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1. OZET

Kandidalarin immiin sistemi baskilanmis veya genel durumu koétii olan
hastalarda invaziv ve yaygin-sistemik enfeksiyonlara yol acarak ciddi bir mortalite
nedeni oldugu bilinmektedir. Bu calismada, hastanemizde yatarak tedavi goren
immiin sistemi baskilanmis veya genel durumu bozuk hastalardan soyutlanan
kandidalarin tiir ayrimlarinin yapilmasi ve antifungal duyarliliklarinin arastirilmasi
amaglanmistir. Calismada 39 febril ndtropenik ve yedi genel durumu bozuk yogun
bakim hastasindan alinan idrar (6), balgam (6), kan (11), yara (4), endotrakeal
aspirat (7), bogaz (3), kateter (7) ve digki (2) orneklerinden yapilan mikolojik
kiiltiirlerinde toplam 46 kandida susu soyutlanmistir. Soyutlanan kandidalarin tiir
ayrimlar1 API ID 32 C (Bio M¢érieux/Fransa) kitleri ile yapilmistir. Calisilan
suslarin 24° i (%52.1) Candida albicans, besi (%10.8) Candida krusei, yedisi
(%15.2) Candida tropicalis, dordii (%8.6) Candida glabrata, gl (%6.5)
Candida parapsilosis ve tigii (%6.5) Candida guillermondii olarak tanimlanmuistir.
E test (AB Biodisk, Isvec) ile yapilan antifungal duyarlilik deneyinde, kandidalarin
%2.1> 1 amfoterisin B’ ye, %21.7°si ketokonazol ve flukonazola, %17.3* i
vorikonazola, %23.9 u 1trakonazola ve %6.5’ i ise flusitozine direngli bulunmustur.
En etkin antifungal olarak saptanan amfoterisin B’ nin MiKs, ve MiKoy degerleri
sirastyla 0.019 ve 0.75 pg/ml; en disiik etkinlikli antifungal olarak saptanan
itrakonazoliin MiKs, ve MiKyg, degerleri ise sirastyla 0.032 ve 16 pg/ml olarak
bulunmustur.

Tiptaki ilerlemelere paralel olarak firsatg1 patojen olan kandidalarin
hedefindeki hasta popiilasyonu gittikce artmakta ve zamanla invaziv kandida
enfeksiyonlarinin sikliginda da yiikselis oldugu goriilmektedir. Bu nedenlerle,

ozellikle riskli hastalarda gelisen ciddi enfeksiyonlarin tedavisinin basarili bir



sekilde yapilabilmesi i¢in kandidalarin tiir ayrimlarinin rutin olarak uygulanmasi ve

giivenilir bir yontemle antifungal duyarhiliklarinin saptanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kandida tiirleri, amfoterisin B, vorikonazol, ketokonazol,

itrakonazol, flukonazol, flusitozin, antifungal duyarlilik.



2. ABSTRACT

Investigation of the Antifungal Susceptibility of Candida Strains Isolated from

Immune Suppressed Patients, with E test Method

It is well-known that Candida cause a considerable mortality via leading
invasive and disseminated-systemic infections in the patients whose immune-
suppressed or in poor clinic condition. In this study, it was aimed to investigate
typing of Candida species that were isolated from various clinic samples from
inpatients whose immune-suppressed or in poor clinic condition and also to
determine the antifungal susceptibility of these isolates. During the study, a total 46
Candida were isolated from urine (6), sputum (6), blood (11), wound (4),
endotracheal aspirate (7), nasopharynx (3), catheter (7) and stool (2) samples of 39
febrile neutropenic patients and 7 patients with poor clinic condition in intensive
care units. Typing of the Candida isolates were carried out with API ID 32 C (bio
Meérieux) kits. Of the strains included in to the study, 24 (52.1%) were identified as
Candida albicans, five (10.8%) were Candida krusei, seven (15.2 %) were Candida
tropicalis, four (8.6 %) were Candida glabrata, three (6.5 %) were Candida
parapsilosis and three (6.5%) were Candida guillermondii. In the susceptibility
assay with E test, 2.1% of the isolates were found resistant to amphotericin B, 21.7
% to ketoconazole and fluconazole, 17.3 % to voriconazole, 23.9% to itraconazole
and 6.5 % to flucytosine. The MICsyand MICy, values of the most active antifungal,
amphotericin B, were determined as 0.019 and 0.75 pg/ml, respectively; and the
MICsy and MICyy values of the least active antifungal, itraconazole, were

determined as 0.032 and 16 pg/ml, orderly.



