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1. GIRIS

Candida tirleri dogada yaygin olarak bulunan maya mantarlaridir. Birgok bitkide
bulunabildikleri gibi memelilerde, gastrointestinal sistem basta olmak tlizere mukokutan6z

membranlarda bulunurlar.

Yogun bakim iiniteleri (YBU) invaziv tami ve tedavi girisimlerinin sik kullamldigi, en
onemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda sayilan nozokomiyal infeksiyonlar i¢in en
riskli bolimlerdir. Nozokomiyal fungal infeksiyonlar siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen,
tanis1 zor ve tedaviye direngli hastaliklar olduklar i¢in ciddi bir morbidite ve mortalite
sebebidir. Tlim hastane infeksiyonlarmin %8 ini olusturdugu bilinen nozokomiyal fungal
infeksiyonlar immun yetmezligi olan kisilerin ¢ogalmasiyla birlikte artmaya devam

etmektedir.

Son 30 yil iginde, idrarda Candida varligi énem kazanmustir. Immun yetmezlikli
olgulardaki artig, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, {iriner sisteme yonelik girisimler,
diabetes mellitus gibi altta yatan hastaliklar, ileri yas, iiriner sistemde mikozlara egilimi
artirmaktadir. Idrarda Candida tiirlerinin varh@, tedavi gerektirmeyen basit bir
kolonizasyon olabilecegi gibi, tedavi gerektiren ciddi iist iiriner sistem infeksiyonunu da

gosterebilir.

Mortalitesi yiiksek mantar infeksiyonlarinin genellikle disaridan bulas ile olusmadigi;
normalde florada bulunan mantar elemanlarindan kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak
yapilan caligmalarda yogun bakim hastalarinda, mikozlarin sadece endojen kaynakli
olmadig1, hastadan hastaya veya saglik personelinden hastaya gecebildigi epidemiyolojik

calismalarla gosterilmistir.

Antifungal duyarlilik testleri; rutin laboratuarlarda klinik agidan gerekli goriildiigii bazi
durumlarda tedaviyi yonlendirmek ve epidemiyolojik veriler elde etmek icin yapilir. Her
merkezde hastanede yatan olgulardan izole edilen suslarin antifungal ajanlara
duyarliliklarinin periyodik olarak belirlenmesi, o merkezdeki duyarlilik paternini ve direng

oranini belirlemek agisindan 6nemlidir.

Bu ¢alismada Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Anestezi ve Reanimasyon AD
yogun bakim {initesinde yatan hastalarin idrarlarindan izole edilen Candida suslarinin
amfoterisin B ve flukonazole antifungal duyarliliklar1 ve molekiiler epidemiyolojisinin

belirlenmesi amac¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MANTARLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Mantarlarin ylizbinden fazla tiirii oldugu bilinmektedir. Ancak 150-200 tiirliniin
insanlarda hastalik olusturdugu, bir diizine tiirlin ise hastaliklarin %90’indan sorumlu
oldugu diisliniilmektedir. Mantarlar 0Ozellikle son 20 yil igerisinde, 0&zellikle
immiinyetmezlikli, kemoterapé6tik ilag alan, transplantasyon yapilan ve uzun siire

hastanede yatan hastalarda ciddi infeksiyonlara neden olmasi ile 6nem kazanmistir (1).

2.1.1. Hiicre Yapisi

Mantarlar gergek bir ¢ekirdege sahip Okaryotik mikroorganizmalardir. Tek veya ¢ok
hiicreli olabilirler, ancak ¢ok hiicreli ve ¢ok ¢ekirdekli olma egilimindedirler. Mantar hiicre
duvarinin kitin i¢ermesi, hiicre zarinda kolesterol yerine ergosterol bulunmasi mantarlari
diger canli hiicrelerden ayiran Onemli Ozelliklerdir. Hiicre duvarmin %901
karbonhidratlardan, %10-20’si protein ve glikoproteinden olusur. Karbonhidratlar mannan,
glukan, galaktan, kitin polimerleri ve/veya seliillozdan olusur (1, 2, 3). Hiicre zan iki
tabakali olup, fosfolipid, sifingolipid, glikoprotein ve sterol igerir. Hiicre zarindaki
ergosterol, antifungal ilaglarin gilivenle kullanimimi saglar. Bazi mantar tiirlerinde

polisakkarid yapisinda kapsiil bulunabilir.

Morfolojik yapilarina goére mantarlar kiif ve maya olmak iizere iki grupta incelenir. Kiif
mantarlar1 genellikle oda 1sisinda iirerler. 2-10 mm ¢apinda hif adi verilen ipliksi
yapilardan olusur. Hifler bir araya gelerek micelyum adi verilen kadifemsi, tilysii
olusumlar1 meydana getirirler. Maya mantarlar1 genellikle tek hiicreli ve tek c¢ekirdeklidir.
Yuvarlak, oval veya uzamis hif benzeri goriiniimde olabilir. Mayalar kat1 besiyerlerinde
37°C’de iki-ii¢ giinde opak, beyaz veya cogu kez krem renkte, yuvarlak, keskin sinirli,
tereyagi kivaminda koloniler olusturur. Kapsiillii mantarlarda mukoid koloniler gozlenir.
Kiif ve maya formu disinda; baz tiirler, besin igerigi, CO, basinci, 1s1, oksidasyon-
rediiksiyon potansiyeli gibi c¢evre sartlarinin durumuna bagli olarak iki sekilde de
iireyebilirler. Dimorfik mantarlar olarak adlandirilan bu mantarlar; 26°C’de kiif, 35-

37°C’de maya seklinde iirerler (1).



2.1.2. Mantarlarin Uremesi

Mantarlar dis ortama dayanikli olup, uygun sartlarda ¢imlenerek koloni olusturabilen
sporlara sahiptir. Bu sporlar mitoz ile olusmussa aseksiiel (eseysiz), mayoz boliinmeye
ugramis iki hiicrenin stoplazma ve niikleuslarinin birlesmesiyle olugsmussa seksiiel (eseyli)
sporlar denir. Aseksiiel sporlar ii¢ farkli yolla olusabilir. Birinci yol ana hiicre iginde
ortadan yeni bir hiicre duvari olusmasi ile iki yavru hiicreye ayrilir. Ikinci yol,
tomurcuklanma, ti¢lincii yol ise spor olusturma yoluyla yeni bir hiicre olusturur. Mantarlar
sekstiel spor yapisina gore sirastyla Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina alt
boliimlerine ayrilir. Bunun yani sira sekstiel sporlari tanimlanmamis olan sadece aseksiiel
sporlar1 bilinen mantarlar Deuteromycota (Fungi Imperfecti) alt grubunu olusturur (1).

Insanlar igin patolojik olan bir ¢ok tiir bu grupta yer alir (4).

2.2. CANDIDA’LARIN GENEL OZELLIKLERI
2.2.1. Candida’larin Tarihgesi

Ilk ¢aglardan beri mantarlarin deri, sa¢ ve tirnagi hastalandirarak eski hekimlerin
dikkatini ¢ektigi diisiiniilse bile mantarlar hakkinda esash bilgiler, 19. yiizyi1lda toplanmaya
baslamistir. Kandidiyazisin tarihgesi MO 4. yiizyila Istankoylii Hipokrat’a kadar uzandig
halde etken, Langenbeck tarafindan 1839 yilinda tifiislii bir hastanin agzindaki pamukguk
lezyonundaki kazintida gozlenmistir. Pamukc¢ugun etkeni olarak mantarlarin tarifi 1842
yilinda Gruby tarafindan gerceklestirilmistir. 1923 yilina kadar bazi arastiricilar bulduklari
mantarlarin yeni bir tiir oldugunu sanarak degisik adlarla tanimlamislardir. Bu karigikliga
Berkhout yalanci hif gelistiren, askospor iiretmeyen maya tiirlerini kapsayan Candida
cinsini yeniden kurarak son vermeye calismistir. 1954°de Paris’de toplanan VIII. Ulusal
Botanik Kongresinde Berkhout’un kullandig1 Candida ismi kabul edilmis ve etkenin adi

Candida albicans olarak belirlenmistir (5).

2.2.3. Candida’larim Simiflandirilmasi

Candida'lar Deuteromycetes sinifinin Crypfococcales takiminda Cryptococcaceae

ailesinde simiflandirilan, blastosporlarla ¢ogalan, yalanci ve gercek hif yapan, bir grup



mayadir (6, 7, 8, 9). Candida tiirleri hetorojen bir grup olup bu cins igerisinde tiirler

arasindaki taksonomik iligkiler tam belirlenememistir (9, 10).

Bu aile yaklasik 200 tiir icermektedir. Bu aileye giren C.albicans. C.tropicalis,
C.glabarata, C.parapsilosis, C.krusei, C.pseudotropicalis, C.lusitaniae, C.dubliniensis
C.guilliermondi, C.catenulata, C.ciferrii, C.haemulonii, C.intermedia, C.kefyr, C.lambica,
C.lipolytica,  C.norvegensis,  C.pelliculosa,  C.pulcherrima,  C.rugosa,  C.utilis,
C.viswanathii ve C.zeylanoides gibi Candida tiirleri tibbi 6nemi olan ve en ¢ok karsilasilan

tiirlerdir (6, 9, 10, 11).

2.2.3. Ekoloji

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan maya mantarlaridir. Birgok bitkide
bulunabildikleri gibi 6zellikle memelilerde, gastrointestinal sistem basta olmak {izere
mukokutanéz membranlarda bulunurlar (10, 12). Saglikli bireylerde gastrointestinal
sistemdeki kolonizasyon, agizdan kolona dogru gittikce artmaktadir. Candida
kolonizasyonunun yogun oldugu bir diger yer vajendir. Saglikli kadinlarin %30 unda

bulunabilir. Saglikli deride Candida tiirlerine fazla rastlanmaz (10).

2.2.4. Candida’larim Morfolojik Ozellikleri

Klinik 6rneklerinde ve kiiltiirlerinde 2-8x3-15 um boyutlarinda oval veya yuvarlagimsi,
tomurcuklanan hiicreler seklinde goriiliirler (7, 12, 13). Ana kok hiicrenin bir boliimiiniin
uzamasi ile olusan tomurcuklanma sirasinda hiicre duvarinin bir noktasi lizise ugrar. Bu
noktadan duvar disartya dogru balonlagsma yapar. Bu kisim siserek genisler, ana hiicrede
mitoz yolu ile cogalan kromozomlar ve diger hiicre elamanlar1 yeni hiicreye tasinir, sonra
iki hiicre arasindaki bolme geliserek hiicre ¢ogalmasi gerceklesir (1). Tomurcuklanarak
meydana gelen yavru hiicre ana hiicrenin aynidir, ana hiicreden ayrilabilir veya ayrilmaz.
Ayrilmay1 bagsaramayan hiicre tomurcuklari, yalanci hif seklinde zincirler olustururlar (1,
7, 12, 13). Yalanc hifin hiicre duvari birbirine paralel olmayip, hiicreler aras1 daralmalar
nedeniyle bogumsal gortiinim mevcutken; gercek hifin hiicre duvarlart birbirine paraleldir.
Ayrica yalanci hifde uzama gosteren uctaki hiicre bir 6ncekinden daha kisa; gercek hifde
ise daha uzundur (1). Candida tiirleri arasinda C.albicans blastospor ve yalanci hif yaninda

hiicre duvarlar1 birbirine paralel gercek hif de olusturarak dimorfik 6zellik gosterir (12).



Candida’lar bir hifin ucunda veya arada bulunan tek hiicreli, kalin duvarli, oval genis yap1

olan klamidospor olusturabilirler.

2.2.5. Candida’larin Boyanma Ozellikleri

Candida’nin maya ve migelyal formlar1 Gram pozitiftirler (8, 13). Bunun yaninda
floresan boyalardan potasyum hidroksit-Kalkoflor beyazi ile boyanabilirler. Kalkoflor
beyazi maya hiicre duvarindaki kitin ve selliiloza nonspesifik baglanarak yesilden maviye
degisen renklerde floresan verir. Bu boya 0Ozellikle maya hiicrelerinin ornekler icinde

aranmasinda kullanilir (11, 14).

2.2.6. Candida’larin Ureme Ozellikleri

Candida tiirleri rutinde kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi iirerler
(15). Bu cinste yer alan mayalar, karbon, azot, ve fosfat kaynaklar1 ve biotin varliginda ve
20-40°C’de, pH:2-8’de {reyebilirler; iireme hizlar1 0.3-0.4/saattir (2). Besinlerini
absorbsiyon yolu ile bulunduklar1 ortamdan kolayca saglayabilmeleri i¢in lireme ortaminin
relatif nem oram1 % 95-100 oraninda olmalidir (11). Ureme genellikle 24 saatte
goriilmesine ragmen, belirgin tireme genellikle 48-72 saat arasinda olusur. Candida tiirleri
genellikle kirli beyaz veya krem renginde, burusuk veya diizgiin kenarli, nemli, yumusak

kivamli, maya kokan koloni olustururlar (12, 13).

2.3. CANDIDA INFEKSIYONLARINDA PATOGENEZ

Hastalik yapici karakterdeki bir mantarin viicuda girmesi infeksiyonun olugmasindaki
ilk asamadir ancak infeksiyonun meydana gelmesi i¢in yeterli degildir. Mantarla konak
arasindaki karsilikli etkilesim sonucuna bagh olarak ya subklinik diizeydeki infeksiyonlar
ve/veya klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi seklinde hastalik meydana gelir veya meydana
gelmesi Onlenir. Etkenin hastalik yapici bir¢ok 6zelligi ile konagin duyarliligi tarafindan
belirlenen bu olay 6zellikle insanlarda siradan bir kommensal olarak bulunan fakat konagin
savunmasi zedelendiginde dokulara yayilarak ona zarar verebilen Candida'larin yaptiklari
infeksiyonlarin altindaki gercegi olusturur (16). Candida infeksiyonlarinin patogenezinde

konagin savunma sistemi ¢esitli yollarla olaya katilir. Savunma mekanizmalarinda yer alan



hiicreler, faktorler, yapilar ve bunlarin fonksiyonlarindaki defektler konagin savunma

mekanizmasindaki roliinii belirler. Bunlar;

1) Mikrobiyal antogonizma ve Candida kolonizasyonu,
2) Birinci basamak savunma
Deri ve mukoza
3) Ikinci basamak savunma
Sivisal savunma mekanizmalari
Hiicresel savunma mekanizmalari
4) Konak savunmasini etkileyen faktorler
Beslenme ve yas

5) Konak savunmasina etki eden hastaliklar

Losemi ve Lenfoma Kronik renal yetmezlik
Alkolizm ve hepatik siroz Orak hiicre anemisi
Infeksiyonlar

6) Immiiniteyi baskilayan ilaclar
Glukokortikosteroidler
Immiiniteyi baskilayan baska ilaglar
7) Ismlama
Candida infeksiyonlarinin  gelisiminde konak faktorlerinin  yaninda virulans
faktorlerinin de onemi biiyliktiir. Candida; virulans ozellikleri sayesinde, konak hiicre
membraninin biitiinliigiinii ve islevlerinin bozulmasina neden olur ve bu sayede hiicre

Oliimii ile konak hiicresi i¢ine invazyon yapar (17).

2.4. CANDIDA’ LARDA VIRULANS FAKTORLERI

Adezyon: Yapigma, hiicrelerin yiizey ozellikleri ile iligkilidir. Candida'larin mukoza,
epitel ve endotel hiicrelerine yapismasi kolonizasyonun ilk asamasidir (16). Adezyon
C.albicans ve C.tropicalis’de ylksek iken, C.parapsilosis’de dusiiktir. C.krusei, C.kefyr
ve C.guilliermondii’de adezyon gosterilememistir (18). Mantarlarin aderansini saglayan
ylizey karbonhidrat yapilari mannan, B-glukan, ve kitine karsilik konakta bunlarin
baglanabilecegi fukos, N-asetilglikozamin ve sialik asit gibi baglayici yapilar vardir (17).
Candida tiirlerinin ¢esitli ylizeylere baglanmasini sekerler, metal iyonlari, pH, 1s1 gibi

cevresel faktdrlerin yani sira fibrinojen, fibronektin, laminin, tip I ve tip IV kollojen gibi



konak proteinleri ve maya hiicrelerinin morfolojileri, lireme fazlari, yiizey 6zellikleri, diger

mikroorganizmalar ile etkilesimi belirlemektedir (18).

Proteinaz Enzimi: Mantarlar, konagin hiicre zarlarinda islev bozukluguna sebep olarak
dokuda invazyonlarina yardimci olan enzimler olusturma yetenegine sahiptirler. Zarlarin
lipid ve protein yapilar1 bu enzimlerin hedefini olustururlar. C.albicans proteinazlari, in
vivo olarak alblimin, keratin ve deri proteinlerini parcalayabilme 06zelligini tasirlar.
Giiniimtizde C.tropicalis, C.parapsilosis ve C.glabrata'nmin da asit proteinaz salgiladiklar

bilinmektedir (19).

Salgisal aspartik proteinaz, basta C.albicans, daha az derecede C.tropicalis ve
C.parapsilosis kokenleri olmak {izere en patojen Candida tirleri tarafindan
salgilanmaktadir (16,19). Klinikle iligkili diger Candida tirleri (C.glabrata, C.krusei,
C.kefyr ve C.guilliermondii) hiicre dis1 proteinaz liretmiyor gibi goriinmektedir. Bu durum

Candida tiirlerinin insandaki viriilans siralamasina yansimaktadir (16).

Salgisal aspartik proteinazlarin virulans etkisi birka¢ olast mekanizma ile gergeklesir.
Bunlar, konak proteinlerini sindirmesi ile olusan konak doku zedelenmesiyle adezyonun
kolaylagmasi, konak proteinlerinin yikilmasiyla konak immun yanitinin bozulmasi, peptid
yikim iiriinleri ile hiicre nitrojen kaynaklariin arttiritlmasi, endotel hiicre hasar1 ve konakta

proteolitik mekanizmalar1 uyarmak yoluyladir (17).

Aspartik proteinaz enziminin viicutta fizyolojik énemi olan albumin, immunglobulin,
laktoferin, laktoperoksidaz, miisin ve sistatin A gibi substratlar1 sindirdikleri ve bdylece
viicutta koruyucu olan pek ¢ok koruyucu proteini pargalayarak daha kolay invaze olduklar

gosterilmistir (20).

Fosfolipaz Enzimi: Hiicre zarlarindaki fosfolipitlerin yikiminda rol oynayan fosfolipaz
enzimleri, bircok canlida zara bagl vezikiillerde bulunur. Bu enzimin aktivasyonu ile
fosfolipidlerden lizofosfolipidler meydana gelir ve biyolojik membranin bozulmasina
neden olur (20,21). Fosfolipazlar (PL) parcaladiklar1 6zgiil ester baglara gore A, B, C ve
D olmak tizere dort tipe ayrilmiglardir (16,20).

