi.

Itrakonazol’e kars1 in vitro duyarlili@in arastirilmasinda mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenen 24 saatlik MIK degerleri, C. albicans suslarinin; 8’inde 0,015
mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,03 mikrogram/mililitre, 3’tinde 0,06 mikrogram/mililitre,
I’inde 16 mikrogram/mililitre C. tropicalis suslarinin 1’inde 0,015 mikrogram/mililitre,
2’sinde 0,06 mikrogram/mililitre, 2’sinde 0,12 mikrogram/mililitre, 5’inde 0,25
mikrogram/mililitre, 4’tinde 0,5 mikrogram/mililitre diger kandida tiirlerinin ise 1’inde
0,03 mikrogram/mililitre, 10’unda 0,06 mikrogram/mililitre, 7’sinde 0,12
mikrogram/mililitre, 1’inde 0,25 mikrogram/mililitre, 1’inde 1 mikrogram/mililitre

olarak saptandi.
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Tablo 4.3. C. albicans'm dokuz antifungal i¢in MIK degerleri

Sus  Anidulafungin Mikafungin Kaspofungin Flusitozin Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flukonazol  Amfoterisin-B
No
1 0.015 <0.008 0.06 0.06 0.008 0.008 0.015 0.25 1
2 0.015 <0.008 0.03 <0.06 0.008 0.008 0.015 0.25 0.5
3 0.015 <0.008 0.03 0.06 0.03 0.008 0.06 0.25 1
4 0.015 <0.008 0.03 <0.06 0.015 <0.008 0.03 0.5 0.5
S) 0.015 <0.008 0.015 <0.06 <0.008 <0.008 <0.015 <0.12 0.5
6 0.03 0.015 0.03 <0.06 0.015 0.008 0.03 0.5 0.5
7 0.015 0.015 0.03 <0.06 0.008 0.008 <0.015 0.25 0.5
8 0.12 0.03 0.03 <0.06 >8 >8 >16 >256 1
9 0.015 <0.008 0.03 <0.06 0.015 <0.008 <0.015 0.25 0.5
10 0.03 <0.008 0.03 <0.06 0.03 <0.008 0.03 0.25 0.5
11 0.015 0.015 0.03 <0.06 0.015 0.008 0.015 0.25 0.5
12 0.5 1 0.5 0.06 0.03 <0.008 0.03 0.25 0.25
13 <0.015 <0.008 0.03 <0.06 0.015 0.008 <0.015 0.5 0.5
14 <0.015 <0.008 0.03 <0.06 0.015 0.008 0.015 0.25 0.5
15 0.12 0.03 0.06 <0.06 0.015 <0.08 0.06 0.25 0.5
16 0.12 0.03 0.06 <0.06 0.03 0.008 0.06 0.5 1

*Tiim birimler mikrogram/mililitre’dir
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Tablo 4.4. C. Tropicalis'in dokuz antifungal i¢in MIK degerleri

Sus  Anidulafungin Mikafungin Kaspofungin Flusitozin Posakonazol ~Vorikonazol Itrakonazol Flukonazol ~Amfoterisin-B
No

1 0.03 0.03 0.03 0.06 0.12 0.06 0.25 1 05
2 0.03 0.015 0.12 0.06 0.5 0.25 0.5 2 1
3 0.015 0.015 0.015 <0.06 0.06 0.03 0.06 05 <0.12
4 2 1 0.25 0.12 0.015 <0.008 0.015 0.25 0.5
S 0.03 0.03 0.03 <0.06 0.12 0.12 0.25 1 0.5
6 0.03 0.03 0.06 <0.06 0.5 0.25 05 2 1
7 1 1 0.5 0.25 0.12 0.03 0.12 2 0.5
8 0.03 0.03 0.12 <0.06 0.5 0.25 05 4 0.5
9 0.03 0.015 0.015 0.06 0.5 0.25 0.5 4 1
10 0.12 0.03 0.03 0.06 0.25 0.12 0.25 2 0.5
11 0.06 0.25 0.12 1 0.25 0.03 0.06 2 0.25
12 0.12 0.03 0.03 0.06 0.25 0.12 0.25 2 0.5
13 0.015 0.015 0.03 <0.06 0.25 0.25 0.25 2 0.5
14 <0.015 0.03 0.015 <0.06 0.12 0.06 0.12 05 0.5

*Tiim birimler mikrogram/mililitre’dir
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Tablo 4.5. C. Glabrata'nin dokuz antifungal icin MIK degerleri

Sus Anidulafungin  Mikafungin  Kaspofungin  Flusitozin  Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flukonazol Amfoterisin-B
No