Due to development of the medicine, the target patient population of
Candida which is an opportunistic pathogen, is progressively augmented, and by the
time, it is observed that the prevalence of the invasive candida infections are being
increased. Therefore, to successfully treat the serious infections caused by Candida
in the patients at high risk, typing of the Candida should be routinely performed and
antifungal susceptibility of these strains should be investigated with a reliable

method, regularly.

Key-Words: Candida strains, amphotericin B, voriconazole, ketoconazole,

itraconazole, fluconazole, flucytosine, antifungal susceptibility.



3. GIRiS

Son yillarda mantar enfeksiyonlarindaki artis, genis spektrumlu
antibiyotiklerin ve immiinosupresif ilaglarin yaygin kullanimi, artan invaziv
girisimler ve major cerrahi girisimlerin yayginlasmasi ile dogru orantilidir ().

Kandida tiirleri, genel durumu koétii veya immiin sistemi baskilanmig
hastalarda ¢ogunlukla firsat¢1 enfeksiyonlara neden olurlar. Bu tip hastalardaki
fungal enfeksiyonlarin %86' sindan sorumlu olan kandida tiirleri, kan kiiltiirlerinden
en sik izole edilen mikroorganizmalar arasinda dordiincti siradadir (2). Kandida
tiirleri nozokomiyal sepsislerin de %8-12' sinden sorumludur (3).

Kandidalarin neden oldugu kandidemi; tanist ve tedavisi zor, mortalitesi
yliksek ciddi bir klinik tablodur. Hastanede kalis siiresinin uzamasina neden olur ve
bakteriyel patojenlerle gelisen sepsislere gore daha yiiksek mortaliteyle seyreder
(4).

Immun sistemi baskilanmis hastalardaki mantar enfeksiyonlarinda, mantar
tiiriiniin ve antifungal duyarliliginin belirlenmesi ampirik antifungal ila¢ se¢iminde
ve tedavinin yoOnlendirilmesinde Onemlidir. Antifungal duyarlilik testlerinin
standardizasyonu i¢in National Committee for Clinical Laboratory Standards'in
(NCCLS) antifungal duyarlilik alt komitesi 1982 yilindan itibaren c¢alismalar
yapmaktadir. Ik kez Candida spp. ve Cryptococcus neoformans (C. neoformans)
icin M27-P isimli belge ile makrodiliisyon yontemi Onerilmistir (5). Daha sonra
M27-T ve M27-A belgeleri ile makrodiliisyona alternatif mikrodiliisyon yontemleri
Onerilmistir. Bu yontemlerle direng gelisimi izlenerek, gerekli dnlemler alinabilmesi

amaclanmustir (6, 7).



Dogada 150'den fazla kandida tiirii bulunmasina ragmen ancak bunlarin bir
kisminin insanlarda hastalik olusturdugu belirlenmistir. Bu tiirler; Candida albicans
(C. albicans), Candida tropicalis (C. tropicalis), Candida krusei (C. krusei),
Candida glabrata (C. glabrata), Candida guiiliermondii (C. guiiliermondii),
Candida stellotoidea (C.stellotoidea), Candida kefyr (C.kefyr), Candida lusitania
(C. lusitania) ve Candida dubliniensis (C. dubliniensis) olarak siralanabilir (8). En
sik izole edilen tiir C. albicans olmakla beraber non-albicans tiirlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin sayist da giderek artmaktadir (3, 4, 8).

Bu ¢aligmada, kandida enfeksiyonlari i¢in yiiksek riskli hastalar olarak kabul
edilen genel durumu kétii veya immiin sistemi baskilanmig hastalardan alinarak
laboratuarimiza gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden soyutlanan kandidalarin tiir
ayriminin yapilmasi ve bu suslarn E test (AB Biodisk, Isveg) yontemi ile
amfoterisin B, flusitozin, flukonazol, ketokonazol, vorikonazol ve 1trakonazol gibi

antifungal ilaclara kars1 duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

3.1. Kandidalarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Kandidalarla ilgili ilk bilgiler Hippocrates' e kadar uzanmaktadir. ilk olarak
Galen ve Peppy (1665) pamuk¢ugu gostermis, Langenbeck (1839) afttan bir mantar
bulmus ancak bunu tifonun etkeni olarak bildirmistir. Pamuk¢ugun mantar
yapisinda bir etkene bagli oldugu Berg (1841) ve Bennet (1844) tarafindan ortaya
konulmus, bu mikroorganizmaya Rubin (1843) Oidium albicans adin1 vermis, daha
sonra Zaptin (1890) Monilia albicans ve en son Berkhout (1923)
Candida albicans adimi kullanmustir (8, 9, 10).