Slime faktorii: Kompleks polisakkarit yapida biyolojik bir film tabakasi olan slime
maddesi, mikroorganizmanin konak hiicre yiizeyine yapismasinda, kateter ve tiip gibi diiz
ylizeyli tibbi aletlere tutunarak buralarda ¢ogalmasinda 6nemli rol oynar. Diger taraftan

opsonizasyon, fagositoz ~ve kemotaksis gibi immun mekanizmalara karsi



mikroorganizmay1 koruyan slime faktoriiniin, 16kosit ve lenfosit etkinliginde de azalmaya
yol actig1 bildirilmistir (22). Candida’lar bu yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime faktorii

ile birlikte biyofilm tabakas1 olusturarak kolonizasyon meydana getirmektedirler (23).

Kateterler, ekstraseliiler matriks icinde biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile
kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmas: ¢ogu kez septisemi ile
sonuclanmaktadir (24). Slime faktor mikroorganizmayi kaplayarak viicudun savunma
mekanizmalarindan korur. Bu maddenin kemotaktik etkisinin de oldugu, fakat slime
tarafindan uyarilan polimorf niiveli l6kositlerde miyeloperoksidaz saliniminin yetersiz
oldugu gosterilmistir (22). Bu mikroorganizmanin hiicre i¢inde yasam siiresinin uzamasina
ve fagositozdan korunmasina neden olmaktadir. Ayrica slime iireten mikroorganizmalara

bagl infeksiyonlarin tedavisinin daha gii¢ oldugu gozlemlenmistir (23).

Germ Tiip- Hif Olusumu (Dimorfizm): Hif olusumu Candida’larin aktif semptomatik
infeksiyonu ile iligkilidir. C.albicans’in hifleri insan dokusunda bulunan bir grup
molekiiler yaptya baglanma kapasitesine sahiptir. Ayrica hif, epitelyal hiicreleri pargalayan
proteinaz iiretir (25). Hif sekli ile infeksiyon arasindaki sebep sonug iligkisi; hifin dokuya
maya hiicrelerinden 50 kat daha fazla yapismasi, fagositler tarafindan sindirilememesi,
orneklerden siklikla izole edilmesi, plastik ylizeylere yapigsmayi saglayan fibriller ylizey
tabakasi olusturmasi ve lezyondan kazinan materyalde C.albicans’in ¢ogunlukla hifli

sekilde gozlenmesi virulansdaki roliinii kanitlayan bulgulardir (16,26).

Toksinler: C.albicans’in endotoksin benzeri toksinleri oldugu gosterilmistir. Sistemik
kandidozun Gram negatif sepsisinden ayirdedilememesi Candida toksinlerinin

patogenezinde onemli rol oynadiginin en 6nemli gostergesi olusturmustur (16,26).

Fenotipik Degisim: Candida albicans’in fenotipik degisimi virulans faktorii olarak
konak¢1 savunmasina karst gelisen direncin ve ilaglara duyarliligin degismesine neden
olabilir. Mantar populasyonunda hiicre veya koloni morfolojisinin degisimi ile saptanabilir.
En az yedi koloni tipi veya opak(O)-beyaz(W) fenotip arasinda, sigcrama gostermektedirler.
Beyaz fenotipde diizgiin (S) yiizeyli beyaz renkli koloniler ve tomurcuklu hiicreler
meydana gelmektedir. C.albicans kokenlerinin ¢ogu beyaz fenotipindedir. Opak fenotipde
genis yiizeyli, yassi, ylizey plrtiiklii (R) gri koloniler ve uzun biiyiik hiicreler olugmaktadir
(2, 16, 26). Opak ve beyaz koloni tiplerinin hiicreleri arasinda hif olusturma yetenegi,
generasyon siiresi, diisiik ve yiiksek sicakliklara duyarlilik farkli olmaktadir (16). Ayrica

C.albicans’m antifungallere karsi gosterdigi direncin agiklanmasinda fenotipik degisim



mekanizmalarinin tanimlanmasinin 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir. Azollere direncin
mekanizmalarindan, antifungallerin digar1 atilimini hizlandirma ve sitokrom P450 hedef
enziminin fazla yapiminin fenotip degisim ile iliskisi oldugu diislintilmektedir. Yapilan
calismalarda beyaz fenotipli kolonilerin flukonazol direnci opak kolonilere gore yiiksek

bulunmustur (26).

Hiicre Duvari-Mannoprotein, Yiizey Degisimi ve Hidrofobisite: Mannan bir adezin
olarak konak hiicresinin taninmasinda ve konakta antikor cevabi1 olusmasinda, énemli bir
virulans proteini olup antijen olarak konaga sunulur. Bu komponentler immiinomodiilator
etkisi kuvvetli molekiillerdir. Mannan hiicresel veya humoral yaniti arttirir veya baskilar ve
bu da infeksiyonun siirekliligine neden olur. Mannoprotein eritrositlerin erimesi ve demir

salinimina neden olarak mikroorganizmanin {iremesi i¢in gerekli demiri saglar (18).

Belirli sekerleri, oOzellikle galaktozu yiiksek yogunluklarda iceren besiyerlerinde
gelistirildiklerinde biitiin C. albicans kokenlerinde olmasa da bir kisminda in vitro epitel
hiicrelerine yapismanin artirilabildigi  gozlemlenmistir. Farkli  sekerlerin  yiiksek
yogunluklari ile C. albicans'da in vivo ylizey degisiklikleri indiiklemesi karbonhidrattan
zengin diyetteki kisilerde agiz kandidiyazi gelismesi ve israrli olmasini acgiklayabilir

(16,26).

Tomurcuklu hiicreden germ tiipe geciste hiicre bilesimindeki bir¢ok degisikliklerin
olmas1 ¢esitli adezinlerin olusumu ve ayni zamanda hiicre yiizey hidrofobisitesini
etkilemektedir. Hidrofobik molekiiller, hiicreler aras1 ylizeyler arasinda ¢ekime yol acarlar.
C.albicans m hifal formlar1 ve 25°C’de ya da yiiksek galaktoz varliginda iireyenler daha
fazla hidrofobturlar (2). Hidrofobisite C.albicans’in plastik ylizeylere ve insan epitel

hiicrelerine baglanma yetenegiyle uyumludur (26).

Yiiksek sicaklikta iireme ozelligi: Viicut 1sis1 olan 37°C’de ve atesin yiiksek oldugu

donemde (38-42°C) iireme yetenegi sistemik infeksiyonlar i¢in 6nemlidir (27).

Farkh pH’da iireme: C.albicans pH gibi fizyolojik degisikliklere adapte olmalidir. Bu
mikroorganizma ile olusan kan ve doku infeksiyonlarinda noétral pH’da maksimum aktivite
gosteren PHR1 geni, vajen infeksiyonlarinda ise asit pH’da aktivite gosteren PHR2 geni

eksprese edilerek adaptasyon saglanmaktadir (27).



2.5. CANDIDA’LARIN LABORATUVAR TANISI

Candida’lar normal florada da bulunduklarindan, laboratuvarlarda karsilasilan en biiyiik
problemlerden birisi klinik orneklerde tireyen Candida’larin klinik bir 6neminin olup
olmadigint belirlemek ve rapor edilip edilmemesine karar vermektir. Bu nedenle
laboratuvar verilerin dogru yorumlanabilmesi i¢in iyi bir klinik laboratuvar isbirliginin
kurulmas1 gerekir (28). Diger mikrobiyal infeksiyonlarda oldugu gibi Candida
infeksiyonlarimin  tanis1  klinik  bulgular ve laboratuvar sonuglarinin  birlikte

degerlendirilmesine baglidir (15).
Mantar infeksiyonlarinin tanisinda laboratuar yaklagima;

Mikrobiyolojik  Klinik 6rnegin direk mikroskopik incelemesi
Kiiltiirde etyolojik etkenin soyutlanmasi

Izolatlarn  morfolojik, fizyolojik, immunolojik ve molekiiler

ozelliklerine gore tanimlanmast

Immiinolojik  Antikorlarin belirlenmesi igin testler
Antijenlerin belirlenmesi i¢in testler

Molekiiler Klinik 6rnekte direk tespit ve identifikasyon igin testler: Polimeraz zincir

reaksiyonu ve diger amplifikasyon yontemleri
Tiir diizeyinde identifikasyon i¢in yapilan testler: Niikleik asit problari

Biyokimyasal Metabolitlerin, hiicre duvari bilesenlerinin ve enzimlerin tespiti (29, 30).

2.5.1. Direk Mikroskopik Inceleme

Laboratuvara ulasan, kiiltlirii yapilacak oOrneklerin, hastanin tedavisine bir an Once
baslanabilmesi agisindan, bekletilmeden, dogrudan mikroskopik yontemler ile incelenmesi
gerekir (14). Gram boyama; hizlidir birgok mantar ve hif elamanin1 boyar ancak boyanma
sirasinda mantarlarin tipik morfolojisi degistiginden gram ile boyanmalari Onerilmez.
KOH; baz1 orneklerin berraklagsmasi zordur ve karisikliga neden olabilecek artefaktlar

olabilir. Mantar elamanlarinin goriilebilmesi i¢in 6rnegi berraklastirir. Kalkoflor beyazi;

hizlidir, parlak fluoresansi ile hiicre duvarmi kitinini gosterir. KOH ile birlikte c¢ok
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yararlidir (29, 31). Ornek iizerine %10-15 KOH +%]1 kalkoflor beyazi konarak hazirlanan

preperat fluoresans mikroskopta incelenir (14).

2.5.2. Candida’larin Klinik Ornekten Izolasyonu

Primer izolasyon i¢in laboratuvarlarda en sik kullanilan besiyeri Sabauroud Dekstroz
Agar (SDA)’dir. Kiiltiir i¢in alinan 6rnekler uygun besiyerine ekildikten sonra 26 ve 37
°C’de inkiibe edilirler (11). Ureyen yumusak kivamli, maya kokan kolonilerden yapilan
preperatlarda mayalar genellikle blastospor olusumu seklinde, tek hiicre halinde goriiliir

(29).

2.5.3. Tiir Diizeyinde Identifikasyon

Ureyen mantarlarin %75 i C.albicans oldugu igin, bunu diger mantarlardan kolaylikla
ayirt etmeye yarayan bir test kullanilabilir (24, 29, 31). Bu amagla germ tiip testi,
C.albicans’a 0zgli enzimlerin tespitine dayali bir test olan hizli kolorimetrik test yada

kromojenik substratlar igeren agar besiyerleri kullanilabilir (29).

Germ tiip (cimlenme borusu) deneyi: Maya kolonisinden az bir miktar, i¢erisinde 0.5
ml insan veya tavsan serum veya plazmasi bulunan test tiipiinde siispanse edilir. Test tiipii
3 saat 37°C’de inkiibe edilir. Bir damla maya-serum siispansiyonu lam iizerine alinir.
Mikroskopta germ tiip varligi aranir (31, 32). Germ tiip maya hucresinden orijin aldig

noktada bogumlanma yapmaksizin maya hiicresinin hif benzeri uzamasi olarak goriiliir.

Diger Candida tiirlerinden C.dubliniensis’de gercek germ tiip yapar ancak bu tiir nadir
goriiliir. C.tropicalis maya hiicresinden orijin aldig1r noktada bogumlanma yapan yalanci

germ tiip yapar (8, 31). C. albicans suslarinin %95-97' si germ tiip olusturur (15).

Klamidospor, Blastospor, Artrospor, Yalanci hif ve Hif Olusturma Ozelliginin
Incelenmesi: Maya kolonisinden bir miktar almir. %1 Tween-80 iceren cornmeal agar
besiyerine 3-4 tane paralel ¢izgi ekim yapilir. Uzerine steril lamel kapatilarak 30°C’de
inkiibe edilir. Besiyeri lizerine kapatilan lamelin, ortamin oksijenini azaltmasi ve Tween-
80'nin yiizey gerilimini diistirmesi klamidospor ve yalanci hif {iretimini arttirir (31). 48 saat
sonra hif, yalanci hif, blastospor, klamidospor varligi mikroskop altinda degerlendirilir (12,

31, 32).
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Misirunlu jelozda C.albicans'n 4 degisik sekil olusturarak gelistigi goriiliir: 1) Yalanci
hif ii) Blastosporlar iii) Klamidosporlar iv) Cok seyrek olarak gercek hif. Misirunlu jeloz
gibi besince fakir bir ortam, maya hiicrelerinin, iyi yedek besin depolayan klamidosporlar
olusturmasina yol acar. Bunlar olusurken hifin veya yalanci hifin bir yerinde, sitoplazma
yogunlagir, burasi hifin ¢capindan daha genis olacak tarzda siser ve duvari kalinlagir. Kalin
duvarlarin polisakkaritten (B-1,3 glukan) yapili bir dis tabakasi, protein ve ¢ok miktarda
lipid tasiyan bir de i¢ tabakasi vardir (7, 13).

Candida albicans izolatlarinin biiylik bir ¢ogunlugu (>%90), misirunlu agar, piringli-
Tween-80 agar gibi besiyerlerine ekildikleri ve 25°C’de 72 saat inkiibe edildikleri zaman
karakteristik klamidospor olustururlar. Bu 6zellik C.albicans igin germ tiip olusumu kadar

tipiktir. Bu bakimdan C.albicans ile diger Candida'larin ayirdedilmesinde faydali olur.

Candida tropicalis 25 °C’de 72 saat inkiibe edildikten ve bir haftadan fazla siireyle +4
°C’de brrakildiktan sonra klamidospor olusturabilir. C.tropicalis’in  olusturdugu
klamidosporlar kalin bir duvarin olmamasi ve sitoplazma igerisinde yansima yapan
globiillerin bulunmamasiyla C.albicans’in olusturduklarindan farklilik gosterir (12).
Ayrica C.tropicalis ilk izole edildiginde klamidospor yapar daha sonra yapilan pasajlarda
bu 6zellik kaybolur. Buna karsilik klamidospor olusumu C.albicans'da sabit bir olgudur.
C.albicans genellikle gercek veya yalanci hiflerin ucunda tek tek klamidosporlar iiretir.
Buna karsin C.dubliniensis'in klamidosporlar1 ¢iftler halinde veya {ic¢lii hatta bazen

salkimlar olustururarak olagandisi diizen gosterirler (7).
Biyokimyasal Testler

a) Karbonhidrat asimilasyon-fermentasyon testi: Fermantasyon, karbonhidratlarin
CO, ve etanol iiretimiyle sonuglanan anaerobik kullanimidir. Fermantasyon testleri
mayalarin, karbonhidratlar1 fermente edip edemediklerini arastirir. Asimilasyon testleri
mayalarin verilen substrati tek karbon veya azot kaynagi olarak kullanabilme yeteneklerini

degerlendirir (8, 13, 33).

Klasik olarak mayalarin karbonhidrat kullanma 6zellikleri Wickerham’in asimilasyon
ve fermentasyon yontemleriyle incelenir. Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda bu testlerin
yerini API 20 C, ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek gibi hazir ticari test sistemleri almustir.

Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlar APT sistemleridir (33).
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b) Ureaz testi: Candida cinsi igerisinde hem iireaz pozitif hem de negatif tiirler
bulunmaktadir; ancak klinik 6nemi olan tiirlerin biiyiik ¢ogunlugu iireaz negatiftir. Maya,
{ire agara ekim yapildiktan sonra 30°C’de 4-5 giin inkiibe edilir. Ureaz enzimi varhginda
irenin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan amonyagin neden oldugu alkali pH, renk indikatoriinii
(fenol red) pembeye doniistiiriir. Sonug olarak Christensen’in iire agarinin rengi pembeye
doniistirse pozitif, renk degisimi olmadan orijinal sar1 renginde kalirsa negatif reaksiyon

olarak degerlendirilir (33).

2.5.4. Serolojik Testler

Sistemik kandidozlarin serolojik tanisinda antikor arama testleri yiiz giildiiriicii sonuglar
vermemistir. Tek bir serum 0rnegi ile taniya ulagsmak, titre ¢cok yiiksek olmadik¢a miimkiin
degildir. iki-ii¢ hafta ara ile alinan 6rneklerde dért kat titre artis1 infeksiyon lehine bir
bulgu olmakla beraber, mantar infeksiyonlar1 genellikle immunolojik olarak baskilanmis
kisilerde gelistiginden yeterli antikor yaniti olmayip, yalanci negatiflikler testlerin
duyarliligin1  diisirmektedir. Candida’larda mukoza yiizeylerindeki kolonizasyonlar
yalanci pozitif sonuglara yol acarak testlerin 6zgiillikklerini azaltmaktadir. Antijen testleri
ile kombine degerlendirildiklerinde taniya yardimci olabilirler (30, 34). Serumda veya
viicut sivilarinda mantar antijenlerinin veya metabolitlerinin aranmasina yonelik testler

sistemik mantar infeksiyonlarinin serolojik tanisi i¢in daha degerlidirler.

Mannan: Mannan; Candida hiicre yiizeyinin, infeksiyon sirasinda, dolasima gecen
karbonhidratidir. Saglikli bireylerde antimannan antikorlart mannani dolasimdan hizla
uzaklastirdig icin kandaki diizeyi hizli diiser. Bu nedenle saptanabilmesi i¢in hastadan sik
kan oOrnegi alinmasi gerekir. Ancak immunsiiprese kisilerde yeterli antikor yaniti
olmadigindan mannan antijeninin aranmast yararli olmaktadir. Degisik ¢alismalarda
duyarlilik ve 6zgiilliigline iliskin farkli oranlar bildirilmektedir. Ardisik serum 6rneklerinin
test edilmesi duyarliligi arttirabilir (34, 35, 36, 37). Ayrica infeksiyonun antifungal
tedaviye cevabini kontrol etmeye de yarayabilecegi one siiriilmektedir (24). Giiniimiizde en

yaygin kullanilan test mannan antijen testidir.

D-arabinitol: D-arabinitol aslinda bazi Candida tiirlerinin metabolik {riiniidiir.
Sistemik kandidozlu hastalarin idrarinda diizeyi artar. Bu testinin duyarliligi %50

civarindadir (14, 35). D-arabinitol’un belirlenmesi taniya destek oldugu gibi;
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konsantrasyonunun azalmasi mantar metabolizmasinin yavaslamasi ile hastaligin iyi,

yiikselmesi ise hizlanmasi ile kotii seyrini gosterir (30).