1 0.06 0.12 0.06 0.5 0.12 0.03 0.12 2 0.5
2 0.06 0.12 0.12 1 0.5 0.03 0.12 2 0.5
3 0.03 0.12 0.06 0.25 0.12 0.03 0.12 1 0.5
4 0.06 0.5 0.12 2 0.5 0.03 0.25 2 0.5
5 0.06 0.12 0.06 0.25 0.12 0.015 0.06 2 0.12
6 0.03 0.015 0.06 <0.06 2 0.5 1 32 1
7 0.015 0.03 0.015 <0.06 0.12 0.06 0.06 2 0.12
8 0.03 0.12 0.06 1 0.12 0.015 0.12 1 0.25
9 0.12 0.5 0.5 2 0.25 0.03 0.12 4 2
10 0.06 0.25 0.12 05 0.25 0.03 0.12 2 0.25

*Tlim birimler mikrogram/mililitre’dir
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Tablo 4.6. C. Parapsilosis'in dokuz antifungal icin MIK degerleri

Sus  Anidulafungin  Mikafungin Kaspofungin Flusitozin Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flukonazol Amfoterisin-B
No

1 2 2 0.5 0.12 0.06 0.015 0.25 0.5 0.25

2 2 2 0.5 0.06 0.03 0.015 0.06 0.5 0.5

3 2 2 0.5 0.12 0.03 <0.008 0.06 0.5 0.5

4 2 1 0.25 0.06 0.015 <0.008 0.03 0.25 0.5

5 1 0.5 0.25 0.06 0.06 0.015 0.06 0.5 0.5

6 1 1 0.5 0.25 0.03 <0.008 0.06 0.5 0.5

7 1 1 0.5 0.12 0.03 <0.008 0.06 0.25 0.5

8 1 1 0.5 0.25 0.015 0.008 0.06 0.5 0.5

Tablo 4.7. C. kefyr'nin dokuz antifungal i¢in MIK degerleri

Sus  Anidulafungin  Mikafungin ~ Kaspofungin Flusitozin Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flukonazol —Amfoterisin-B
No

1 0.25 0.25 0.12 0.006 0.25 0.03 0.12 2 0.25

2 0.5 0.5 0.5 0.12 0.003 <0.008 0.06 0.25 2

*Tiim birimler mikrogram/mililitre’dir



5. TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarinda goriilen artisla beraber, bu enfeksiyonlara sebep olan
tirlerin sayisinda da degisiklikler olmaya baslamistir. Hastane kaynakli fungal
enfeksiyonlarda birinci sirada C.albicans olmasiyla beraber antifungal tedaviye daha
giic cevap alindig1 biliniyor olan C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis gibi, albicans disindaki tiirlerinde karsimiza ¢ikma riski hizla artis
gostermektedir. Bu sebeple tiirlerin identifikasyonu ve direng profillerinin saptanmasi
cok biiyiik 6nem arzetmektedir.***

Kandidalar derimizde ve mukoza floramizda dogal olarak yer alan
mikroorganizmalardandir. Normal saglikli kisilerin % 30-50 civarmin agiz ve
gastrointestinal sistemlerinde yer alirlar, baz1 hazirlayici etmenlerin oldugu durumlarda
kandidoz ad1 verilen enfeksiyonlari yaparlar.125

Kandidalar kan dolagimi ile 1ilgili enfeksiyonlarm % 8’ini meydana
getirmektedir. Non albicans etkenli enfeksiyonlarn artis1 antimikrobiyal direnglilik
agisindan Onem tasimaktadir. Ciinkii bu suslarin 6nemli bir boliimii flukonazole
direnglidir. C. albicans koagiilaz iiretimi yaparak trombogenezin etkisinden korunur. Bu
durum C. albicans’in fibronektine ve fibrin tabakasina saglam bir sekilde yapismasini
saglar.126
Calismamizda antifungal duyarlilik testleri i¢in SYO ticari kiti kullanildi. Pfaller

ve ark.*?’

ekinokandinler ile yaptiklar1 duyarlilik ¢alismasinda Sensititre kiti ve CLSI’in
referans yontemiyle aldiklar1 sonuglar1 karsilastirmis ve yontemler arasindaki uyumu
%100 olarak saptamistir.