Mantarlar 6karyotik canlilardir. Tek hiicreli veya ¢ok hiicreli olabilirler.

Morfolojik yapilarina gére maya veya kiif goriiniimiindedirler (11).



Kandidalar, Deuteromycetes (fungi imperfecti) sinifininin Cryptococcales
takiminda yer alir. Deuteromyces simifi igerisinde sekstiel fazlar1 gozlenmemis
mantarlar bulunmaktadir (10).

Kandidalar, ince duvarli, oval, kapsiilsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif,
1-3 x 4-6 um boyutlarinda, lateral tomurcuklanma ile aseksiiel olarak iireyen,
fakiiltatif anaerop mayalardir. Maya formu disinda kiiltiir ve dokularda yalanci hif
veya gergek hif olusturabilirler. Yalanci hifler, tomurcuklanma sirasinda meydana
gelen uzantinin ana hiicreden ayrilmamasi sonucu gelisir. Gergek hifler ise apikal
uzanti tarzinda, bolmeli ve diizgiin kenarlidir (11).

Kandida tiirleri, Sabouroud Dekstroz Agarda (SDA) ve kanli agarda oda
is1sinda (22-26°C) ve 37°C' de kolayca iireyebilirler. Kiiltiir i¢in alinan ornekler
hem 26°C hem de 37°C' de ayr ayn inkiibe edildiginde 37°C' de iirememe,
saprofitligi ortaya koyan bir 6zelliktir. Patojen kandidalarin ¢ogu hem 26°C hem de
37°C' de iirerler. Uretildikleri ortamda neme ihtiyag duyarlar (%30-40). En iyi
ireme pH 4.5-5 arasindadir, ancak pH 3-7.5 arasinda da iireyebilirler. Oda 1sisinda
ve SDA besiyerinde 24-48 saatte krem renkli, opak, diizgiin yiizeyli, 1-2 mm’ lik
tipik maya kokusu olan S tipi koloniler olustururlar. Kandida kolonileri, S
formundan R formuna kendiliginden doniisebilir. R tipi kolonilerin olusumu daha
¢ok migellerin miktarinin artmasi ile ilgilidir. C. albicans bazen ilk izolasyonlarda
SDA' da burusuk koloniler olusturabilirler. Bunlar alt kiiltiirlerinde S tipi kolonilere
de doniisebilirler. C. albicans kanl agarda kisa, kenarlar1 yildizs1 uzantilar1 olan
koloniler olustururlar (8, 11, 12).

Mantar kiiltiirlerinde bakterilerin ve hizli iireyen kiiflerin iiremesini
baskilayarak secicilik saglamak {iizere ilk izolasyon besiyerlerinin bilesimine

sikloheksimid, gentamisin, kloramfenikol gibi antibiyotikler eklenebilir.



Sikloheksimid, bazi mantar tiirlerinin iiremesini baskiladig1 i¢in sikloheksimid
icermeyen besiyerlerine de ekim yapilmasi gerekmektedir (13).

Kandidalar ¢ok katli hiicre duvarina sahiptir. Kandidalarin hiicre duvari
mannoproteinler (%20-23), glukan (%48-60), kitin (9%0.6-2.7), protein (%3-6) ve
lipitten (%48-60) olusur. En dista, konak hiicreye adezyonu saglayan protein
tabakas1 vardir. Bu tabaka N-asetilglukozaminidaz ve asit fosfataz gibi enzimler
icerir. Mannoproteinlerdeki farkliliklar, kandida tiirlerinin ayrilmasinda kullanilir.
Ancak, aralarinda capraz reaksiyon da goriilebilmektedir. Kandidalarin hiicre
duvarinda bulunan lipitler ise sterol esterleri (zimosterol), serbest sterol (ergosterol),

trigliseritler ve fosfolipitlerden olugmaktadir (14).

3.2 Kandidalarin Tanimlanmasi

Geleneksel olarak kandidalarin tanimlanmasi1 makroskopik ve mikroskopik
olarak morfolojik karakterlerinin incelenmesi ve biyokimyasal 6zelliklerinin
degerlendirilmesi ile yapilir. Morfolojik olarak koloni rengi ve goriiniimii, hif veya
yalanct hif iretimi, germ tiip veya klamidospor olusturma yetenekleri,
blastosporlarin yapisi veya yerlesim sekilleri gibi o6zellikleri degerlendirilir.
Biyokimyasal olarak ise karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyonu, iire hidrolizi

ve nitrat asimilasyonu degerlendirilir (11, 12, 13, 14).