Enolaz: Hiicre duvan antijenleri ile kolonizasyon durumunda da karsilasmak miimkiin
iken sitoplazmik antijenlerin sadece invazyonda bulunmasi gerektigi varsayilarak gesitli
testler gelistirilmistir. Bunlardan enolaz aranmasinin, ¢ok merkezli bir ¢alismada % 86
duyarli, % 96 0zgiil oldugu saptanmus, ilerisi i¢in umut verici bulunmus ve hatta kan
kiltlirlerinin 6niine gegecegi dahi savunulmustur (30, 37). Ardistk alinan kanlarda
aranmasinin duyarliligi artiracagi kabul edilmektedir. Ayrica enolaz Candida tiirlerine

oldukca 6zgiil olup ylizeyel kandidozlarda serumda saptanmamasi bir avantajdir (35).

Salgisal aspartik proteinaz (SAP): Candida tiirleri tarafindan ekstraseliiler olarak
salgilanan, aktif doku invazyonu sirasinda iiretilen, indiiklenebilir bir enzimdir. Teorik
olarak diagnostik antijen olarak kullanimi, bu 06zelligi nedeniyledir. Enzimin iiretimi

invazif hastalikla korele iken basit kolonizasyon ile korele degildir (34, 37).

B-D-Glukan: B-D-Glukan testi sadece kandidozlara 6zgii olmayip Zygomycetes ve
Cryptococcus tiirleri disindaki mantarlarda bulunan polisakkarid yapida karekteristik hiicre
duvart elamanidir. Prokaryotlar, virlisler ve insanda bulunmaz. Febril epizottaki
hematolojik maligniteli hastalarda yapilan ilk ¢aligmalarda duyarliligi % 90, 6zgilligi %
100 bulunmustur. Tan1 spektrumunun genis olmasi bir avantaji iken tiir belirleyememesi

bir dezavantajdir (34, 35, 36, 37).

2.5.5. Hasta Orneklerinde Etkenin Spesifik Niikleik Asitlerinin Gosterilmesi

Gegen ylizyilda tanisal yaklagimlar daha ¢ok mikroorganizmanin biyokimyasal veya
morfolojik fenotipinin belirlenmesine dayali olarak gergeklestirilmekte iken, molekiiler
yontemlerin son yillarda yayginlastigi dikkati ¢ekmektedir. Molekiiler tanisal uygulamalar
etiyolojik tanida hiz, duyarlilik ve bazi durumlarda da 6zgilliik artisina sebep olmustur.
Kandidozlar konusundaki molekiiler c¢aligmalar iic ana hedefe yonelik olarak

gergeklestirilmektedir.

1. Klinik 6rneklerden Candida tiirlerinin erken ve ¢abuk saptanmasi

ii. Dogrudan klinik 6rnek veya kiiltiir ortaminda cins veya tiir diizeyinde hizl
tanimlama

iil. Antifungal duyarliligin ve tedaviye yanitin ortaya konmasi (38).
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Orneklerin mikroskobik incelemesi, mantar infeksiyonlarinin tanisinda oldukga 6zgiil
ve Onemli olmakla beraber, duyarliliginin diisiik olmasi farkli tani yollarim1 gerekli
kilmigtir. Etkenin iiretilerek gosterilmesi daha 6zgiil olsa da mantarlar ge¢ tiredikleri igin
zaman kaybina yol agmaktadir. Immunsiiprese hastalarda antikor yanit1 iyi olmadigindan
serolojik testlerin basaris1 ne yazik ki diisiiktlir. Antijen ve metabolit tarayan testler imit
verici olmakla beraber altin standart bir test heniiz gelistirilememistir. Dolayisiyla niikleik
asit tespitine dayali tani yollar1 giindeme gelmis, yeni olmakla beraber bazi sonuglar

alinmaya baglanmistir (30).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve diger benzer amplifikasyon yontemleri, klinik
orneklerde kiiclik miktardaki hedef DNA’y1 belirlemeye izin verir. Litaratiirlerde sistemik
mantar infeksiyonlarinin tanisinda PZR kullanimi konusunda ve kiiltiir ve serolojik
yontemlere gore duyarliliginin ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olduguna iliskin yayinlar vardir
(39). En iyi amplifikasyon sonuglar1 realtime PZR ile elde edilmistir. Maaroufi ve ark.
yaptiklar1 bir calisma sonucunda, PCR-RFLP (Polymerase chain reaction- Restriction
Fragment Length Polymorphism) analizi ile kan 6rneginde 5 CFU/ml maya hiicresinin bile
saptanabildigi ifade edilmektedirler. C.albicans’im PZR temelli tanisinin geleneksel kan
kiiltiirlinden ¢ok daha duyarli (%100), 6zglin (%97) ve tekrarlanabilir (%96-99) oldugu
gosterilmistir. Bu sebeple fungal yiikiin ¢ok az olmasi sebebiyle kiiltiir ve serolojik taninin
heniiz yetersiz oldugu evrede, PZR temelli tan1 ¢ok etkindir (38). Ancak calismalar
arastirma programlar1 olan akademik merkezlerde sinirli kalmistir. Ayrica maliyet oldukca
yiiksektir. Duyarlilig1 artiracak ve maliyeti diislirecek bir¢ok ¢alismanin daha yapilmast
gereklidir. Niikleik asit belirlenmesinin gelecekte primer tan1 yolu olacagi tahmin

edilmektedir (30).

2.6. CANDIDA INFEKSIiYONLARI

Oral Kandidiyaz: Dudaklar, dil, damak disetleri, yanak mukozasi olmak {lizere agzin
her yerinde gelisebilir. Genellikle lezyonlar ayr1 ayr kii¢iik veya bir katman olusturan
pamukcuk seklindedir. Daha cok antibiyotik veya kortikosteroid kullanan hastalar,
diyabetikler veya hiicresel bagisiklik bozuklugu gosteren hastalarda, siit emen bebeklerde

ve AIDS’ li hastalarda gériiliir. Lezyon genellikle kendini sinirlar (3, 40, 41).

Candida Ozefajiti: Siklikla kazanilmis immun yetmezlik sendromu, lenfoma, 16semi

ile iligkili olmakla birlikte immiinkompremize olmayan hastalarda da meydana gelebilir.
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Orofarengeal kandidiyazla birlikte ya da bagimsiz bir bulgu olarak ortaya ¢ikabilir (3, 41,
42).

Onikomikoz ve Paronisya:Tirnak infeksiyonlarinin %5-10"unda etken Candida’lardir.
Bu infeksiyonda nem 6nemli bir predispozandir. Tirnak ile birlikte tirnak cevresindeki

yumusak dokunun infeksiyonu olan paronisya birlikteligi karekteristiktir (3).

Kronik Mukokutenéz Kandidiyaz: Genellikle erken ¢ocukluk doneminde baslayan,
hiicresel immiin yetmezlik ve endokrinopatilerle iligkili bir hastaliktir. Bu grup
bozukluklar, cilt, tirnak ve mukdz membranlardaki kalici ve tekrarlayan Candida

infeksiyonlari ile olusmaktadir (3, 41, 42).

Vulvovajinal Kandidoz (VVK): Yas, 0strojen, gebelik, antibiyotik kullanimi, diabetes
mellitus, basta lichen sklerozis, ekzema, dermatit olmak iizere vulval dermatozlar, Candida
kolonizasyonunu ve daha sonra da semptomatik VVK riskini arttirmaktadir (43).
Dogurganlik cagindaki saglikli kadinlarin %75°i hayat boyunca en az bir VVK atagi
gecirirler (3, 41, 43). VVK lu kadinlarda en sik goriilen klinik semptom kasintidir. Akinti
siklikla azdir veya bulunmamaktadir. Hastada vajinal agri, irriyasyon vulval yanma,

disparoni ve diziiri siktir (43).

Kandidemi: Bir veya birden fazla kan kiiltiiriinden Candida izole edilmesi (kandidemi)
invazif kandidozun en sik karsilasilan seklidir ve invazif kandidozu olan hastalarin % 50-
70’inde karsimiza cikar (44). Ciddi organ tutulumu olanlarin yaklasik %50’inde kandidemi
saptanamayabilir (3,42). Kandidemi siklikla sepsisin ve organ disfonksiyonunun klinik
bulgular ile birliktedir. Kandidemisi olan hastalarin temsil ettigi klinik tablo oldukca genis
spektrumludur (kontamine santral vendz katetere bagli gecici veya kendisini sinirlayan
kandidemiden, sepsise, ¢coklu organ yetmezligi ve hizli 6liime kadar giden bir klinik tablo)
(44). Kan kiiltiirii pozitif ¢cikanlarin hepsinde derin infeksiyon oldugu iddia edilemezse de
kaninda Candida saptanan hastalar, gerek infeksiyonun akut etkilerini gerekse uzun

donemli sekellerini dnlemek tizere, tedavi edilmelidir (3).

Akut Dissemine Kandidiyaz: Fulminan bir infeksiyondur. Notropenik olan ve
olmayan hastalarda goriilebilir. En sik rastlanan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi,

renal apse, miyokardit, endokardit, endoftalmit, kuten6z apselerdir (3).

Kronik Dissemine Kandidiyaz: Cogunlukla 16semili hastalarin nétropenik doneminde

ortaya cikar, 1srarci ates vardir. Notrofil sayist normale donse de ates ve kilo kaybi devam
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eder. Karaciger-dalak biiyliyebilir; alkalen fosfataz genellikle c¢ok yiiksek olup,

tomografide ¢oklu lezyonlar goriiliir (3).

Pulmoner Kandidiyaz: Ender bir klinik tablodur. Notropenik hastalarda
mikroorganizmanin hematojen yayilimi sonucu; diisiik dogum agirlikli bebeklerde ise agiz

salgisinin aspirasyonu sonucu ortaya ¢ikar (3).

Menenjit: Dissemine kandidiyazin bir belirtisi olarak ya da bagimsiz bir klinik tablo
seklinde geligebilir. Diigiik dogum agirlikli bebeklerde veya ventrikiiloperitoneal santi
bulunan hastalarda, hematojen yayilim sonucu ya da bir travma ile mantarin dogrudan

subdural bolgeye inokiilasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikar (3, 45).

Beyin Apsesi ve Metastatik Ensefalit: Nadir goriilen hastaliklardir. Biiyiik beyin
apseleri fokal norolojik belirtiler verir; hematojen yayilim sonucu olusan mikroapseler ise

ndrolojik bozukluklara yol agmayabilirler (3).

Endokardit: infeksiyon, dzellikle protez kalp kapagi olanlarda ve damar ici madde
bagimlilarinda giderek artis gdstermektedir (41, 46). Kan kiiltiirleri ve embolilerden alinan

pihtidan yapilan kiiltiirler tan1 koydurucudur (3).

Miyokardit: Endokarditin bir komplikasyonu olarak apse gelisebilir ya da genellikle
hematojen yayilim sonucu gelisen dissemine infeksiyonun bir belirtisi olarak ortaya

cikabilir. Candida miyokarditli hastalarin %50’si dissemine infeksiyondan o6liir (3).

Osteomiyelit: Genellikle hematojen yayilim sonucu ortaya ¢ikar. Bazen aspirasyon ya
da kortizon injeksiyonu sirasinda ve daha seyrek olarak bir travma sonrasi geligebilir.

Kanser hastalarinda ve diisiik dogum agirlikli bebeklerde daha fazla goriiliir (3).

Artrit: Hematojen yayilim, infekte kemikten yayilim veya travmayi takiben
mikroorganizmanin direkt inokiilasyonu sonucu olusur. Genellikle omuz, diz gibi biiyiik

eklemler tutulur ve 6zgiil olmayan pek ¢cok semptomlar da belirir (3).

Uriner Sistem Infeksiyonlar1: Diyabetes mellitus, uzun siireli antibiyotik kullanimu,
Foley kateter ve tiriner sistemde diger yabanci cisimlerin varligi risk faktorleridir. Renal

toplayici sistemde fungus topu ve alt iiriner sistemde infeksiyon gelisebilir (3).
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Renal Kandidiyaz: Dissemine kandidiyazli hastalarin  %80’inde, genellikle
organizmanin hematojen yayilimi sonucu gelisir. Apse olusumu siktir. Bazen hif kiimeleri

pelvis ve tireterleri tikayarak hidronefroza veya aniiriye yol acabilir (47, 48, 49).

Alt Uriner Sistem Infeksiyonlari: Genellikle bir iiretral kateterden ya da genital veya
GIS’den yayilim sonucu meydana gelir. Diyabetli ya da iiriner sisteminde anormallik veya
hasar bulunanlar risk altindadir (47). Tani: C.albicans en sik rastlanan etken olmakla
beraber, tlretral kateterli ve diyabetes melituslularin %30’undan C.glabrata izole
edilmektedir. Kiiltiirlerin yorumunda 103,104, 10° maya/ml idrar ist, alt iiriner sistem
infeksiyonunu ayirt ettirmedigi gibi, kolonizasyon ile aktif infeksiyonun ayiriminda da
kesin fikir vermez. Bununla birlikte genel klinik durum ile birlikte degerlendirildiginde az

sayida maya varlig1 bile 6nemli olabilir (3).

Kandidiiri: Yatan hastalarda kandidiiri goriilme siklig1 artmasina ragmen idrarda maya
varhginin &nemi acikca belli degildir. Idrarda Candida varhgi, kontaminasyon,
kolonizasyon veya infeksiyonun bir yansimasi olabilir; ancak kolonizasyonu infeksiyondan
ayirt edebilecek giivenilir bir yontem heniiz yoktur (28, 49, 50, 51). Kandidiiri olgularinin
cogu asemptomatiktir (48, 52). C.tropicalis, C.glabrata gibi non-albicans tiirler siklikla
idrardan izole edilselerde C.albicans hala en sik goriilen tiirdiir (50). idrardan C.tropicalis
izolasyonu, dissemine kandidiyazin belirtisi olarak C.albicans izole edilmesinden daha
anlamlhidir (47, 51). C.parapsilosis yenidoganlarin idrarinda daha sik bulunur ve genellikle
bu grupta sistemik infeksiyonla iliskilidir (53). Ileri yas, cinsiyet, uzun siire hastanede
yatig, diabetes mellitus, total parenteral beslenme, mekanik ventilasyon, antimikrobik
kullanimu, iiriner kateterler gibi risk faktorleri kandidiiri ile yakindan iligkilidir (44, 50, 53).
Akut ve kronik ciddi hastaligi olanlarda kandidiiri, sistemik kandidiyaz ig¢in risk
olusturabilir (46, 52, 54, 55). Hatta ciddi hastaligi olanlarda kandideminin 6nemli bir
belirteci olabilir (51, 56, 57). Kandidiiriye baglh kandidemi gelisme riski % 0-10.5 oranlar1
arasinda bildirilmistir. Ozellikle iiriner sistemde tikaniklik olan hastalarda kandidiiriye
bagli kandidemi riski artmaktadir. Asemptomatik kandidiirinin siklikla yasli debil hasta
grubunda mortalite riski acgisindan bir gosterge oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur
(44). Kandidiiri tedavisinde amfoterisin B ile mesane irigasyonu ve kisa siireli sistemik

amfoterisin B ya da flukonazol gibi antifungal ajanlarin kullanilmasi gerekebilir (52).
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Nozokomiyal Fungal infeksiyonlar

Nozokomiyal mantar infeksiyonlar1 agisindan en riskli grubu yogun bakim iinitelerinde
izlenen hastalar olusturur (46). Yogun bakim iinitesinde patojen olarak mantarlarin 6nemi;
hastalara sunulan yasam destegi imkaninin artmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanimi, invazif girisimlerin sik kullanilmasi ve infeksiyonlara duyarli yash hasta
populasyonundaki artisin sonucu olarak artmaktadir (54, 55, 58). Candida tirleri
nozokomiyal kan infeksiyonlar1 arasinda dordiincii sirada iken, yogun bakim iinitesinde

nozokomiyal kan infeksiyonlar1 arasinda ti¢iingii siradadir (59).

Son zamanlarda non-albicans Candida tiirleri yogun bakin iinitesinde hastalar i¢in
Oonemli patojen olarak artmaktadir (55, 58). En sik izole edilenler C tropicalis, C.glabrata
ve C.parapsilosis olarak sayilabilir (58). Yapilan ¢aligmalarda yogun bakim hastalarinda,
mikozlarin sadece endojen kaynakli olmadigi, hastadan hastaya veya saglik personelinden

hastaya gecebildigi epidemiyolojik ¢alismalarla gosterilmistir (46).

2.7. MOLEKULER EPiDEMIiYOLOJi

Molekiiler epidemiyoloji, potansiyel genetik ve cevresel risk faktorlerinin katkilarina
odaklanmis mikroorganizmalarin etiyolojisini, dagilimini ve yayilma yollarin1 molekiiler
seviyede tanimlayan bir bilimdir (60). °“DNA fingerprinting’’ olusturmay1 hedefleyen
molekiiler tiplendirme yontemleriyle tiir icinde degisken ancak suslarda stabil olan belirli
genetik gosterge kullanilarak salgin esnasinda toplanan, epidemiyolojik olarak iliskili, ayni
tir icindeki izolatlarin genetik olarak da iligkili olup olmadiklar1 arastirilmaktadir (61).
Epidemiyolojik olarak baglantili suslar aynt DNA profillerini veya paterni paylasir. Ay
zamanda sporadik veya epdemiyolojik olarak baglantisiz suglar belirgin sekilde farkl
paternlere sahiptirler. Sayet farkli hastalardan izole edilen suslar ayni fingerprinting
(parmakizini) paylasiyorlarsa bu suslarin ayni klondan kaynaklandiklari, hastadan hastaya
veya ortak bir kaynak veya mekanizma ile bulastiklari muhtemeldir (60). Klonal iliskili
suslar ortak virulans faktorleri, biyokimyasal ozellikleri ve genetik karekterleri paylasan,

ayni tiiriin liyesidir (61). Epidemiyolojik amagli tiplendirmelerin en yaygin kullanim alanlari;

I)  Salgimlarin kaynagi ve yayilma yollariin belirlenmesi.
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II) Antifungal tedavi sonrasinda hastadan ayni mantar tiirliniin tekrar izole edilmesi

durumunda bunun relaps mi1 yoksa reenfeksiyon mu oldugunun belirlenmesi.

IIT) Hastane ortamindaki mikroorganizma klonlarinin ortaya konmasi.

IV) Infeksiyon etkeni mikroorganizmanin infeksiyon bélgesine translokasyon sonrasi
mi ulastiklar1 veya kolonize olmus olan tiiriin mii etken oldugunun belirlenmesi

seklinde 6zetlenebilir (60, 61, 62, 63, 64).

2.7.1. Fungal infeksiyonlarda Molekiiler Epidemiyoloji

Fungal genotiplendirmede siklikla kullanilan yontemler; restriction fragment length
polymorfism (RFLP), random amplification of polymorphic DNA (RAPD), multilocus
sequence typing (MLST), mikrosatellit analizi, elektroforetik karyotipleme, baz dizi analizi
olarak sayilabilir.(39, 63, 65).