Ticari olarak kolayca elde edilebilmesi, ayni zaman igerisinde ¢ok sayida

antifungalin test edilebilmesi ve uygulama rahathigi gibi faydalari sebebiyle,

calismamizda segilen SYO ile duyarlilik testlerinin arastirilmasinda, yenilenen,
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flukonazol ve kaspofungin i¢in kandida tiirlerine gore degisiklik gosteren direng sinir
degerleri kullamlmugtir.*® 8

Giiltekin ve ark.’ kan kiiltiirlerinden izole ettikleri 46 kandida susu ile SYO
ticari kiti kullanarak yaptiklari ¢alismada tiim suslarin amfoterisin B, vorikonazol,
posakonazol ve kaspofungine duyarli oldugunu saptamislardir. C.albicans,
C.parapsilosis, C.glabrata ve C.tropicalis suslar1 flukonazole duyarli bulunurken, bes
C.glabrata izolatinin ii¢linde itrakonazol direnci tespit edilmis, diger suslarda ise
itrakonazole duyarlilik oldugu belirlenmistir.

Calismamizda; C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata ile C. tropicalis’in
kaspofungin ve Amp-B’ye duyarli oldugu, bir C. albicans susunun vorikonazol direnci
gosterdigi goriildii. Flukonazol direnci bir C. glabrata ile bir C. albicans susunda
saptandi. Itrakonazol direnci ise bir C. albicans ve bir C. glabrata susunda saptanirken,
bir C. tropicalis susu ise itrakonazole doza bagimli duyarli (DBD) olarak bulundu.

Pfaller ve ark.'®

yaptiklar1 ¢alismada referans olarak kullandiklart CLSI
degerlerini, SYO ticari kiti kullanarak bulduklar1 degerlerle karsilastirmis ve sonuglarin
miikemmel bir uyuma sahip oldugunu gérmiislerdir. Calismalarinda genel uyum % 95,4
olarak tespit edilmistir.

Farina ve ark.'* caligmalarinda yedi farkli laboratuvarda SYO ve VITEK2
duyarlilik sistemlerinin karsilastirmasini yapmislardir. Dort farkli antifungalle (Amp-B,
flukonazol, flusitozin ve vorikonazol) yaptiklar1 duyarlilik ¢caligmalarinda SYO’a gore
VITEK2 duyarlilik test sisteminin daha uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Iki metod
arasindaki uyum % 81,4’den %88,6’ya kadar gozlemlenmistir. Calisma VITEK2
sisteminin maya duyarliligii test etmede alternatif ve uygun bir yontem oldugunu

desteklemektedir. Ayrica laboratuvarlar arast uyumu gelistirmek amaciyla MIK

degerleri kriterlerinin optimizasyonuna ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.
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Avolio ve ark.** calismalarinda; mayalar i¢in miimkiin oldugu kadar hizli ve
dogru MIK degeri belirlemeyi amaglamislardir. 40 kandidemi olgusunda SYO
kolorimetrik kiti ile belirledikleri degerleri, CLSI degerleri ile karsilastirmislardir.
Kiyaslama sonucunda SYO ile test edilen 40 kandida susunun higbirinde biiyilik hata ya
da hataya rastlanilmamuistir, sadece dort kii¢iik hata bulunmustur. Kiiciik hatalarin renk
degisiminin olmadig1 son kuyucugu belirlemede yasanan zorluklardan ileri geldigi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismanin sonucunda SYO kolorimetrik kitinin piyasadaki diger
duyarlilik belirleme kitlerine gore kisa zamanda ve dogru sonuglar verdigi bildirilmistir.
Bizim c¢alismamizda da duyarlilik ve diren¢ durumunu degistirmeyecek Olgiide, son
kuyucuktaki renk degisimini net olarak belirleyememeye bagli olarak, kiiciik hatalar
bulunmustur.

Bertout ve ark.'® yaptiklar1 ¢alismada CLSI referans broth mikrodiliisyon test
yontemi (protokol M27 - A3) ve SYO ticari kitinden elde edilen sonuglari
karsilastirmislardir. ki kalite kontrol susu ve 102 kandida izolat1 test edilerek;
flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, posakonazol, vorikonazol, flusitozin, Amp-B ve
kaspofungin antifungalleri ile ¢alismislardir. MIK degerlerini belirleme islemleri 24
saatlik inkiibasyondan sonra yapilmistir. CLSI ve SYO arasindaki uyumun % 70,6 ile %
92,2 arasinda degistigi tespit edilmistir. SYO ticari kiti ile elde edilen MIK degerlerinde
cok biiyiik hata olmamas1 sebebiyle ve kiigiik hatalarin 6nlenmesi adina SYO kitinin
yararli oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda kan kiiltiirlerinden izole edilen kandida tiirlerinin Amp-B,
flukonazol, anidulafungin, vorikonazol, kaspofungin, mikafungin, flusitozin,
posakonazol ve itrakonazol’e karsi in vitro antifungal duyarliliklar1 kolorimetrik SYO
ticari kiti kullamlarak arastirilmig, MIK araligi, MIK 50, MIK 90 degerleri