3.2.1. Germ Tiip Testi

Kandidalarin tanimlanmasinda ilk adimdir. Hizli sonug¢ veren, uygulamasi
kolay, C. albicans’ in diger kandidalardan ayirmay1 saglayan basit, ¢cok degerli bir
testtir. Ancak C. albicans suslarmin hepsinde olumlu olmadigi gibi yalanci

olumluluk da olabilmektedir. C. albicans suslarinin %95-97' si germ tiip olusturur.



Diger taraftan, C. stellatoidea da germ tiip iretir. C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr’
de yalanc1 germ tiip olusumu goriilebilir (11, 15, 16).

Germ tiip, blastospordan kaynak alan, baslangi¢c noktasinda hi¢ daralma
olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik yapmayan bir ipliksi yap1 olarak
gozlenir. Yalanci germ tiipte ise daha biiyiik bir blastospor vardir ve hif ile baglanti
bolgesinin daha belirgin oldugu gozlenir (17). Germ tiip testi i¢in insan serumu,
yumurta albumin, sigir serum albumin, koagiile tavsan plazmasi, koyun serumu,
doku kiiltiiri, Triptikaz Soya Broth ve ¢esitli peptonlu besiyerleri kullanilabilir.

Geleneksel yontemlerde en sik insan serumu tercih edilir (15, 16, 17, 18, 19).

3.2.2. Hif, Blastospor ve Klamidospor Yapimi

Hif, yalanci hif, blastospor ve klamidospor iiretme 6zellikleri mikroskopik
olarak degerlendirilir. Misir unlu agar gibi besin agisindan fakir ortamlarda
mayalarin olusturdugu blastospor, yalanct hif, ger¢ek hif ve klamidospor varligi
kandidalarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bunun i¢in Piring ekstresi-Tween
80 agar, Misir unlu-Tween 80 agar veya Wollin Bevis agar besiyerlerinden birisinde
incelenen maya kolonisinden bir parca alip, igne 6ze ile birbirine paralel ¢izgiler
seklinde ekim yapilir. Ekim alani steril bir lamelle kapatilarak besiyeri 26°C' de
24-72 saat inkiibe edilir (15, 16, 17, 18, 19).

Besiyeri iizerine kapatilan lamelin, ortamin oksijenini azaltmasi ve
Tween-80' in yiizey geriliminin diismesi klamidospor ve yalanci hif iretimini
arttirtr.  C. albicans” i olusturdugu klamidosporlar yalanci hiflerin ucunda,
ortasinda yada yaninda yerlesmis; yuvarlak diizgiin duvarl, sitoplazmasi
yogunlagmig, c¢evre kosullarina direngli bir yapidadir. Uzun yillar sadece

C. albicans’in tanimlanmasinda kullanilmis olan musir unlu agarda diger maya



tiirleri de mikroskobik morfolojik 6zelliklerine gore tanimlanabilmektedir (11, 14,

15, 16, 17).

3.2.3. Biyokimyasal Testler

3.2.3.1. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Bu test mayalarin oksijen varliginda karbon kaynagi olarak spesifik bir
karbonhidrat1 kullanma yeteneklerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir.
Karbonhidrat asimilasyon testi Wickerham yontemi, oksanografik yontem ve
ticari tiplendirme kitleri gibi degisik yontemler kullanilarak yapilabilmektedir

(15, 17).

3.2.3.2. Nitrat Asimilasyon Testi
Nitrat asimilasyon testi karbonhidrat asimilasyon testine benzer bir testtir.
Mayalarin nitrojen kaynagi olarak nitrati kullanma yeteneklerini ortaya

cikarmaktadir (17).

3.2.3.3. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Fermantasyon, karbonhidratlarin CO, ve etanol {liretimiyle sonuglanan
anaerobik kullanimidir. Bu testte fermantasyon tiiplerindeki pH degisikligi mayanin
fermantasyonunu gostermez. Karbonhidrat fermantasyonu Modifiye Wickerham
Yontemi ile yapilabilmektedir. Durheim tiipiinde gaz kabarciginin gézlenmesi ile
ortaya konulmaktadir. Kandida tiirleri ile Cryptococcus ve Rhodotorula gibi

non-fermantatifleri ayirmada kullanilmaktadir (15, 17).

10



Tablo 1. Sik Rastlanan Kandida Tiirlerinin Karbonhidrat Fermantasyon ve

Asimilasyon Ozellikleri.