2.7.2. Hastane infeksiyonlar1 Kontroliinde Molekiiler Mikrobiyolojinin Onemi

Hastane infeksiyonlar1 sporadik, endemik ve epidemik olarak goriiliir. Endemik
infeksiyonlar en sik goriilendir ve kontrol onlemlerinin siirekli ve yaygin uygulandig:
alanlardir. Riskli hastalarin yattigi yogun bakim iiniteleri gibi birimlerde endemik
infeksiyonlarin 1/3‘inden fazlasi c¢apraz bulagmayla meydana gelmektedir; kontrol
Onlemlerinin yetersizligi halinde bu oran daha da yiikselir. Molekiiler mikrobiyolojik
yontemler hastane infeksiyonlar1 etkenlerinin bulasma yollarini, mekanizmalarim
cikarmada, klonal iliskinin varlig1 veya yoklugunu belirleyerek infeksiyonlarin yayiliminin
takibine ¢cok onemli katki saglar (66). Molekiiler tiplendirme yontemleri hastane ve toplum
kaynakli infeksiyonlarinin ayriminmi1 yapabilmektedir. Epidemik klonlarin sirkiilasyonu ve
zaman i¢indeki prevalansi izlenerek, epidemiyolojik siirveyans ve kontrol yontemlerinin

degerlendirilmesi yapilmaktadir (67).

2.8. RANDOM AMPLIFICATION OF POLYMORPHIC DNA (RAPD)

1990’larin basindan itibaren polimeraz zincirleme reksiyonu (PZR) teknigi ile ¢ok
kiiciik miktarlardaki DNA’nin cogaltilmas1 ve kolaylikla agaroz jel de goriilebilmesi

miimkiin olmustur. Boylece tiire 6zgiill DNA {iriinlerinin ¢ogaltilmas1 ve birbirine ¢ok
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yakin tiirlerin ayrilabilmesi saglanmistir (68). Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla en ¢ok
basvurulan yontenlerden biri olan RAPD tekniginde mikroorganizma genomu rasgele
olarak ¢ogaltilir ve ortaya cikan patern farkliliklar1 degerlendirilir (62, 63). Kullanilan
primerler, tiplendirilecek mikroorganizmanin genom bilgisine gereksinim olmaksizin
tamamen rasgele olarak secilebilecekleri gibi, genom igerisindeki belirli bolgelere yonelik
bilingli olarakta segilebilir (62, 69). Bu yontem ilk kez 1990 yilinda Welsh ve McCleland

tarafindan tanimlanmustir.

Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen
farkli say1 ve uzunlukta (baz cifti) bantlarin olugsmasina neden olur. Kullanilan primerler
genelde 9-10 bazlik kisa primerlerdir ve G-C‘den zengindirler (en az %40 G+C
icermelidir). Baglanma 1sis1 40-50°C’ye diisiiriilmiistiir. Baglanma sirasinda primerler
kromozom iizerinde hem kendilerine 06zgiil bolgelere hem de diger bolgelere
baglanmaktadirlar. Ayni tiir i¢inde farkli suglarda primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve
birbirlerine uzakliklar1 farkli olacagi i¢in, jel elektroforezinde amplifiye edilen parcalarin
say1 ve biyiikligi de farkli olacaktir. Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde
gbzlenen her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilir. Ayni bant profili

gosteren izolatlar epidemiyolojik olarak iliskili kabul edilir (69).

Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonug¢ verebilmesi agisindan genis kullanim alani
bulan bu yontemin en Onemli dezavantaji heniiz standardizasyonun saglanamamis
olmasidir. Standardizasyonu saglamak igin, standardize edilmis amplifikasyon karigimu,
ayni thermocycler’da standart bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanmali, tiim izolatlar

ayn1 anda ¢alisilmalidir (69).

2.9. CANDIDA INFEKSiYONLARININ EPIDEMIiYOLOJISi

Son iki dekatta dnemli patojenler haline gelen Candida tiirleri, hem ylizeyel hem de
derin infeksiyonlara sebep olabilirler. Yiizeyel infeksiyonlar c¢ogunlukla toplumda
goriiliirken, derin sistemik infeksiyonlar nozokomiyal orijinlidir. Nozokomiyal &zelligi
yan1 sira Candida infeksiyonlarmin firsatc1 dzelligi de belirgindir. Infeksiyonlar gesitli risk
faktorleri olan kisilerde goriiliir ve risk faktorlerinin derecesi ile orantili olarak ciddiyeti
artar. Firsatgr mantar patojenleri arasinda en onemli yeri Candida tiirleri almaktadir.
Candida tiirleri tim nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonlarinin % 8-10’unu olustururken,

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) siklig1 yilda 6-23/100.000 olarak bulunmustur.
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Yapilan calismalarda nozokomiyal kandidozun mortaliteyi % 10-49 oraninda artirici etkisi
oldugu saptanmstir. Bunun 6tesinde ciddi boyutlarda maliyet artisina sebep olmaktadir.
C.albicans hasta Orneklerinden halen en fazla izole edilen tiirdir ve mukoza
infeksiyonlarinin % 90-100’1 ve kandidemilerin % 50-70’1 C.albicans ile gelisir. Candida
tiirlerinin etken oldugu kan dolasimi infeksiyonlarinin % 95-97’si C.albicans, C.glabrata,
C.parapsilosis, C.tropicalis ve C.krusei olmak tlizere bes Candida tiirii ile gelismektedir.
Kalan infeksiyonlardan (% 3-5) ise C.lusitaniae, C.guilliermondii, C.rugosa gibi farklh
tiirler sorumlu olmaktadir. Bu tiirlerin sayis1 12-14 civarindadir ve 6zellikle 2004 yilindan

sonra kan kiiltiirlerinde bu tiirlerle karsilasma ihtimali artmigtir (70).

Ozellikle immiinsiipresif hasta grubunda C.albicans disinda kalan Candida’larin neden
oldugu cesitli infeksiyonlar dnemle vurgulanmis ve 1980’lerde %]1-5 olarak belirtilen

infeksiyon oraninin 1990’dan sonra %10-25 olarak saptandigina dikkat ¢ekilmistir (24).

Candida glabrata, ABD ve Kanada’da C.albicans’dan sonra ikinci siklikta izole edilen
tirdlir. Basta flukonazol olmak iizere azol grubu antifungallere direncli olabilmesi
acisindan onemlidir. ABD’de Candida’ya bagli kan dolasimi infeksiyonlarinda %22

raninda izole edilirken, Avrupa’da %8-9, Latin Amerika’da % 4-6 oraninda goriiliir.

Candida parapsilosis, Avrupa (%12) ve Asya-Pasifik (%]17) iilkelerinde,
C.albicans’dan sonra ikinci siklikta izole edilen tiirdiir. Latin Amerika’da da insidansi
giderek artmaktadir. C.parapsilosis vaskiiler kateterler ile iligkili olup, hastane

calisanlarinin elinde en fazla bulunan tiirdiir.

Candida tropicalis 6zellikle kanser hastalarinda ve kemik iligi alicilarinda kandidemi
ve invazif kandidozdan sorumlu olan tiirdiir. C.tropicalis ile kolonize ndtropenik hastalarda
% 60-80’e varan oranlarda invazif kandidoz gelisme riski vardir. Bu tiir hastalarda
profilaktik flukonazol tedavisinin en Onemli hedefi C.tropicalis ve C.albicans
kolonizasyonunu azaltmaktir. Kuzey Amerika’da C.tropicalis, Candida’ya baglh kan
dolasim1 infeksiyonlarinda dordiincii sirada (%7) goriiliirken, Latin Amerika’da ilging
olarak 1ikinci (%20) siradadir. Candida krusei, Candida’ya bagli kan dolasimi
infeksiyonlarinin % 2-4’{inden sorumludur Ozellikle flukonazol profilaksisinin goriilme

sikligina etkisi tizerinde durulmaktadir (70).
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2.9.1. Ulkemizde Candida infeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Ulkemizde Candida infeksiyonlarmin epidemiyolojisi hakkinda yeterli veri bulmak
zordur. Ulkemizde insidansa yonelik olarak sadece iki veri bulmaktadir. Bunlardan bir
tanesi Yapar ve ark’na ait olup, 10.000 basvuruda kandidemi goriilme sikligin1 5.6 olarak
bulmuslardir (71). Diger ¢alismada ise Ener ve ark 10.000 bagvuruda goriilme sikligini 22
olarak vermislerdir (72). Ulkemizde Candida tiir dagilinu ile ilgili daha fazla bilgi vardur.
Ulkemizde kandidemilerde C.albicans oram % 32-65 arasinda degismektedir. Genel olarak
bakildigindanda ikinci sirada bulunan tiir C.parapsilosis’ dir. C.glabrata ve C.krusei
tilkemizde genel olarak diisiiktiir. Genel olarak bakildiginda iilkemizde kandidemilerde

C.albicans’ dan diger Candida tiirlerine kayis oldugu soylenebilir (70).

2.10. ANTIFUNGAL iLACLAR
Amfoterisin B

1950’1 willarin sonlarina dogru kullanima giren amfoterisin B, Streptomyces
nodosus’un bir susundan elde edilmistir. Hiicre membraninda ergosterole irreversibl
baglanarak hiicre permeabilitesini bozar, sitoplazmik igerik disar1 sizarak hiicre Sliimii
meydana gelir. Sistemik kandidiazis ile aspergillozis, mukormikozis, kriptokokkozis,
koksidiomikozis, dissemine histoplazmozisde en sik tercih edilen ilag olup fungisid
etkilidir (73). C.lusitania, C.tropicalis, C.glabrata, C.parapsilosis tiirlerinde direng
bildirilmistir (74). Mantarlarin hiicre membranlarindaki ergosterol sentezini azaltarak,

amfoterisin B’ye diren¢li hale geldikleri diigiiniilmektedir (74, 75).

Oral kullanimda emilimi iyi degildir, Deri ve mukozadan, gastrointestinal sistemden
emilim iyi degildir. Plazma lipo-proteinlerine yiiksek derecede baglanir. Yan etkileri:
dokiintli, ates, bulanti, anafilaksi, eklem ve kas agrilar1 olabilir (73). Tedavi sirasinda
nefrotoksisite goriilebilir. ilacin bobreklere olan yan etkisi, doza baglh olarak. direk
vazokonstriiktif etki ile bobrek kan akimini ve glomerulerfitrasyon hizin1 azaltmasiyla

meydana gelir (76).
Flusitozin

Etkinligini primidin metabolizmasini1 bozarak fungal hiicrede DNA ve protein sentezini

engelleyerek gosterir. Sitozin permeaz araciligiyla fungal hiicreye girer ve burada sitozin
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deaminaz ile 5-florourasil doniisiir. 5-florourasil urasilfosforibozil transferaz ile 5 floro-
uridilik asit ve 5 floro-deoksiuridin monofosfata ¢evrilir. 5 floro-uridilik asit RNA ile
etkilesir ve protein sentezini bozar. Aynt zamanda 5 floro-deoksiuridin monofosfat DNA

sentezinde rol oynayan timidilat sentetazi inhibe eder (74).

Suda ¢oziinebilir ve oral olarak verildiginde % 80-90 oraninda emilir. Bébreklerden %
901 degisiklige ugramadan atilir. Proteinlere baglanma orani diistiktiir. Etki spektrumu;
C.krusei disindaki Candida tirleri, Cryptococcus neoformans, ve Aspergillus tiirlerini
icerir. Yan etkileri doza bagimlidir. Diigiik dozlarda bulanti, kusma, diyare, basagrisi,
karaciger enzimlerinde yiikselme goriiliir (76). Direng gelisimi 6nemli bir problem olup en
onemli nedeni ilacin tek bagina kullanimidir. Direng sitozin deaminazdaki hasar yada
urasilfosforibozil transferaz enziminin aktivitesinde azalma, sitozin permeaz aktivitesinin

kaybina bagh gelisebilir (75).
Azoller

Azollerin etki mekanizmasi lanosteroliin ergosterole doniisiimiinden sorumlu olan
sitokrom P450’ye bagimli olan 14 a-demetilaz1 inhibe etmek yoluyla olur. Bu siire¢ fungal
organizmalar i¢in gerekli ergosterolii azaltir. Azollerin antifungal aktivitesi sonucunda
sitoplazmik membran biitiinliigii ve fonksiyonlar1 bozulur, besin transportu ve kitin sentezi
kaybolur ve mantarin biiyiimesi inhibe olur (75). Insan hiicrelerindeki sitokrom P450
enzimi ile etkilesime girerek, testesteron ve glukukortikosteroid yapimi azalir (76).
Azollere diren¢ onemli bir klinik sorundur. Ilacin hedefi olan lanosterol demetilaz
enziminin kalitatif ve kantitatif degisiklikleri ve dolayisiyla hiicre icindeki ilag
konsantrasyonunda azalma yada daha onemli olarak baslangicta hedefine kolayca giren

ilacin efluks sistemi ile disar1 atilmasi, olasi direng mekanizmalar1 olarak sayilabilir (75).

Flukonazol: Candida tirleri ve Cryptococcus neoformansa karsi etkilidir. C.krusei
flukonazole kars1 intirinsik diren¢ gdstermektedir. C.glabrata’da genellikle yiiksek MIK
degerlerine sahiptir (73, 77). Oral ve parenteral olarak kullanilir. Yiiksek kan diizeyine
ulasir ve BOS dahil tiim dokulara iyi dagilir. Agizdan verildikten sonra hizli ve tama
yakin1 emilir, agizdan ve parenteral verilmede esdeger serum yogunluklarina ulasir. Serum
proteinlerine diigiik oranda baglanir (%11). Yan etkileri; genellikle iyi tolere edilir. En sik

karsilagilan yan etki bulanti olup, tedaviyi kesmek nadiren gerekebilir, kusma, karinda
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gerginlik, rahatsizlik bildirilmistir. Hastalarda karaciger enzimlerinde yiikselme olabilir bu

yilizden tedavi uzadiginda karaciger fonksiyonlar1 izlenmelidir (73).

Itrakonazol: Aspergillus tiirleri, Candida tiireri, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, diger dimorfik primer patojen mantarlar ve Sporothrix schenckii,
dermatofit tiirleri, Malassezia tiirleri, subkutan infeksiyon etkenlerine etkilidir. Oral
kullanimda emilimde degiskendir, gastrointestinal yoldan emilim tam olmaz (%55),
yiyeceklerle birlikte verildiginde emilim artar. Mide asidi arttiginda serum yogunlugu
diiser. Protein baglama %99, BOS yogunlugu en az diizeyde olup, akciger, karaciger ve
kemikteki yogunlugu serumdakinden 2-3 kat daha yiiksektir. Yan etkileri; iyi tolere edilir
fakat bulanti, kusma, karinda rahatsizlik ve epigastrik agri, kabizlik, bas agris1 (nadir), bas
donmesi, pruritus, allerjik dokiintiiye sebep olabilir. Yiiksek dozda (400 mg/kg/giin) uzun
stireli tedavi sirasinda hipokalemi olasidir, karaciger hastaligi olan kisilerde kullanimindan

kagimmalidir (73).
Ekinokandinler

Memelilerde bulunmayan 1-3 beta D-glukan sentezini inhibe eder. Bunun sonucunda
hiicre duvar biitiinliigii bozulur ve hiicrenin 6liimiiyle sonuglanir. Kaspofungin, 1-3 beta D-
glukan sentetaz enziminin nonkompetatif inhibitoriidiir. Candida’lara kars1 fungisidaldir.
Aspergillus’a kars1 etkili olmakla birlikte cogalmakta olan hiflere etkisi siirhidir.

Cryptococcus neoformans’a karsi etkisizdir (76).

2.11. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERi

Mantarlar i¢in standart antifungal duyarlilik testlerinin gelistirilmesi i¢in ilk ¢caligmalar
1982 yilinda ’National Commite for Clinical Laboratory Standards’> (NCCLS) tarafindan
baslatilmistir. 11k olarak 1992 de referans standart yontem olarak M27-P kabul edildi.
1995°de M27-T agiklandi. 1992°’de ise antigungal ilaclar i¢in uyumlu inhibisyon
konsantrasyolarin1 gelistiren c¢alisma sonucglar1 ve referans yontemi i¢in bazi 6zel
kosullarda uygulanmasi 6nerilen degisiklikleri iceren M27-A hazirlandi. En son olarak

2002°de CLSI M27-A2 dokiimanini hazirlamistir. Antifungal duyarlilik testleri;

1) Etken mikroorganizmaya etkili oldugu bilinen antifungal ilag ile tedaviye yanit

alimamadig1 durumlarda,
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2) Alternatif ilaglarin arastirilmasinin gerektigi ve ozellikle secilen ilaca kars1t mantarin
direnci oldugu bilinen durumlarda (6rn: C.lusitaniae ile amfoterisin B gibi),

3) Flusitozin ile tedavi yapiliyorsa (direng siklikla goriilmektedir),

4) Yeni ilaglarin kullanildig1 durumlarda,

5) Agir immun sistem yetmezligi bulunan hastalarda (notropeni v.b.) sistemik
infeksiyon gelistigi zaman,

6) In vitro ve in vivo uyumun arastirildig1 durumlarda uygulanmalidir (78).

Antifungal duyarlilik testlerinin iki farkli uygulama amaci vardir; rutin laboratuarlarda
klinik acidan gerekli goriildiigli baz1 durumlarda tedaviyi yonlendirmek ve epidemiyolojik
veriler elde etmektir. Her merkezde hastanede yatan olgulardan izole edilen suslarin
antifungal ajanlara duyarliliklarinin periyodik olarak belirlenmesi, o merkezdeki duyarlilik
paternini ve diren¢ oranini belirlemek agisindan Onemlidir. Bu tiir epidemiyolojik
calismalarla, Candida suslarim flukonazole ve flusitozine duyarliligin belirlenmesi

onerilmektedir (79). Onerilen antifungal duyarlilik testleri Tablo 1°de goriilmektedir (78).