belirlenmistir (Tablo 4.2).
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Calismamizda flukonazol icin bir kandida susunda doza bagimli duyarlilik (MiK
degeri 32 mikrogram/mililitre), bir kandida susunda ise direnglilik (MIK degeri > 256
mikrogram/mililitre) tespit edilmistir. Doza bagimli duyarli sus C. glabrata olarak
saptanmustir. Direngli olan sus ise C. albicans olarak belirlenmistir. Kandida suslarinin
tamaminda MIK araliklar;, Amp-B igin; 0.12-2 mikrogram/mililitre, flukonazol igin;
0.12-256  mikrogram/mililitre, vorikonazol igin; 0.008-8 mikrogram/mililitre,
kaspofungin i¢in; 0.015-0.5 mikrogram/mililitre, anidulafungin i¢in; 0.015-2
mikrogram/mililitre, mikafungin icin; 0.008-2 mikrogram/mililitre, flusitozin igin;
0.006-8 mikrogram/mililitre, posakonazol i¢in; 0.008-8 mikrogram/mililitre, itrakonazol
icin; 0.015- 16 mikrogram/mililitre olarak belirlenmistir.

k.13 Latin Amerika hastanelerinde kan kiiltiirlerinden elde ettikleri

Godoy ve ar
kandida suslarinin antifungal duyarliliklarini mikrodiliisyon yontemiyle arastirarak,
MIK araligi, MiK50 ve MIK90 degerlerini sirastyla, Amp-B i¢in C, albicans’ta 0.125-1
mikrogram/mililitre, 0.5 wve 0.5 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.25-1
mikrogram/mililitre, 0.5 wve 1 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.25-1
mikrogram/mililitre, 05 ve 1 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 0.5-1
mikrogram/mililitre, 0.5 ve 0.5 mikrogram/mililitre, flukonazol icin C. albicans’ta
0.125-0.5 mikrogram/mililitre, 0.25 ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. tropicalis’te 0.125-
0.5 mikrogram/mililitre, 0.25 ve 0.5 mikrogram/mililitre, C. parapsilosis’te 0.125-2
mikrogram/mililitre, 0.5 ve 2 mikrogram/mililitre, C. glabrata’da 2-8
mikrogram/mililitre, 2 ve 4 mikrogram/mililitre olarak bildirmislerdir.

Karakog ve ark.’nin'® kan kiiltiirlerinden elde ettikleri 88 adet kandida susunun
iki farkli triazole karsi duyarhiligimi arastirdiklar1 ¢alismalarinda bulduklari sonuglara

bakildiginda; flukonazol icin 8 susda doza bagimli duyarlilik (MIK degeri 16-32

mikrogram/mililitre), 5 susda ise direnglilik (MIK degeri > 64 mikrogram/mililitre)
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tespit edildigi goriilmektedir. Doza bagimli duyarl suslardan 3 adet C. albicans, 3 adet
C. tropicalis, 2 adet C. glabrata; direncli suslar arasinda da 1 adet C. albicans, 4 adet de
C. krusei saptanmustir. Suslarinin hepsinde MiK araliklari, flukonazol icin; 0.125-64
mikrogram/mililitre, vorikonazol igin ise 0.125-1 mikrogram/mililitre olarak
belirlenmistir. Calisma yapilan tiim kandidalarda vorikonazol icin MIK degeri <I
mikrogram/mililitre olarak belirlenmistir. Flukonazol’e kars1 doza bagimli duyarli ve
direngli olan suslarda da vorikonazol igin diisik MIK degerleri tespit edilmistir.
Calismamizda buldugumuz sonuglarla kiyaslayacak olursak duyarli, doza bagiml
duyarli ve direngli bulunan suslarda benzer sonuglar elde ettigimizi sdyleyebiliriz.
Davey ve ark.>® 180 maya izolat1 ile yaptiklar1 calismada, Flukonazol i¢in MIK
araligini 0,12->64 mikrogram/mililitre arasinda saptamuslardir. Shawar ve ark.™ ise 14
C.albicans izolat ile yaptiklar1 calismada MIK araligimi >64 mikrogram/mililitre olarak
saptamistir. Espinel- Ingroff137 30 maya izolat1 ile yapt1§1 ¢alismada MIK araligin1 0,25-
>64 mikrogram/mililitre arasinda bulmugslardir. Howser ve ark.™® 98 susluk
calismasinda MIK araligini 0,12->256 mikrogram/mililitre olarak saptamislardir.
Flukonazol ile ilgili direng %5-56 arasinda degisen oranlarda goriilmektedir.

k.'*® 53 kandida susu ile yaptiklar1 ¢alismada MIK araligini

Tiirkiye’de Arikan ve ar
<0,2- >64 mikrogram/mililitre olarak saptamislardir; Giin ve ark.'° 50 izolathk
calismasinda MIiK araligmi 0,12->64 mikrogram/mililitre olarak bulmuslardir. Kiraz ve
ark.* 300 susluk calismalarinda MIK araligini 0,06-8 mikrogram/mililitre olarak
saptamiglardir.