Tablo 1: Antifungal Duyarlilik Testleri

Yontemler MIK degerlerinin olciilmesi

Gorsel (1:5 kontrol {ireme bulanikligi ile
Buyyon makrodiliisyon karsilagtirma), ATP fotometre, bulanikligi 6lgme
(turbidometre), kolorimetre, radyometre

Gorsel (kontrol iireme bulanikligi ile karsilagtirma),
Buyyon mikrodiliisyon ATP fotometre, bulanikligi 6lgme (turbidometre),
kolorimetre, radyometre

Kolorimetrik buyyon mikrodiliisyon Renk degisiminin gorsel izlenmesi
Agar diliisyon Gorsel
Agar difiizyon . .
Disk Gorsel (zon gap1 6l¢iimil)
is
Gorsel (inhibisyon zonu)
E-test
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2.11.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Tablo 2: CLSI M27-A2 mikrodiliisyon yonteminin temel prensipleri

Ozellik Standart
Yontem Mikrodiliisyon
Inokulum konsantrasyonu 0.5x103%-2.5x10° cfu/ml
Besiyeri RPMI 1640
Tampon 3-N-Morfolino-propan-siilfonik asit (MOPS)
pH 7
Inkubasyon 1s1s1 35°C
Inkubasyon siiresi 48 saat (Candida)
MiKdegeri
Amfoterisin B: Hig lireme goriilmeyen (berrak)

en diisiik konsantrasyon (skor 0)
Azoller ve 5-flusitozin Ureme kontrol ¢ukuruna gére bulamkhigi belirgin

(~%>50)azaltan en diisiik konsantrasyon (skor 2)

Tablo 3: Referans mikrodiliisyon yonteminde MiK degerlerini gorsel okumak igin

kullanilan skorlar

Skorlarin Anlami

+4 Ureme kontrol kuyucugu ile esit bulaniklikta

+3 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %751 kadar bulanik
+2 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %50’si kadar bulanik

+1 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %25°i kadar bulanik
0 Bulaniklik yok (optik olarak berrak)

Minumum inhibitér konsantrasyon diren¢ sinirlart flukonazol, itrakonazol ve 5-
flusitozin icin kesin olarak belirlenmistir. Buna gore flukonazol ig¢in MIK <8 ng/ml
duyarli, 16-32 pg/ml aras1 doza bagimli duyarli, >64 pg/ml direngli olarak bildirilmistir.
Itrakonazol i¢in MIK <0.125ug/ml duyarl, 0.25-0.5 pg/ml aras1 doza bagimli duyarli, >1
pg/ml ise direngli olarak bildirilmistir. 5-Flusitozin iginse MIK <4pg/ml duyarli, 8-16
ug/ml arast orta duyarli, >32 pg/ml direngli olarak bildirilmistir. Amfoterisin B,

kaspofungin ve yeni azoller icin MIK direng siir degeri belirlenememistir (80).
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Tablo 4: Candida tiirleri i¢in MiK direng sinirlar1 (pug/ml)

Antifungal Duyarh Doz bagimh duyarh Orta duyarh Direncli
S) (S-SD) () R)
Flukonazol <8 16-32 - >64
itrakanozol <0.125 0.25-0.5 - >1
Flusitozin <4 - 8-16 >32

2.11.2. Antifungal Duyarhlik Testi Olarak Kullanmilan Diger Yontemler

E Test: Plastik strip {lizerine ¢esitli konsantrasyonlar1 emdirilen antifungal ilacin agarl
besiyerine gegisi ile gerceklestirilen ve MiK degerini saptayabilen bir difiizyon yontemidir.
Mantarlarin nontiniform biiylimesi, flusitozin ve 6zellikle azoller i¢in yaygin inhibisyon
son noktast vermesi, MIK son noktasmin belirlenmesini zorlastirir. Buna ragmen
standardize edilmis tekniklerle, bu metod ve referans metod arasindaki korelasyon

Candida spp ve azoller i¢in kabul edilebilirdir (81).

Flow Sitometri: Candida’larda yapilan ¢alismalarla gelistirilen, hizli1 sonug¢ veren flow
sitometrinin referans metodla iyi korelasyon gosterdigi goriilmustiir. Yapilan ¢alismalar
florasan boyalarin mayalar ve kiiflerde ilaca bagli olugsmus hasarin seklini aragtirmak igin

kullanilabiecegini gostermistir (81).

Kolorimetrik MIK testleri: Mikrodiliisyon yontemini esas alan ancak MIK okunmasi
icin kolaylik ve daha objektif son nokta elde edilmesini saglamak amaciyla ortama bir
oksidasyon-rediiksiyon indikatorii ilave edilen yontemlerdir. Bir ¢cok arastirmaci indikator
olarak Alamar mavisini kullanmistir. Baglangi¢ta mavi olan bu indikatdr mantarin tiremesi
ile kirmiz1 renge doniismektedir. MiK degeri kirmiz1 rengin olusmasini énleyen en diisiik
ilag konsantrasyonudur. Redox potansiyelinin tespiti i¢in kolorimetrik markir olarak MTT

veya XTT kullanilmaktadir (78, 81).

Bu yontemlerin hepsiyle, gilivenilir ve standart yontemle korelasyon gosteren sonuglar
elde etmek miimkiindiir. Ancak E test pahali olusu, kolorimetrik mikrodiliisyonun mevcut
yontemin zorluklarmi ortadan kaldiramayisi, flow sitometri ise her mikoloji
laboratuvarinda uygulamasinin miimkiin olmayis1 nedeniyle pratikte yaygin uygulama

alan1 bulamamaktadir (79).
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3. GEREC VE YONTEM

Travma, kardiyak arrest ve ameliyat sonrasi gelisen solunum yetmezligi gibi nedenlerle
uzun siire Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Anestezi ve Reanimasyon Anabilim
Dal1 yogun bakim {initesinde yatan hastalarm idrar érnekleri Selguk Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarinda degerlendirildi. 46 hastadan izole
edilen 22’si C.albicans 19°u C.glabrata 15’1 C.tropicalis olan 56 sus ¢alismaya alindi.
Diger Candida tiirleri ¢alismaya alinmadi. Bir hastadan iiremenin olmadigi bir periyodun

ardindan ikinci kez izole edilen ayn1 ve/veya farkli tiir suslar ¢aligmaya alindi.

Calismamiz 7102020 nolu proje ile Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan desteklenmistir. Hastanemiz Etik kurulundan 23.07.2007 tarih ve 2007/159

sayili kararla onay alinmistir.

3.1. CANDIDA’LARIN KLINiK ORNEKTEN iZOLASYONU
3.1.1. Kiiltiir

Ornekler Sabouraud Dextrose Agar besiyeri ve kanli agar besiyerine ¢ift ekim yapilarak
72 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Tiim ornekler i¢in lireme olup olmadigi giinliik
kontrol edildi. Besiyerlerinde inkiibasyon sonrasi kirli beyaz veya krem renginde, burusuk
veya diizgiin kenarli, nemli, yumusak kivamli, maya kokulu 0,5-1 mm c¢apindaki
kolonilerden  basit boyama yapildi. Mikroskopide maya oldugu anlasilan
mikroorganizmalara tiir diizeyinde identifikasyon i¢in germ tiip olusturma, cornmeal agar

morfolojisi, karbonhidrat asimilasyon testleri yapildi.

3.1.2. Tiir Diizeyinde Identifikasyon

Germ Tiip Olusturma Ozelligi; Test edilecek maya kolonisinden &ze ile bir miktar
alinip tiip i¢indeki 0,5 ml insan serumu iginde siispansiyon haline getirildi; 37°C’de 3 saat
inkiibe edildikten sonra siispansiyondan bir damla alinip lam-lamel arasi1 direkt preperat
hazirlanarak 151k mikroskobunda 40x objektifle incelendi. Blastospordan kdken alan,
baslangi¢ noktasinda bogumlanma gdstermeyen ve maya hiicresinin 3-4 kati
uzunlugundaki hif benzeri yapilar, germ tiip olarak kabul edildi. Ana hiicreden

bogumlanma gostererek olusan yapilar, pseudogerm tiip olusumu olarak degerlendirildi.
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Ileri identifikasyonda bu olusumlarin C.tropicalis’e ait olduklari saptandi. Germ tiip

olusturan maya kdkenleri C.albicans olarak tanimlandi.

Cornmeal Agar Besiyerinde Klamidospor, Blastospor, Artrospor, Yalanci hif ve
Hif Olusturma Ozelliginin Incelenmesi: Saf maya kolonilerinden igne uclu 6ze ile
alinarak cornmeal agar besiyerine, birbirine paralel 3-4 cizgi seklinde ekim yapildi. Ekim
cizgilerinin iizerini kaplayacak sekilde steril lamel kapatildi. 30°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra hif, yalanci hif, blastospor, klamidospor varligi 1s1tk mikroskobunda 40x
objektif ile degerlendirildi. Yalanci hiflerin uglarinda ve yan dallarinda goériilen biiytik,
kalin duvarli, yuvarlak cok fazla kiime yapmamis klamidosporlar ile hif birlestirme
yerlerindeki blastospor kiimeleri C.albicans; hif yapisit ve hif boyunca tek tek veya ufak
kiimeler yapacak sekilde dizilim gosteren blastosporlar C.fropicalis; yalanci hif yapisi
olmadan ucunda tomurcuklanmalar goriilen kiigiik oval blastosporlar C.glabrata olarak

degerlendirildi.

Karbonhidrat  Asimilasyon Testleri: Mayalarin karbon kaynagi olarak
karbonhidratlar1 kullanmalart API ID 32 C (BioMérieux, France) ile test edildi. Bu test
panelleri mayalarin degisik sekerlere enzimatik etkilerini belirleyen 32 asimilasyon
testinden olugmaktadir. Kullanilan baglica maddeler; D-galaktoz, siklohekzimid, siikroz,
N-asetil-glikozamin, laktik asit, L-arabinoz, D-sellobioz, D-rafinoz, D-maltoz, trehaloz,
potasyum 2-ketoglukonat, metil-aD-glikopiranozid, D-mannitol, D-laktoz, inozitol, D-
sorbitol, D-ksiloz, D-riboz, gliserol, L-ramnoz, palatinoz, eritriol, D-melibioz, sodyum
glukuronat, D-melezitoz, potasyum glukonat, levulinat, D-glikoz, L-sorboz, glikozamin,

eskiilin, ferik sitrat’tir.

Ticari kit i¢indeki siispansiyon besiyerinde Mc Farland 2’ye gére maya siispansiyonu
hazirlandi. Hazirlanan siispansiyondan C mediuma (Amonyum siilfat, monopotasyum
fosfat, dipotasyum fosfat, disodyum fosfat, sodyum klorid, kalsiyum klorid, magnesyum
sulfat, L-Histidin, L-Triptofan, L-Metionin, katilastirici ajan, vitamin sollisyonu, eser
elementler, demineralize su) 250ul aktarilarak vortekslendi. C mediumdan, seker i¢eren 32
kuyucugun herbirine 135ul dagitilarak inokiile edildi. Plak daha sonra 30°C’de 48-72 saat
inkiibe edildi. Mayalar inokiile edildikleri mikro kuyucuktaki karbonhidrati, karbon
kaynagi olarak kullaniyorsa, o kuyucukta iireme oldu, dolayisiyla pozitif kuyucuklarda
negatif kontrol kuyucugundan daha bulanik bir goriintii elde edildi. Test sonuglar1 Mini

API (BioM¢érieux, France) cihazi ile otomatik olarak degerlendirildi.
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Suslar PZR ve antifungal duyarlilik testi yapilana kadar %20 gliserollu Brain Heart
Infiizyon besiyerinde -20°C de saklandh.

3.2. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Calismaya alinan Candida kokenlerinin amfoterisin B ve flukonazole karsi antifungal

duyarliligi CLSI kriterlerine gére mikrodiliisyon yontemi ile arastirildi (80).

3.2.1. RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

900 ml distile suda 8,4 gr RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) (Sigma-
Aldrich,USA) toz besiyeri ve 2 gr D-glikoz eritildi 34.53 gr MOPS tampon madde olarak
eklendi. Besiyerinin homojenizasyonu saglandiktan sonra 1M NaOH ile pH’s1 7’ye
ayarlandi. Distile su ile son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Filtrasyon yontemi ile

besiyerinin sterilizasyonu saglandi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

3.2.2. Antifungal Diliisyonlarimin Hazirlanmasi

Amfoterisin B (MP Biomedicals, France) toz halde ticari olarak elde edildi. 4.8 mg
antifungal toz 3 ml dimetil sulfoksid (DMSO,Merck) i¢inde sulandirilarak gereken
konsantrasyon araliginin st sinirinin 100 kat1 olan 1600 pg/ml konsantrasyonda stok
soliisyon elde edildi. Her biri ii¢ tiipten olusan ve iglerinde; 1. tiipte 0.5, 2. tiipte 1.5,
3.tiipte 3.5 ml DMSO olan ii¢ seri tlip hazirlandi. Birinci serinin biitiin tiiplerine stok
solusyondan 0.5 ml dagitildi. Boylece 1. tiipte 800 pg/ml, 2. tiipte 400 pg/ml, 3. tiipte 200
ug/ml konsantrasyonlar elde edildi. Birinci serinin 200 pg/ml konsantrasyonda olan son
tiiptinden ikici serinin tiiplerine 0.5 ml dagitildi. Boylece 1. tiipte 100 pg/ml, 2. tiipte 50
pug/ml, 3. tiipte 25 pg/ml konsantrasyonlar elde edildi. Ikinci serinin 25 pg/ml
konsantrasyonda olan son tiipiinden {igiincii serinin tiiplerine 0.5 ml dagitildi. Boylece 1.
tipte 12.5 pg/ml, 2. tiipte 6.25 ng/ml, 3. tipte 3.13 pg/ml konsantrasyonlar elde edildi.
Sonugta 3.13-1600 pg/ml konsantrasyon araliginda bir diliisyon serisi hazirlanmis oldu.
Daha sonra bu diliisyon serisinin her birinden 0.2 ml alinip iizerlerine 9.8 ml RPMI
konularak RPMI’da 1:50 diliie edildi. Bu son konsantrasyon testte kullanilacak olan final
konsantrasyonunun 2 kati idi. Sonugta 0.0625-32 pg/ml konsantrasyon araliginda bir

dilisyon serisi hazirlanmis oldu. Mikrodiliisyon pleytinin (96 kuyucuklu) 1.sira
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kuyucuklara stok tiipten, 2. sira kuyucuklara birici serinin ilk tiiplinden olmak {izere sirayla
onuncu kuyucuga kadar her bir diliisyondan 100’er pl dagitildi. Uzeri kapatilarak -70 °C de
saklandi.

Flukonazol (Pfizer) toz halde ticari olarak elde edildi. 19.2 mg antifungal toz 3ml distile
su i¢inde gereken konsantrasyon araliginin ist smirinin 100 kati olan 6400 pg/ml
konsantrasyonda stok soliisyon elde edildi. Her biri {i¢ tiipten olusan ve iclerinde; 1. tlipte
0.5, 2. tiipte 1.5, 3. tiipte 3.5 ml distile su olan ii¢ seri tiip hazirlandi. Birinci serinin biitiin
tiiplerine stok solusyonundan 0.5 ml dagitildi. Boylece 1. tiipte 3200 pg/ml, 2. tiipte 1600
pg/ml, 3. tipte 800 pg/ml konsantrasyonlar elde edildi. Birinci serinin 800 pg/ml
konsantrasyonda olan son tiipiinden ikici serinin tiiplerine 0.5 ml dagitildi. Béylece 1. tlipte
400 pg/ml, 2. tiipte 200 pg/ml, 3. tiipte 100 pg/ml konsantrasyonlar elde edildi. Ikinci
serinin 100 pg/ml konsantrasyonda olan son tiiplinden {igiincii serinin tiiplerine 0.5 ml
dagitildi. Boylece 1. tiipte 50 pg/ml, 2. tipte 25 pg/ml, 3. tipte 12.5 pg/ml
konsantrasyonlar elde edildi. Sonugta 12.5-6400 pg/ml konsantrasyon araliginda bir
diliisyon serisi hazirlanmig oldu. Daha sonra bu diliisyon serisinin her birinden 0.2 ml
aliip iizerlerine 9.8 ml RPMI konularak RPMI’da 1:50 diliie edildi. Bu son konsantrasyon
testte kullanilacak olan final konsantrasyonunun 2 kati idi. Sonugta 0.25-128pg/ml
konsantrasyon araliginda bir diliisyon serisi hazirlanmig oldu Mikrodiliisyon pleytinin (96
kuyucuklu) 1.sira kuyucuklarina stok tiipten, 2. sira kuyucuklarma birici serinin ilk
tiipiinden olmak {izere sirayla onuncu kuyucuga kadar her bir diliisyon tiiplinden 100’er pl

dagitildi. Uzeri kapatilarak -70°C” de saklamaya alind.

3.2.3. inokulum Hazirlanmasi

Antifungal duyarlilik testleri c¢alisilacagi zaman -20°C'de stoklanan Candida
suslarinin SDA'ya iki kez ardisik pasaji yapildi. Inokulum, SDA’da 35°C’de iiretilen
24 saatlik kolonilerden hazirlandi. Ucu yakilarak steril edilmis olan halka o6ze ile
kolonilerden siispansiyon hazirlandi, kapakli steril tiipte 15 saniye vortekslendi. Bu
karistmin bulanikligi 530 nm’de 9%0.85 NaClI kulanilarak 0.5 Mc Farland olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 50 pl siispansiyon 2450 ul RPMI 1640 ile 1/50 diliie edildi. 1/50
inokiilim diliisyonundan 150 pl alinarak 2850 pl RPMI 1640 ile ikinci kez 1/20°lik bir
diliisyon daha yapildi. Kontrol susu olarak Candida parapsilosis ATCC 22019 kullanildi.
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Tablo 5: Amfoterisin B diliisyonlarinin hazirlanmasi

Final konsantrasyon

ug/ml pug/ml pg/ml
4.8(mg) + 3(ml)
Stok tiip | (antifungal) (DMSO) 1600 0.2ml+9.8ml RPMI | 32 100pl antifungal+100pg inokulum 16
1.Seri 1.Tip 0.5mI(DMSO)+0.5ml(stok) 800 0.2ml+9.8ml RPMI | 16 100pl antifungal+100pul inokulum 8
2.Tiip 1.5mI(DMSO )+0.5ml(stok) 400 0.2ml+9.8ml RPMI | 8 100ul antifungal+100ul inokulum 4
1.3.Tiip | 3.5ml(DMSO )+0.5ml(stok) 200 0.2ml+9.8ml RPMI | 4 100ul antifungal+100ul inokulum 2
2.Seri | 1.Tip 0.5ml(DMSO)+ 0.5ml(1.3.Tiip) 100 0.2ml+9.8ml RPMI | 2 100ul antifungal+100ul inokulum 1
2.Tiip 1.5ml(DMSO)+ 0.5ml(1.3.Tiip) 50 0.2ml+9.8ml RPMI | 1 100pl antifungal+100pl inokulum 0.5
23.Tiip | 3.5ml(DMSO) + 0.5ml(1.3.Tiip) 25 0.2ml+9.8ml RPMI | 0.5 100pl antifungal+100ul inokulum 0.25
3.Seri 1.Tip 0.5ml(DMSO)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 12.5 0.2m1+9.8ml RPMI | 0.25 100ul antifungal+100ul inokulum 0.125
2.Tip 1.5ml(DMSO)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 6.25 0.2ml+9.8ml RPMI | 0.125 100ul antifungal+100ul inokulum 0.0625
3.3:Tiip 3.5ml(DMSO)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 3.13 0.2ml+9.8ml RPMI | 0.0625 | 100ul antifungal+100ul inokulum 0.0313
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Tablo 6: Flukonazol diliisyonlarinin hazirlanmasi

Final konsantrasyon

pg/ml pug/ml png/ml
Stok tiip 19.2(mg) + 3(ml)
(antifungal) (su) 6400 0.2ml+9.8ml RPMI 128 100ul antifungal+100pg inokulum 64
1.Seri 1.Tip 0.5ml (su)+0.5ml(stok) 3200 0.2ml+9.8ml RPMI 64 100pl antifungal+100ul inokulum 32
2.Tiip 1.5ml (su)+0.5ml(stok) 1600 0.2ml+9.8ml RPMI 32 100pl antifungal+100ul inokulum 16
1.3.Tiip 3.5ml (su)+0.5ml(stok) 800 0.2ml+9.8ml RPMI 16 100pl antifungal+100ul inokulum 8
2.Seri 1.Tiip 0.5ml(su)+ 0.5ml(1.3.Tiip) 400 0.2ml+9.8ml RPMI 100ul antifungal+100ul inokulum 4
2.Tip 1.5ml(su)+ 0.5ml(1.3.Tiip) 200 0.2ml1+9.8ml RPMI 4 100ul antifungal+100ul inokulum 2
2.3.Tiip 3.5ml(su)+ 0.5ml(1.3.Tiip) 100 0.2ml+9.8ml RPMI 2 100ul antifungal+100ul inokulum 1
3.Seri 1.Tip 0.5ml(su)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 50 0.2ml+9.8ml RPMI 1 100pl antifungal+100ul inokulum 0.5
2.Tiip 1.5ml(su)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 25 0.2ml+9.8ml RPMI 0.5 100pl antifungal+100ul inokulum 0.25
3.3.Tiip 3.5ml(su)+ 0.5ml(2.3.Tiip) 12.5 0.2ml+9.8ml RPMI 0.25 100pl antifungal+100ul inokulum 0.125




3.2.4. Antifungal Duyarhlik Testinin Uygulanmasi

Antifungal duyarlilik testleri Candida’lar i¢in CLSI M27A2 standartlarina uygun
olarak mikrodiliisyon yontemi ile c¢alisildi. Mikrodiliisyon plate’lerinin daha Once
hazirlanan on farkli ilag (100 pl) diliisyonu igeren kuyucuklarina 100 pl diliie inokulum
siispansiyonu eklendi. Boylece ilacin 1/2 diliisyonu saglandi. Antifungal (final) test
konsantrasyonlari amfoterisin B i¢in 0.0313-16 pg/ml, flukonazol i¢in 0.125-64 pg/ml
olarak ayarlandi. Her plate i¢in bir sterilite kontrolu (yalniz 200 pl besiyeri-12 nolu sira),
bir tireme kontrolu (100 pl inokulum stispansiyonu ve 100 pl medium-11 nolu sira) olmak
tizere iki sira ilagsiz kontrol kuyucugu kullanildi. Referans sus, diger suslar gibi her

antifungal i¢in test edildi.

Resim 1: Antifungal duyarlilik test mikropleyti (Caligmamizdan)

3.2.5. inkiibasyon ve Sonuclarin okunmasi

Mikrodiliisyon plate’leri 35 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi
gozle bakilarak, her bir kuyucuktaki {ireme, iireme kontrol kuyucuguyla karsilagtirildi.
Amfoterisin B i¢in liremenin olmadig1 en diisiik antifungal konsantrasyonu, flukonazol i¢gin
ise liremenin belirgin (~%50 azaldig1 ) olarak azaldig: antifungal konsantrasyonu minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri olarak belirlendi. CLSI’'nin M27 A2 dékiimaninda
onerdigi gibi flukonazol i¢cin MIK < 8 pg/ml duyarli, 16-32 pg/ml aras1 doza bagimli

duyarli, > 64 pg/ml direngli olarak degerlendirilirken, amfoterisin B i¢in kesin olarak bir
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MIK direng sinir degeri belirlenmedigi icin MIK degerleri diren¢ durumu belirtilmeden

rapor edildi.

3.3. RANDOM AMPLIFiCATiON OF POLYMORPHIC DNA (RAPD)
TEKNIiGININ UYGULANMASI

Suslarin klonal iligkili olup olmadigimi1 saptamak i¢in epidemiyolojik tiplendirme
amactyla en c¢ok basvurulan yontemlerden biri olan RAPD yontemi uygulandi.
Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri
birbirleriyle karsilastirildi. Ayni1 bant profili gdsteren izolatlar epidemiyolojik olarak iligkili
kabul edildi.

3.3.1. Candida’ 1arin DNA Izolasyonunun Yapilmasi

Orneklerden DNA izolasyonu igin Otlu ve Durmaz’m (82) maya kolonilerinden DNA
eldesini saglayan protokolleri asagida gosterildigi gibi kullanildi.

a. [zolatlarim hazirlanmasi

1- Candida albicans izolatlarinin SDA besiyerlerine pasajlari, 24 saat 35°C’de inkiibe
edildi.

2- Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler 1.5 ml % 1 lik SDS (sodyum dodesil siilfat )

icerisinde siispanse edildi.
b. DNA nin izolasyonu ve saflastirilmasi

1- 2 mI’lik ependorf tiipte, % 1’lik SDS i¢inde hazirlanan maya siispansiyonu en az 15

saniye vortekslendi.
2-3000X g’ de 5 dakika santrifiij edildi.

3- Ust fazin 600 ul’si yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 600 pl fenol eklenip vortekslendi
ve 13 000X g’de 5 dakika santrifiij edildi.

4- Ust faz yeni bir tiipe aktarildi. 600 pl kloroform eklenip, vortekslendi ve 13 000X
g’de 5 dakika santrifiij edildi.

5- Ust faz yeni bir tiipe alinip {izerine 1 ml %100’liik etanol eklenip -70°C’de 2 saat
bekletildikten sonra, sogutmali santrifiijde 13 000X g’de 15 dakika santrifiij edildi.
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6- Ust sivi atik kabina dokiildiikten sonra, dipte kalan DNA pelleti iizerine 1ml
sogutulmus %70’lik etanol eklenip 10 dakika santrifiij edildi. Ust kistmdaki alkol tamamen
bosaltildi.

7- DNA pelletleri oda 1sisinda kurutulduktan sonra, 50 pl Tris-EDTA (TE) tamponu ile

sulandirild.

8- UV spektrofotometre kullanilarak 450 nm’de DNA konsantrasyonlar1 6lgiildii. DNA

konsantrasyonlart 50ng/ul’ye ayarlandi.

3.3.2. PZR Karnisiminin Hazirlanmasi ve Amplifikasyon Programinin Uygulanmasi

RAPD-RCR i¢in Otlu ve Durmaz (82) tarafindan daha 6nce bakteriler i¢in standardize
edilmis olan protokol Ergon ve arkadaslarinin (65) onerdigi Cnd3 primeri kullanilarak

yapildi. 2X amplifikasyon karisimi tablo 7 de gosterildigi gibi hazirlandi.

Tablo 7: 2X amplifikasyon karigimi1

10X Amplifikasyon tamponu 200 pl
dNTP miks (2 mM) 200 pl
MgCl2 (25 mM) 320 pl
Steril su 280 ul
Toplam hacim 1000 pl

Elde edilen 2X amplifikasyon karisimi kullanilarak her izolat i¢in 50 pl PZR karigimi
asagidaki gibi hazirlandi

Tablo 8: Amplifikasyon karigimi

2X Amplifikasyon karigimi 25 ul
Cnd3 Primeri (100 pmol/ul) 1 ul
TagDNA polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul
(Fermentas Vilnius, Litvanya)

Steril su 21.5 ul
Ekstraksiyon iirtinii DNA 2 ul
Toplam hacim 50 ul
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50 pl’lik her bir reaksiyon karistm 6rnegi PZR tiiplerine dagitildi. GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem; USA) cihazi ile asagidaki program uygulanarak

amplifikasyon yapildi.
Denatiirasyon 94 C’de 5 dakika
Primer baglanmasi 40 C’de 5 dakika 2 siklus
Primer uzamasi 72 C’de 1 dakika
Denatiirasyon 94 C’de 1 dakika
Primer baglanmasi 40 C°de 1 dakika 40 siklus
Primer uzamasi 72 C’de 2 dakika

3.3.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Elektroforez

1. 2 gr agaroz 100 ml 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA, pH 8.3) tamponu igerisinde

¢oziildii ve mikrodalga firinda 1sitilarak (4-6 dakika) agarozun tamamen erimesi saglandu.
2. Agaroz eridikten sonra hafif sogumaya birakildi.

3. Hazirlanan agaroz ¢ozeltisi, taraklar DNA’nin uygulanacagi kuyucuklari olusturmak
icin cam plakanin yiizeyinden 0.5-1cm kadar yukariya yerlestirildikten sonra jelin kalinlig
3-5 mm olacak sekilde bosaltildi. Olusan hava kabarciklar1 alindi ve oda sicakliginda 30-
45 dakika katilasmaya birakildi.

4. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Jel alinarak i¢inde 1X TBE tampon bulunan
elektroforez tankina yerlestirildi. Tamponun miktari, jelin yilizeyini Ortecek sekilde

ayarlanda.

6. DNA ornekleri ve biiyiikliigli bilinen marker DNA (6ul), bromfenol mavisi (2ul) ve
etidyum bromid (1 pl) ile karistirtlarak jel igerisindeki ¢ukurlara bir mikropipet yardimiyla
yiiklendi.

7. Elektroforez tinitesi kapatilip ve giic kaynaklar1 takildiktan sonra 100 V’da 60
dakika ve daha sonra 50 V’da 800 dakika yiiriitiildi.

8. Siire sonunda, elektrik akimi kesildi ve kapak a¢ildi
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9. Ethidyum bromid igeren 1X TBE i¢ine alinarak 30 dakika boyamaya birakildi. Boya
sonrast jel almarak goriintiileme cihazinda (Kodak Gel Logic 200 imaging Sistem)

incelendi. Jelde olusan DNA bantlar1 goriintiilenip fotograflar: ¢ekildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Her bir antifungal icin elde edilen MIK degerlerinin tiirler arasindaki farki elde etmek
icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. Bu test sonucu anlamli ¢ikti1 durumlarda aradaki
farkin hangi tlirler arasinda oldugunu belirlemek icin ikincil test olarak Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney Testi kullanildi. Kruskal-Wallis testinde P<0.05, Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney testinde ise P<0.017 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 56 Candida susunun, 22 tanesi C.albicans, 19 tanesi C.glabrata, 15
tanesi C.tropicalis olarak identifiye edildi. Bu suslarin antifungal duyarlilik testleri

mikrodiliisyon yontemiyle yapildi (Tablo 9).

Tablo 9: izole edilen suslarn tiirlere gére dagilini

Candida tiiri Say1 Yiizde
(m) (%)
C.albicans 22 (39)
C.glabrata 19 (34)
C.tropicalis 15 (27)

Amfoterisin B’ye kars1 saptanan MIK degerleri, C.albicans suslarinm 11’inde 0.125
pg/ml, 8’inde 0.25 pg/ml, 1’inde 0.5 pg/ml, 2’sinde 1 pg/ml, C.tropicalis suslarinin
11’inde 0.125 pg/ml, 8’inde 0.25 pg/ml, 1’inde 0.5 pg/ml, 2’sinde 1 pg/ml, C.glabrata
suslarin; 1’inde 0.125 pg/ml, 10’unda 0.25 pg/ml, 6’sinda 0.5 pg/ml, 2’sinde 1 pg/ml,
olarak tespit edildi. Amfoterisin B’ye karsi saptanan MIK degerlerinin dagilimi Tablo

10°da gosterilmistir.

Tablo 10: Tiirlere gore amfoterisin B MiK (pg/ml) dagilimi

16 8 4 2 1 05 025 0.125 0.625 0.0313 toplam
C.albicans 2 1 8 11 22
C.glabrata 2 6 10 1 19
C.tropicalis 2 12 1 15
Toplam 6 7 30 13 56

Amfoterisin B i¢in Candida suslarinin mikrodiliisyon ydntemi ile MIiK araliklari,
MiKso ve MiKo degerleri sirasiyla, C.albicans’ta 0.125-1pug/ml, 0.125 ve 0.5ug/ml,
C.tropicalis’te 0.125-1pg/ml, 0.25 ve lpg/ml, C.glabrata’da 0.125-1pg/ml, 0.25
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velpg/ml olarak bulundu. Bu degerlerle yapilan istatistiksel degerlendirmede, ilacin
MIK degerlerinde tiirler arasinda &nemli fark oldugu saptandi (p<0.05). Bu farkin
C.glabrata ile C.albicans arasindaki farktan kaynaklandigi tespit edildi (p<0.017).
Antifungaller i¢in Candida tiirlerinde saptanan MIK degerlerinin ortalamas1 Tablo
14’de gosterilmistir.

Say1
12-

10

O C.albicans

6 B C.glabrata

| | S

0.0313 0.625 0.125  0.25 0.5 1 2 4 8 16

O C.tropicalis

pg/ml
Grafik 1: Tiirlere gore amfoterisin B MIK (ug/ml) dagilimi

Flukonazole karsi saptanan MIK degerleri, C.albicans’larmn; 13’iinde 0.25 pg/ml,
7’sinde 0.5 pg/ml, 1’inde 1 pg/ml, 1’inde 4ug/ml, C.tropicalis’lerin; 2’sinde 0.25 pg/ml,
10’unda 0.5 pg/ml, 2’sinde 1 pg/ml, 1’inde 16 pg/ml, C.glabrata’larin; 1’inde 0.5pg/ml,
3’linde 2 pg/ml, 5’inde 4 pg/ml, 8’inde 8 pg/ml, 1’inde 16 pg/ml, 1’inde 64pug/ml olarak

bulundu. Flukonazole kars1 saptanan MiK degerlerinin dagilimi Tablo 11°de gdsterilmistir.

Tablo 11: Tiirlere gore flukonazol MiK (pg/ml) dagilin

64 32 16 8 4 2 1 0.5 025 0125 n

C.albicans 1 1 7 13 22
C.glabrata 1 1 8 5 3 1 19
C.tropicalis 1 2 10 2 15

Toplam 1 2 8 6 3 3 18 15 56
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Flukonazol i¢in Candida suslarinin mikrodiliisyon yontemi ile MIK araliklari, MiKs, ve
MiKy, degerleri sirastyla; C. albicans’ta 0.25-4ug/ml, 0.25 ve 0.5ug/ml, C.tropicalis’te
0.25-16pg/ml, 0.5 ve 1pg/ml, C. glabrata’da 0. 5-64ug/ml, 8 ve 16ug/ml olarak bulundu.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede, ilacin MiK degerlerinde tiirler arasinda énemli fark
oldugu saptandi (p<0.05). Bu farkin C.glabrata ile diger tiirler arasindaki farktan
kaynaklandig tespit edildi (p<0.017). Antifungaller i¢in Candida tiirlerinde saptanan MIK

degerlerinin ortalamasi Tablo 14’de gosterilmistir.

Say1
14

124

87 O C.albicans
B C.glabrata
O C.tropicalis

0.125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 pg/ml

Grafik 2: Tiirlere gére flukonazol MiK (pg/ml) dagilim

Flukonazol i¢in; 22 C.albicans susunun 22’si duyarlt (%100), 19 C.glabrata susunun
16’st duyarli (%84.2), 2’si doza bagimli duyarli (%10.5), 1’1 direngli (%5.2), 15
C.tropicalis susunun 14’1 duyarl (%93.3), 1’1 doza bagimli duyarli (%6,7) olarak tespit
edildi. Dolayisiyla flukonazol i¢in 1’1 C.tropicalis, 2’si C.glabrata olan 3 Candida susu
doza bagimli duyarli (MIK degeri 16-32pg/ml), bir C.glabrata susu direngli (MIK degeri
>64 pg/ml) bulundu.
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Tablo 12: Candida tiirlerinin flukanazol duyarlhiliklari

MIK degerleri (ug/ml)
Candida tiirii Say1 <8 16-32 > 64
C.albicans 22 22
C.glabrata 19 16 2 1
C.tropicalis 15 14 1

Tablo 13: Tiirlerin antifungal MIK araligi, MIK 50: MIK o degerleri

Antifungal Suslar MiK arahg MIK s MIK o
pg/ml pg/ml pg/ml
Amfoterisin B C.albicans 0.125-1 0.125 0.5
C.glabrata 0.125-1 0.25 0.5
C.tropicalis 0.125-1 0.25 1
Flukonazol C.albicans 0.25-4 0.25 0.5
C.glabrata 0.5-64 8 8
C.tropicalis 0.25-16 0,5 1

Tablo 14: Candida Tiirlerinin MIK Degetlerinin Ortalamasi.

Amfoterisin B Flukonazol
C.albicans 0.267+0.254 0.534+0.795
C.glabrata 0.401+0.245 8.974+13.797
C.tropicalis  0.342+0.269 1.567+3.998
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RAPD sonucunda her bir sus icin olusan bantlar; diger izolatlara ait bantlar ile
karsilastirilarak paternleri belirlenmistir. Farkli paternler farkli harflerle (A,B..)
gosterilmistir. Alt grup paternler ise paterne ait harfin numaralandirilmasi seklinde ifade
edilmistir. Adnan Menderes Universitesi BILTEM Epidemiyoloji Biriminde gorev yapan

Dog.Dr. Biilent Bozdogan tarafindan degerlendirilip dogrulanmustir.

C.albicans izolatlarinda A ve B olmak lizere 2 adet ana patern belirlendi. A paterni
A (3), Al (8) ve A2 (1) seklinde toplam 12 susta tespit edildi. B paterninde ise B (1),
B1 (4 ), B2 (1), B3 (2), B4 (1) ve B5 (1) olmak iizere 6 varyant saptandi. C. albicans
suslar1 arasinda iki yaygin klon ve varyantlar1 belirlendi. Diger tiplendirme yontemleri ile
konfirmasyonu gerekmekle birlikte RAPD sonucuna goére iki klonun egemenligi

gbzlendi.