Aydmn ve ark.!*? C.glabrata suslari disindaki suslarda flukonazol direnci

saptamamis, Giirciioglu ve ark.'”® ile Sarach ve ark.® flukonazole direngli

k.145 6

C.parapsilosis’, Tan ve ar ile Spiliopoulou™*® ve ark. ise flukonazole direngli

C.tropicalis sonuglarini rapor etmislerdir.
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Calismamizda flukonazol igin bir kandida susu doza bagimli duyarhi (MIK degeri
32 mikrogram/mililitre), bir kandida susu ise direngli (MIK degeri > 256
mikrogram/mililitre) olarak tespit edilmistir. Doza bagimli duyarli sus C. glabrata
olarak saptanmustir. Direngli olan sus ise C. albicans olarak saptanmistir. Sonuglarimiza
bakacak olursak yaptigimiz ¢alisma hem iilkemizdeki degerlerle hem de yurtdisinda
yapilan calismalarla uyumlu bulunmustur. Tirlerde goriilen diren¢ durumu da diger
calismalarda goriilen diren¢ durumlari ile uyumlu bulunmustur.

Test ettigimiz tiim antifungallerde degisik oranlarda direng tespit edilmesi,
kandida enfeksiyonlarmin tedavi edilmesinde tiir tanimi yapmanin ve duyarlilik
calismalarinin siirekli olarak uygulanmasi, kendi hastanemizin antifungal kullanim
protokollerinin belirlenmesine katki saglamasi hem de iilke genelinde yapilacak daha
genis kapsamli tedavi protokollerinin hazirlanmasina yararli olacag: diisiintilmektedir.

SYO antifungal duyarlilik kitinin kolayca elde edilebilmesi, ayni zaman

icerisinde dokuz adet antifungalin test edilebilmesi ve uygulama rahatlig1 gibi faydalar

sebebiyle kullanilabilir bir mikrodiliisyon teknigi oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kan kiiltiirlerinden izole ettigimiz 50 kandida susunun 16’s1 (% 32) C. albicans,
14’1 (% 28) C. tropicalis, 10’u (% 20) C. glabrata, 8’i (% 16) C. parapsilosis, 2’si (%
4) C. kefyr olarak tespit edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz standart suslar SYO duyarlilik kitinde bildirilen
prosediire uygun olarak calisilmistir. Elde edilen MIK degerleri referans degerler
arasinda yer almistir.

Calismamizda flukonazol i¢in bir kandida susu doza bagimli duyarli (MIK degeri
32 pg/ml), bir kandida susu ise direncli (MIK degeri > 256 upg/ml) olarak tespit
edilmistir. Doza bagimhi duyarli sus C. glabrata olarak belirlenmistir. Direngli olan
susun ise C. albicans oldugu goriilmiistiir.

Kandida suslarinin tamaminda MIK araliklari, Amp-B icin; 0.12-2 pg/ml,
flukonazol i¢in; 0.12-256 pg/ml, vorikonazol i¢in; 0.008-8 pg/ml, kaspofungin igin;
0.015-0.5 pg/ml, anidulafungin icin; 0.015-2 pg/ml, mikafungin i¢in; 0.008-2 pg/ml,
flusitozin i¢in; 0.006-8 pg/ml, posakonazol i¢in; 0.008-8 pg/ml, itrakonazol i¢in; 0.015-
16 pg/ml olarak belirlenmistir.

Calisilan C. albicans tiirlerinden sekiz numarali susda multiazol direnci
belirlenmistir. Sekiz numarali susda posakonazol >8 pg/ml, vorikonazol >8 pg/ml,
itrakonazol >16 pg/ml, flukonazol ise >256 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Elde edilen diisik MIK degerleri goz oniine alindiginda; Anidulafungin,
mikafungin, kaspofungin, flusitozin, posakonazol, vorikonazol, itrakonazol ve Amp-
B’nin kandida suslarina karsi etkin olarak kullanilabilecegi ve flukonazole direng
gosteren suglarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif ilag olarak

kullanilabilecekleri sonucuna varilmuistir.
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