Candida glabrata suslarinda A (2), Al (16), A2 (1) olmak {izere li¢ varyanta sahip tek
bir RAPD paterninin 6rnekler arasinda bulundugu gozlendi. Bunlar arasinda A1 profili en
yaygin olandi. C.tropicalis suslar1 igin de yine yaygin bir RAPD paterninin ve
varyantlarinin bulundugu bu ¢alismayla gosterildi. A (1), Al (12), A2 (2) olmak fizere ii¢
alt grup paterni tespit edildi. C.glabrata ve C.tropicalis tirlerinde de yaygin bir klonun

varyantlarinin bulundugu gosterildi.
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Resim 2: C.albicans suglarinin Cnd3 primeri ile elde edilen RAPD paternleri

Tablo 15: C.albicans suslarinin izolasyon tarihi, RAPD paternleri ve MIK degerleri

Izolasyon tarihi

17.07.2006
31.07.2006
28.08.2006
13.11.2006
27.11.2006
27.11.2006
26.02.2007
28.03.2007
13.04.2007
25.04.2007
29.05.2007
17.06.2007
20.08.2007
15.10.2007
05.11.2007
26.11.2007
07.01.2008
21.01.2008
04.02.2008
28.04.2008
02.06.2008
02.06.2008

Hasta no

5
7
10
13
14
15
17
18
19
20
23
25
27-a
30-a
30-b
32
36-a
37
26-c
39-b
44
45

Patern

Al
Al
A2
A
A
A
Al
Al
Al
Al
Al
Al
B
B1
B1
B5
B1
B4
B1
B3
B2
B3

Cinsiyet

E

A A Ao oo oA A O s @B AR R O R W

Amfoterisin B
MIK
0,125
0,25

1
0,25
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,25
0,25
0,125
0,25
0,5
0,25
1
0,125
0,125
0,25
0,125
0,125
0,25

Flukonazol MiK

0,25
0,5
1
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
4
0,5
0,25
0,5
0,5
0,5
0,25
0,25
0,25
0,5
0,25
0,25
0,5
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Resim 3: C.glabrata suslarinin Cnd3 primeri ile elde edilen RAPD paternleri

Tablo 16: C.glabrata suslarinm izolasyon tarihi, MiK degerleri ve RAPD paternleri

Amfoterisin B

Izolasyon tarihi Hasta no Patern Cinsiyet MiK Flukonazol MIiK
03.07.2006 2 A2 E 0,25 2
17.07.2006 4 Al K 0,5 4
31.07.2006 6 A K 0,5 8
07.08.2006 8 Al K 0,25 4
09.10.2006 11 Al E 0,25 8
09.10.2006 12 Al E 0,25 8
03.05.2007 21 Al E 0,25 4
27.06.2007 24-a A E 0,25 8
20.08.2007 26-a Al K 0,5 8
20.08.2007 28-a Al K 0,5 2
03.09.2007 28-b Al K 0,5 2
22.10.2007 27-b Al K 0,125 0,5
03.12.2007 26-b Al K 0,25 8
03.12.2007 33 Al E 0,25 8
31.12.2007 35 Al K 0,5 4
11.02.2008 36-b Al E 0,25 64
25.02.2008 39-a Al K 0,25 16
31.03.2008 40 Al K 1 4
14.04.2008 42 Al K 1 8
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Resim 4:C.tropicalis suslariin Cnd3 primeri ile elde edilen RAPD paternleri

Tablo 17: C.tropicalis suslarinin izolasyon tarihi, MIK degerleri ve RAPD paternleri

izolasyon tarihi

03.07.2006
17.07.2006
14.08.2006
28.08.2006
26.02.2007
08.05.2007
03.09.2007
17.09.2007
22.10.2007
10.12.2007
25.02.2008
07.04.2008
14.04.2008
12.05.2008
12.05.2008

Hasta no

1
3-a
3-b

9

16
22
29
24-b
31
34
38
26-d
41-a
43
41-b

Patern

A
Al
A2
Al
Al
Al
Al
A2
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Cinsiyet

~

A~ A A A Hd R AR DK @O H O |

Amfoterisin B

MiK
0,25
0,25
0,25
0,25
0,125
0,25
0,25

1

1
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25

Flukonazol MiK
0,5
0,5
0,5
0,5

0,25
0,25
0,5

1

1
0,5
0,5
0,5

16
0,5
0,5
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5. TARTISMA VE SONUC

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan firsatg1 patojenler olup insanlarda
ylizeyel ve derin mikozlara neden olabilmektedirler. Kanser kemoterapisi, radyoterapi,
genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygm kullanimi, steroid ilaglarin kullanimi ve
kateterizasyon uygulamalar1 gibi tedavi yontemleri, normal mikrobiyal floranin yapisin
degistirerek nonpatojen olarak nitelendirilen bazi mayalarin, firsatgr patojen olarak
infeksiyon etkeni olmasina yol acarlar (83). Immiin sistemi baskilanan hastalarda konak
savunmasinda olusan Onemli degisiklikler, infeksiyonlara duyarliligi artirirken,
hastaliklarin tan1 ve tedavisine yonelik invazif tibbi girisimler nozokomiyal infeksiyonlarin

gelismesini kolaylastirmaktadir (84).

Glinlimiizde Candida tiirlerinin klinik Orneklerden siklikla izole edilen en Onemli
firsatg1 patojenlerden birisi oldugu bilinmektedir. Candida tiirleri nozokomiyal kan
infeksiyonlar1 arasinda dordiincii sirada iken, yogun bakim {initesinde nozokomiyal kan
infeksiyonlar1 arasinda iiglincii siradadir (59). Insanlarda goriilen firsatgr mantar
infeksiyonlarina neden olan mantar tiirlerinin ¢esitliliginde artis olmasina karsin hala en sik
etken C.albicans' tir (84). Son zamanlarda non-albicans Candida tiirleri yogun bakim
initesindeki hastalar i¢in 6nemli patojen olarak artmaktadir (55, 58). En sik izole edilenler
C.tropicalis, C.glabrata ve C.parapsilosis olarak sayilabilir (58). Arslan ve ark. (85) 2002-
2005 yillar1 arasinda hastanemizde goriilen 136 kandidemi epizotunu degerlendirmislerdir.
Olgularin ¢ogunun yenidogan yogun bakim {initesinde yatan pediatri hastalarinin
olusturdugu calismada izole edilen etkenler sirasiyla C.albicans (%51.5), C.sake (%12.5),
C.inconspicua/norvegensis (%8), C.tropicalis (%6.6) C.parapsilosis (%5.1) olmustur. Bu
calismadaki C.sake ve C.inconspicua/norvegensis e bagli kandidemi oranlarinin diger non-
albicans Candida’lardan daha yiiksek olmasinda, hastanenin yenidogan iinitesinde goriilen

kiigiik capli hastane infeksiyonlarinin etkili oldugu diistiniilmiistiir (85).

Yogun bakim {initelerinde yatmakta olan hastalar, uzun siireli antibiyotik kullanimu,
altta yatan Onemli hastaliklarin bulunmasi, invaziv tedavi girisimleri ve ileri yasam
desteginin sunulmasi gibi nedenlerle hastane infeksiyonlar1 yoniinden risk tasimaktadirlar.
Hastane infeksiyonlarinin sikligimnin artis1 ile birlikte fungal etkenlerin yogun bakim

tinitelerinde izlenen hastalardan izole edilme siklig1 da artmaktadir (86).
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Idrardan Candida tiirlerinin izole edilmesi, tedavi gerektirmeyen basit bir kolonizasyon
olabilecegi gibi tedavi gerektiren alt iiriner sistem infeksiyonu, pyelonefrit ve renal
kandidiyazis gibi iist {riner sistem infeksiyonunu gosterebilecegi icin klinik olarak
onemlidir (83). Kolonizasyonu infeksiyondan ayirt edebilecek giivenilir bir yontem heniiz
yoktur (28, 49, 50, 51). Kandidiiri ile ilgili diger bir 6nemli sorun akut ve kronik ciddi
hastalig1 olanlarda kandidiiri, sistemik kandidiyaz i¢in risk olusturabilir (46, 52, 54, 55).
Hatta ciddi hastalig1 olanlarda kandideminin 6nemli bir belirteci olabilir (51, 56, 57).
Kandidiiriye bagl kandidemi gelisme riski % 0-10.5 oranlar1 arasinda bildirilmistir (44).
Siklikla idrardan izole edilen tiir C.albicans ‘dir. Farkli calismalarin sonuglarina gore
ikinci sirada C.glabrata veya C.tropicalis gibi non-albicans Candida tirleri izole
edilmektedir (87, 51). Yogun bakim iinitesinde yatan hastalarin idrarlarindan izole edilen
tiirlerin siralamasi ise non-albicans Candida tiirlerinin siklig1 artmakla birlikte C.albicans
hala en sik goriilen tiirdiir. Morera ve ark. (88) ile Alvarez-Lerma ve ark. (89) yaptiklari
caligmalarda yogun bakim iinitesinde yatan hastalarin idrarlarindan en sik C.albicansn
olmak tizere ikinci ve liglincii siklikta, C.glabrata ve C.tropicalis’i izole etmislerdir. Bizim
calismamizda da C.albicans en sik, C.glabrata ikinci siklikta, C.tropicalis tiglincii siklikta

bulundu.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, ¢esitli mikroorganizmalara baghh gelisen
infeksiyonlarin tedavisini yoOnlendirmek, yeni gelistirilen ilaglarin in vitro aktivite
spektrumlarin1 saptamak ve direng oranlar1 konusunda epidemiyolojik veriler elde etmek
amaciyla uygulanan in vitro testlerdir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri ile asil ulagilmak
istenen hedef, infeksiyon tedavisinde kullanilan ilacin klinik basar1 saglayabilme oranini

onceden tahmin edebilmektir (90).

Son yillarda mantar hastaliklarinin sikliginin giderek artmasi ve ampirik antifungal
kullaniminin yayginlagsmasi, direngli mantar suslarinin ortaya ¢ikmasina ve direng
oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle uygun ve etkin antifungal tedavinin

seciminde in vitro antifungal duyarlilik testlerine gereksinim artmaktadir.

Infeksiyonlarda etken olarak saptanan mantarlarin antifungal ilaglara duyarliliklarini
belirlemek amaciyla standart yontemlerin gelistirilmesi, mikoloji alanindaki 6nemli
ilerlemelerden biri olmustur. Su anda mayalar i¢in mevcut olan referans yontemler, CLSI
tarafindan gelistirilen mikrodiliisyon yontemi (M27-A2), yine CLSI tarafindan Candida
(flukonazol, vorikonazol) icin gelistirilen disk difiizyon yontemi ile EUCAST (European
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Confederation of Antifungal Susceptibility Testing) tarafindan CLSI yontemi modifiye
edilerek mayalar icin gelistirilen mikrodiliisyon yontemidir. Referans mikrodiliisyon
yontemlerinin, uzun siirede sonu¢ verme ve bazi Candida suslar1 ve azoller i¢cin minimum
inhibitér konsantrasyon sonuglarinin okunmasinin zor olmasi gibi bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bunun disinda, MIK diren¢ smir degerleri, heniiz sadece Candida-
flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve flusitozin i¢in belirlenmis olup, diger mantar-ilag
kombinasyonlar1 i¢in diren¢ smnirlarinin ne oldugu kesin bilinmemektedir. In vitro
amfoterisin B direncinin saptanmasindaki zorluklar ve mevcut yontemlerle amfoterisin B
icin elde edilen in vitro sonuglarla in vivo yanit arasinda korelasyon kurulamayisi, konu ile

ilgili diger sorunlar1 olusturmaktadir (91).

E test, flow sitometri, kolorimetrik mikrodiliisyon yontemleriyle giivenilir ve standart
yontemle korelasyon gosteren sonuglar elde etmek miimkiindiir. Ancak E test pahali olusu,
kolorimetrik mikrodiliisyonun mevcut yontemin zorluklarin1 ortadan kaldiramayisi, flow
sitometri ise her mikoloji laboratuvarinda uygulamasinin miimkiin olmayisi nedeniyle
pratikte yaygin uygulama alant bulamamaktadir (79). Antifungal duyarlilik testleri
alaninda, hem mevcut referans yontemlerin in vivo yanit ile korelasyonunu arastiran, hem
de yeni, pratik ve/veya hizli yontemlerin referans yontemler ile uyum oranlarini inceleyen

calismalar devam etmektedir (91).

Calismamizda amfoterisin B ve flukonazol i¢in antifungal duyarlilik testleri mayalar
icin mevcut olan referans yontemlerden, CLSI tarafindan 6nerilen mikrodiliisyon yontemi

(M27-A2) kullanilarak yapildi.

Sistemik kandidiazis ile aspergillozis, mukormikozis, kriptokokkozis, koksidiomikozis,
dissemine histoplazmozis tedavisinda en sik tercih edilen ila¢ olan amfoterisin B i¢in her
ne kadar kesin bir diren¢ sinir1 belirlenememisse de, yiiksek MIK diizeyi genellikle
C.guilliermondii, C.krusei, C.lusitaniae C.glabrata gibi Candida suslarinda goriilmiistiir
(75, 90). Amfoterisin B’ye karsi itrensek direng, bazi C.lusitaniae suslarinda, sekonder
direng ise C.albicans, C.tropicalis ve C.parapsilosis tirlerinde bildirilmis olmasina karsin
nadirdir (74). Kirk yildan daha fazla siiredir kullaniliyor olmasina ragmen, sekonder direng
gelisiminin sorun olmamasi ilacin fungusitik aktivitesine baghdir (75). Candida’lar bu
direnci membran ergosterol icerigini azaltarak ya da ergosterol baglanma noktasini

degistirerek  gelistirebilirler (76). Calismamizda C.tropicalis ve C.glabrata igin
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C.albicans’a gore yiiksek MIK degerleri tespit edildi. Ancak C.glabrata ile C.albicans

arasinda farkin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

Amfoterisin B i¢in Candida tiirlerinin hepsinde elde edilen MiK degerleri benzer ve
MIK araligi dar oldugu igin in vitro referans duyarlilik testleri ile suslarin direncinin
belirlenmesi zordur (90). Calismamizda da C.albicans suslarinda 0.125 ile 1pg/ml
degerleri arasinda dar bir MIK aralifi tespit edildi. Yogun bakim iinitesinde yatan
hastalarin  idrarlarindan  izole edilen C.albicans’larin antifungal duyarhiliginin
degerlendirildigi iki arastirmada ¢aligmanuzla ayn1 MIK aralign bulunmustur (65, 86).
Baran ve ark. (87) ise idrardan izole ettikleri 80 Candida susuna yaptiklar1 antifungal
duyarlilik ¢alismasinda; 1994 ve 1998 yillarinda izole edilen C.albicans suslarinda her iki
grup i¢in de MIK araligini 0.5-1 pg/ml olarak rapor etmislerdir.

Yapilan farkli ¢alismalarda; (65,86) idrardan en sik izole edilen tiir olan C.albicans’ta
amfoterisin B i¢in MIKs, ve MIKg, degerleri sirastyla 0.5 ve 1 pg/ml olarak rapor
edilirken, ¢alismamizda 0.125 ve 0.5pg/ml olmak {izere daha diisiik degerler elde edildi.
Febre ve ark. (92) ise kan ve idrardan izole ettikleri C.albicans suslarinda MiKs, ve MiKgj
degerlerini 0.25 ve 1 pg/ml seklinde bildirmiglerdir. Baran ve ark. (87) 1994’te 21 Candida
susunda yaptiklar1 antifungal duyarlilik calismasinda MiKso degerini 0.5 pg/ml, 1998°de
30 Candida susu igin 1 pg/ml olarak rapor etmislerdir.

Bu calismada amfoterisin B i¢in C.albicans’a gore daha yiiksek MIK degerleri veren
C.tropicalis susglarinda MiK arali1 0.125-1pg/ml olarak tespit edildi. Ergon ve ark. (65)
bizim degerlerimize yakin (0.125-0.5ug/ml) sonuglar alirken, Baran ve ark.(87) 1-2 pg/ml
MIK aralig1 ile daha yiiksek degerleri elde etmislerdir. Calismamizda C.tropicalis’lerde
MiKs, ve MiKy, degetleri ise sirasiyla 0.25 ve 1pg/ml olarak saptandi. Brezilya’da yapilan
bir ¢alismada (92) bizim sonuclarimizla ayn1 MiKeo degerleri elde edilirken, daha diisiik
MiKyo degeri (0.5 pg/ml) elde edilen ¢alismalar da vardir (65). Benzer sekilde MiKs
degerleri i¢in de 0.5 pg/ml (65) ve 1ug/ml (87) gibi farkli sonuglar bulunmustur.

Izolatlarrmizin %34 {inii olusturan C.glabrata suslarinda amfoterisin B i¢in MIK aralig
0.125-1pg/ml, MiKso ve MiKgg degerleri 0.25 velpg/ml olarak tespit edildi. Ergon ve ark.
(65) ise C.glabrata igin MiK araligin1 0.125-0.5 pg/ml seklinde rapor etmislerdir. Yapilan
iki farkli calismada; MiKsy ve MiKgy igin 0.25 ve 0.5 pg/ml degerleri ile bizim
sonuclarimiza benzer (92), 0.125 ve 0.25 ug/ml degerleri ile daha diisiik (65) sonuglar
bildirilmistir.
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Lanosteroliin ergosterole doniisiimiinden sorumlu olan 14 a-demetilazi inhibe ederek
etki eden azollerin en 6nemli sorunu diren¢ gelisimidir (76). Flukonazol sik kullanilan bir
ilag oldugundan, diren¢ gelisimi goriilen bir ajandir (75). Diren¢ mekanizmalar1 efluks

pompast ile ilacin disa atilmasi yaninda, 14-o demetilazin degisimi ya da artmasidir (76).

Candida izolatlarinin flukonazole duyarliligr ile ilgili bilinmesi gereken onemli bir
nokta her bir Candida tiriiniin flukonazole in vitro duyarlilik profilinin belirli bir dagilim
gostermesidir. Dolayisiyla tiir tanimlamasit yapildig1 taktirde flukonazole duyarlilik
durumu biiyiik 6l¢iide tahmin edilebilmektedir. Ancak hemen her tiir i¢erisinde bu dagilim

profili disinda kalan suslar da bulunabilir (90).

C.albicans’da ve non-albicans Candida’larda flukonazol direnci gelisebilmektedir.
Non-albicans Candida’lar intrensek olarak flukonazole daha direglidirler (76). C.krusei
suslarinda flukonazole intrensek olarak bir direncin oldugu saptanmustir. C.glabrata da
genellikle yiiksek MIK degerlerine sahiptir (77). Bu ilaca kazamlmis direng ise C.albicans
olmak tizere C.tropicalis, C.parapsilosis, C.kefyr, gibi cesitli Candida tiirlerinde
gozlenmistir (74). Calismamizda flukonazol i¢in 1 C.tropicalis, 2 C.glabrata susu doza
bagiml duyarli (MIK degeri 16-32ug/ml), bir C.glabrata susunu direngli (MIK degeri >64
ug/ml) bulundu. C.glabrata’da diger tiirlere gore daha yiiksek MIK degerleri elde edildi.

Candida suslari igin saptanan flukonazol MIK degerleri, amfoterisin B nin aksine genis
bir aralikta dagilmakta ve direngli-duyarli suslarin birbirinden ayrimina olanak
saglamaktadir (90). Flukonazol i¢in C.albicans suslarimmn MIK arahgini 0.25-4pg/ml
bulduk. Bazi arastirmacilar (92) 0.5-1pg/ml degerleri ile daha dar MIK aralig1 tespit
ederken, bazilar1 da (65, 86) 0.25-16pg/ml ile (87) 0.125->64 ve 0.25->64 degerleriyle
daha genis MIK aralig1 tespit etmislerdir.

Bu calismada C.albicans’ta MiKso ve MiKg, degerleri sirastyla 0.25 ve 0.5pug/ml olarak
tespit edildi. Baran ve ark. (87) 1994 yilinda bizimle aym1 MIKs, degerini tespit ederken,
1998 yilinda ise MiKsy degerini 0.5 pg/ml olarak bulmuslardir. Yapilan calismalarda
MiKso ve MiKgo degerleri icin 1 ve 8 pg/ml (65, 86) ile 0.5 ve 1pg/ml (92) gibi farkli

sonuclar da rapor edilmistir.

Non-albicans Candida’lar intrensek olarak flukonazole daha direnclidirler (76).
Idrardan {iglincii siklikta izole ettigimiz C.tropicalis suslarinda MiK araligi 0.25-16pug/ml
olarak bulundu. ABD’de yapilan bir ¢alismada (87) C.tropicalis suslarinda 1994 yilinda
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MIK araligi 0.5-4pg/ml seklinde rapor edilirken, dért yil sonra 1->64pg/ml gibi daha
yiiksek MIK araligi1 rapor edilmistir. izmir’de yapilan diger bir calismada ise MiK aralig
1-8ug/ml olarak bildirilmis (65). C. tropicalis suslarinda MiKsy ve MiKo, degetlerini 0.5
ve 1pg/ml olarak saptadik. Yapilan farkli calismalarda MIKs, degeri icin 2pg/ml (65, 87),
lug/ml (87, 92). MiKy, degerleri igin ise 4pg/ml (65), 1ug/ml (92) gibi farkli sonuglar

rapor edilmistir.

Flukonazol i¢in genellikle yiiksek MIK degerlerine sahip C.glabrata suslarinda; 2-
>64pg/ml (84), 4->64pg/ml ve 4-32pug/ml (87) 1->64pug/ml (93) gibi diger tiirlere gore
oldukca genis MIK araliklar1 tespit edilmistir. Bizim calismamizda da 0.5-64pg/ml
seklinde genis bir MIK aralig1 bulundu. MiKsy ve MiKog degerleri ise 8 ve 16pug/ml olarak
bulundu. MiKs, degerini 16pg/ml olarak bizim sonuglarimizdan daha yiiksek (86, 87) ve
lug/ml olarak daha diisiik sonuglar bildiren yaymlar vardir (92). C.glabrata suslarinda
Schwap ve ark (93) %26 gibi oldukga yiiksek oranda direng bulmuslardir. Caligmamizda

ise direng oran1 %5.2 olarak bulundu.

MIK araligi, MiKs, ve MiKgg degerleri i¢in caligmalar arasindaki farkin iki nedeni

olabilecegi diisiiniildii.

1-Antifungal kullaniminda ve infeksiyon kontrol stratejilerindeki farkliliklara bagl

olarak ortaya ¢ikan, iilkeler ve hastaneler arasinda farklilik

2-Calismalardaki farkli 6rnek sayisi
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Tablo 18: Amfoterisin B i¢in yapilan antifungal duyarlilik test sonuglar1

C.albicans C.tropicalis C.glabrata
Yil Aragtirmaci Sehir MiK arahgt ~ MIK 50 MiK 90 MiK arahg1 MiK 50 MiK 90  MiKarahgt MIK 50 MiK 90
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
1999 Febre ark(92)  Brezilya 0.25 1 1 1 0.25 0.5
2000 Baran ark(87) ABD 0.5-1 0.5 1 1 1 1
ABD 0.5-1 1 1-2 1 1 1
2002 Giilay ark(86) [zmir 0.25-1 0.5 1 - - - - - -
2006 Ergon ark(65) [zmir 0.25-1 0.5 1 0.125-0.5 0.5 0.5 0.125-0.25 0.125 0.25
2008 Calismamiz Konya 0.125-1 0.125 0.5 0.125-1 0.25 1 0.125-1 0.25 1




9

Tablo 19: Flukonazol i¢in yapilan antifungal duyarlilik test sonuglari

C.albicans C.tropicalis C.glabrata
MiK arahig MiK 50 MiK 90 MiK aralig1 MIK 50 MiK 90 MiK arahgr  MIK 50  MIK 90

vil Arastirmact Sehir pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
1997  Schwab ark(93) ABD 1->64
1999 Febre ark(92) Brezilya 0.5 1 1 1 1 1
2000 Baran ark(87) ABD 0.125->64 0.25 0.5-4 1 4 >64 16

ABD 0.25->64 0.5 1->64 2 4-32 16
2002 Giilay ark(86) [zmir 0.25-16 1 8
2006  Ergon ark(65) [zmir 0.25-16 1 8 1-8 2 4 2-64 16 64
2008 Calismamiz Konya 0.25-4 0.25 0.5 0.25-16 0.5 1 0.5-64 8 16




Hastane infeksiyonlarinda izolatlarin ve kaynaginin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi
infeksiyonlar1 dnlemek ve kontrol stratejileri gelistirmek i¢in 6nemlidir. Genotipik diizeyde
tiplendiren yoOntemler, Candida gibi fenotipik yotemlerle epidemiyolojik olarak
degerlendirmesi zor olan mikroorganizmalar i¢in 6dnemli avantajlar saglar. Fenotipik bir
yontem olan antifungallere karsi duyarlilik paternlerinin karsilastirilmasi nozokomiyal
Candida infeksiyonlarinin degerlendirilmesinde smirli bir fonksiyona sahiptir. Etkili bir
molekiiler yontem, ayni1 susu bagimsiz izolatlar igerisinde tantyabilmeli, iligkili izolatlar1
kiimelestirmeli ve tamamen iliskisiz izolatlar1 ayirt edebilmelidir. Biitiin bu kriterleri
saglayan gilinlimiizde mevcut bir yontem yoktur. Fungal infeksiyonlarin molekiiler
epidemiyolojik analizi i¢in RFGE, RAPD, MLST, mikrosatellit analizi, gibi yontemler
kullanilabilir (94). Bu yontemlerden RAPD analizi, kolay uygulanabilir olmas1 ve kisa
stirede sonug¢ vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle diger yontemlere gére daha avantajlidir.
Ancak bu yontemin de, sadece laboratuvarlar arasi degil, aynm1 laboratuvar i¢inde dahi
tekrarlanabilirligin diisiik olmas1 gibi bir de dezavantaji vardir (86, 94). Standardizasyonu
saglamak icin, standardize edilmis amplifikasyon karisimi, ayni1 thermocycler’da standart
bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanmali, tiim izolatlar ayn1 anda ¢alisilmalidir (69).
Bu dezavantajina ragmen ¢alismalarda RAPD analizinin Candida tiirlerine ait izolatlarda

ayirim giicii ve tiplendirme etkinligi ytliksektir (65,86, 94).

Endojen Candida infeksiyonlar1 hastanin gastrointestinal sistem, vajen ve deri gibi
floral1 bolgelerinde fizyolojik kosullarimin farklilasmasi nedeniyle mantarlarin kolonize
olmasi ile gelisir (1, 94). Son zamanlarda genotipik yontemlerin kullaniminin artmasiyla
eksojen infeksiyonlar da dikkat ¢gekmeye baslamistir. Fakat hala endojen infeksiyonlardan
daha az yaygindir (94). Yapilan caligmalarda yogun bakim hastalarinda da, mikozlarin
sadece endojen kaynakli olmadigi, hastadan hastaya veya saglik personelinden hastaya

gecebildigi epidemiyolojik ¢caligmalarla gosterilmistir (46).

Ergon ve ark. (65) yaptiklar1 calismada, C.albicans’ 1n siklikla endojen kaynakli
oldugunu saptamislar, C.glabrata ve C.tropicalis izolatlarinda ise yetersiz bant elde
ettikleri i¢in suslarin yayilimi konusunda yorum yapamamislardir. Bir baska ¢alismada bir
yillik siirede idrardan izole edilen C. glabrata suslar1 genetik olarak farkli bulunmus ve
sonu¢ olarak endojen kazanimin c¢apraz infeksiyondan daha yaygin oldugu

belirtilmistir(93).
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Izmir’de yapilan bir ¢alismada C.albicans suslarmin RAPD analizinde tespit edilen
paternlerinin incelenmesi sonucunda izolatlarin ¢ogunlukla endojen kaynakli oldugu
diisiiniilmiistiir. Ancak klonal iligkili baz1 suslarin farkli hastalardan ve yakin tarihlerde
izole edilmesi nedeniyle eksojen bir yayilim olasiliginin da géz ardi edilmemesi gerektigi
vurgulanmistir (86). C.tropicalis’in etken oldugu idrar yolu infeksiyonu salgminin
molekiiler epidemiyolojisi Han ve ark. (95) tarafindan RAPD analizi kullanilarak
aragtirtlmistir. Yogun bakim iinitesindeki hastalardan izole edilen biitiin C.tropicalis
suslarinda ayn1 bant paternleri tespit edilmis ve biitlin suslarin ayni1 klondan kaynaklandigi

sonucuna vartlmistir.

Calismamizda hastanemiz Reanimasyon yogun bakim {initesinde yatan 46 hastanin
idrar kiiltiirlerinden izole edilen C.albicans, C.glabrata ve C.tropicalis suslarinin, RAPD
analizi ile molekiiler epidemiyolojik incelemesi yapildi. C. albicans izolatlarinda A ve B
olmak iizere 2 adet ana patern belirlendi. A paterni A (3), Al (8) ve A2 (1) seklinde toplam
12 susta tespit edildi. B paterninde ise B (1 ), B1 (4 ), B2 (1), B3 (2), B4 (1) ve B5 (1)
olmak {izere 6 varyant saptandi. C.albicans suslar1 arasinda iki yaygin klon ve varyantlar
belirlendi. Diger tiplendirme yontemleri ile konfirmasyonu gerekmekle birlikte RAPD
sonucuna gore iki klonun egemenligi gozlendi. Bir RAPD tipinin farkli varyantlarinin
bulunmasi ise klonlarin uzun siiredir var oldugunu ve zaman icinde farklilagtigin1 gosteren

bir bulgu olarak kabul edilebilir.

C. albicans suslar arasinda Amfoterisin B duyarliliklarinda en fazla 4 diliisyon farklilik
goriilmesine karsin flukonazol duyarliliklarinda 256 kat farklilik goriilebilmektedir. Bu

farklilik ayn1 varyantar i¢in de goriilebilmektedir.

Candida glabrata suslarinda 3 varyanta sahip tek bir RAPD tipinin 6rnekler arasinda
bulundugu gozlendi. Bu patern, A (2), Al (16), A2 (1) olmak iizere ii¢ varyanta sahipti.
Bunlar arasinda A1 profili en yaygin olandi. C.tropicalis suslari i¢in de yine yaygin bir
RAPD tipinin varligini ve bu tipin varyantlarinin bulundugu bu ¢alismayla gosterildi. A
(1), Al (12), A2 (2) olmak fiizere ii¢ alt grup paterni tespit edildi. C.glabrata ve C.

tropicalis tiirlerinde de yaygin bir klonun varyantlarinin bulundugu gosterildi.

Paternlerin incelemesi sonucunda C.albicans icin iki klondan, C.glabrata ve
C.tropicalis icin ise tek bir klondan eksojen bir yayilim oldugu diisiiniildii. Hastalardan
alman c¢esitli klinik orneklerle birlikte cevresel Orneklerin de epidemiyolojik analizi

yapilarak eksojen odagin tespit edildigi daha ileri calismalar yapilmalidir. Eksojen
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kaynagin tespiti ile infeksiyon yayilim zinciri kirillarak hastane infeksiyonlarini énlemede

Oonemli bir adim atilmis olacaktir.

Eksojen kaynak olarak saglik personelinin eli, kirli tibbi arag-gerecler ve kirli ¢evresel
ylizeydeki mikroorganizmalar sayilabilir. Bu hastane patojenlerinin hasta florasina
kolonizasyonunu etkileyen faktorler olarak; normal flora dengesinin bozulmasi, hastanede

uzun yatig siiresi, antibiyotik ve invaziv tibbi ara¢ kullanimi sayilabilir.

El yikama ve eldiven kullanimi hastane infeksiyonlarin1 dnlemede atilacak en dnemli
adimdir. Eldiven kullanimi, personelden hastaya, hastadan personele veya bir hastadan
diger bir hastaya infeksiyon bulas riskini azaltan 6nemli bir bariyer olmakla birlikte, ellerin
yikanmasiin yerini tutmaz. Eldivenler de kiiciik, goériinmeyen yirtiklarin olabilmesi,
kullanim sirasinda yirtilabilmeleri nedeniyle infeksiyon riskini tamamen ortadan
kaldiramaz. Eldivenlerin ¢ikartilmasi sirasinda da eller kontamine olabilir. Bu yiizden

eldiven giyilmeden 6nce ve ¢ikartildiktan sonra eller yikanmalidir.

Hastane infeksiyonlar1 i¢in ¢ok yiiksek riskli yerler olarak tanimlanan yogun bakim
tinitelerinde istenen temizlik standartlar1 kritik onem tagimaktadir. Bu alanlarda sik ve

etkin temizlik yapilmalidir.

Hastalara zorunlu olmadik¢a aletli girisimler (sonda, kateter ve benzeri)
uygulanmamali, eger uygulanacaksa steril sartlarda yapilmali, kullanim siireleri kisa

tutulmali, bakimlar1 1yi yapilmali ve girisimler deneyimli kisiler tarafindan yapilmalidir.
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6. OZET

Amag: Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim iinitesinde
yatan hastalarin idrar kiiltiirlerinden izole edilen C. albicans, C. glabrata, C.tropicalis
suslarinin molekiiler epidemiyolojik analizi, amfoterisin B ve flukonazole kars1 antifungal

duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir.

Gerec-yontem: Candida izolatlarinin identifikasyonu germ tiip testi, cornmeal agar
besiyerindeki mikroskopik morfoloji (klamidospor, blastospor, artrospor, yalanct hif ve
gercek hif) ve karbonhidrat asimilasyon testleri (API ID 32C -BioM¢érieux, France)
kullanilarak yapildi. Suslarin amfoterisin B ve flukonazole karsi antifungal duyarlilig:
CLSI kriterlerine gore mikrodiliisyon yontemi ile arastirildi.  Suslar arasindaki klonal

iligkiyi aragtirmak i¢in Cnd3 primeri kullanilarak RAPD analizi uygulandi.

Bulgular: Amfoterisin B i¢in 56 Candida susunun mikrodiliisyon yontemi ile MiK
araliklar;, MiKso ve MiKoy degerleri sirasiyla, C. albicans’da 0.125-1pug/ml, 0.125 ve
0.5pg/ml, C.tropicalis’te 0.125-1pg/ml, 0.25 ve 1pg/ml, C.glabrata’da 0.125-1pg/ml, 0.25
velpg/ml olarak bulundu. Flukonazol igin MIK araliklari, MiKs, ve MiKoy degerleri
sirastyla; C.albicans’ta 0.25-4pug/ml, 0.25 ve 0.5pg/ml, C.tropicalis’te 0.25-16ug/ml, 0.5
ve lug/ml, C.glabrata’da 0. 5-64pg/ml, 8 ve 16ug/ml olarak saptandi. RAPD analizi
sonuglara gore; C.albicans i¢in iki, C.tropicalis ve C.glabrata igin bir ana patern varligi

tespit edildi.

Sonug: Izolatlarm higbiri amfoterisin B igin yiiksek (MIK>1pg/ml) MIK degerlerine
sahip degildi. Bir C.glabrata izolat1 flukonazole direncgli (MIK>64pg/ml) iken bir
C.tropicalis ve iki C.glabrata izolati doz bagimli duyarli (MIK 16-32ug/ml) idi. RAPD
analizi sonuglar1 C.albicans i¢in iki klondan, C.glabrata ve C.tropicalis igin ise tek bir
klondan ekzojen yayilim oldugunu gostermektedir. Hastalardan alinan o6rneklerin ve
cevresel Orneklerin birlikte epidemiyolojik analizi yapilarak ekzojen odagin tespit edildigi

daha ileri ¢caligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Candida, antifungal duyarlilik, randomly amplified polymorphic

DNA (RAPD)

59



7. ABSTRACT

Molecular epidemiology and antifungal agent sensitivity of Candida species

isolated in the urine of patients from intensive care unit

Objective: In this study it is aimed to investigate the molecular epidemiological
analysis and antifungal sensitivity for amphotericin B and fluconazole of Candida
albicans, Candida tropicalis and Candida glabrata isolated in the urine of patients
hospitalized in the intensive care unit of Selcuk University Meram Medical School

Hospital, Konya/Turkey.

Methods: Identification of Candida isolates was performed by investigating germ tube
formation, microscopic morphology (chlamydospor, blastospor, pseudohyphae and true
hyphae) on corn meal agar and carbohydrate assimilation patterns (API ID 32C -
BioM¢érieux, France). Antifungal sensitivities of the isolates to amphotericin B and
fluconazole were determined by in vitro broth microdilution method following the
recommendations of CLSI. To investigate the clonal relationship of the isolates Randomly

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis was performed by using the primer Cnd3.

Results: Of the 56 Candida isolates MIC ranges, MICs, and MICyy values against
amphotericin B were 0.125-1pg/ml, 0.125 and 0.5ug/ml for C.albicans, 0.125-1pg/ml,
0.25 and lpg/ml for C.tropicalis and 0.125-1pg/ml, 0.25 andlpg/ml for C.glabrata,
respectively. Against fluconazole; MIC ranges, MICsy and MICyg values were 0.25-4ug/ml,
0.25 and 0.5pg/ml for C.albicans, 0.25-16pg/ml, 0.5 and 1ug/ml for C.tropicalis and 0.5-
64ug/ml, 8 and 16ug/ml for C.glabrata, respectively. According to the results of RAPD
analysis two patterns were identified for C.albicans and one pattern for C.tropicalis and

one pattern for C.glabrata.

Conclusion: For amphotericin B non of the isolates had high (MIC >1ug/ml) MIC
values. While one of the Candida glabrata isolate was resistant to fluconasole (MIC
>64ug/ml) one C.tropicalis and two C.glabrata isolates were susceptible-dose-dependent
(MIC 16-32pg/ml). The results of RAPD analysis indicated an exogenous spread from two
clones for C.albicans, one clone for C. glabrata and one clone for C.tropicalis. Further

studies are needed to determine the exogenous reservoirs.

Key words: Candida, antifungal sensitivity, randomly amplified polymorphic DNA
(RAPD)
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