KANDIDA Fermantasyon Asimilasyon

TURLERI G M [sS L |G|]G|L|[M]R]S
C. albicans + + + - + + - + - +
C. stelloidea + + - - + + - + - -
C. krusei + - - - + + - - - -
C. kefyr + - + + + + + - + +
C. parapsilosis | + - - - + + - + - +

(G:Glukoz, M: Maltoz, S: Sukroz, L: Laktoz, Gl: Galaktoz, R: Raffinoz)

3.2.3.4. Ureaz testi
Mayalarin Christensen's iire agarda {ire hidrolizi, lireaz aktivitesini gosterir.

C. krusei ve C. lipolylica iireyi hidroliz edebilir (17).

3.2.4. Hizh Tanimlama Yontemleri

Gilintimiiz mikoloji laboratuarlarinda 4-72 saat gibi kisa siirelerde sonug
veren ve daha kolay uygulanabilen maya tanimlama kitleri kullanilmaktadir. Bunlar
maya tanimlama yonteminde standardizasyon saglamaktadir. Hem sik saptanan ve
hem de az rastlanan tiirleri tanimlamaya da yeterlidir. API 20 C, API 32 C (Bio
Merieux), API Yeast identification System (Analytab product), Uni Yeast Tek
(Row Laboratories), Abott Yeast identification System (Abott Diagnostic) gibi pek

cok ticari kit kullanilmaktadir (20).
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3.2.5. Diger Tam Yontemleri

3.2.5.1. Kromojenik Besiyerinde Ureme

Kandida tiirlerinin ¢ogunun SDA' da ki kolonileri krem kivaminda ve oval
sekildedir (C. albicans, C. stellotoidea, C. tropicalis gibi). Koloni rengi geleneksel
olarak kullanilan besiyerlerinde ayirdedilemez. Farkli kandida tiirlerinin farkli
renklerde {tredigi besiyerleri vardir. Pagano-Levin Agar (Difco), farkli renkte
koloniler olusturarak tek bir klinik Ornekten birden fazla kandida tiirliniin
tanimlanmasina olanak saglar. Koloni rengine gore hizli tani saglayan g¢esitli

kromojenik besiyerleri de ayrica mevcuttur (21, 22, 23).

3.2.5.2. Serolojik Testler

Serolojik testler, tanisal dnemleri yaninda hastaligin seyrinin izlenmesinde
de yararlidir. Ancak, teknik uzmanlara gereksinim olmasi, ayiraglarin zor
hazirlanmas1 ve maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle geleneksel kullanimlari
kisithidir. Son yillarda sistemik mantar hastaliklarinda belirli bir artisin olmasi, yeni
mantar antijenlerinin elde edilmesine ve yeni teknolojik gelismelere yonelik
caligmalar1 yogunlagtirmis ve serolojik testler kullanima girmeye baglamigtir. Ancak
capraz reaksiyonlarin ¢ok fazla olmasi; gecirilmis enfeksiyon, kolonizasyon ve aktif
enfeksiyonu ayirt etmede yetersiz kalmalari bu testlerin degerini azaltmaktadir
(11, 24).

Mantar  antijenlerini gostermeye yoOnelik testlerin kullanimi giderek
artmaktadir. Ozgiil antijenleri gostererek taniyr saglamak yiiksek derecede 6zgiil
ama duyarlilik agisindan klasik yontemleri tamamlayici 6zelliktedir. Cryptococcus
ve Histoplasma enfeksiyonlarinin tanisinda antijenleri saptama yontemleri basarili

olurken Aspergillus ve kandida gibi firsatgr mantarlarda bu yontemin duyarliligi
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diisiik bulunmaktadir. Bu problemi ¢ézebilmek icin ¢ok saf antijenleri kullanmak,
monoklonal veya adsorbe poliklonal antikorlart ve ¢ok duyarli yontemleri

uygulamak gerekmektedir (11, 20, 21, 22, 23, 24).

3.2.5.3. Molekiiler Yontemler

Mantar epidemiyolojisi ile ilgili caligmalarda molekiiler yontemler basariyla
uygulanmaktadir. Molekiiler yontemler Aspergillus tiirleri, kandida tiirleri ve
Histoplasma capsulatum’ un erken tanisinda kullanilmaktadir (20).

Yeni caligmalar, mantar tiirlerine 6zgii DNA dizilerinin klinik 6rneklerden
saptama yontemlerinin mantarlarin tanimada uygun ve etkin oldugunu, ancak yeterli
olmadigin1  gdstermektedir. Mikolojide, molekiiler yontemlerin  alisilmis
mikroskobik inceleme ve kiltlirlin yerini tamamen almasi heniiz erken

gortinmektedir (25).

3.3. Antifungal flaclar

Antifungal ilaglar deri, mukoza ve organlarin lokal veya sistemik
enfeksiyonlarina karst etkili; topikal, oral veya parenteral yoldan uygulanabilen
ajanlardir. Antifungal ilag tedavisi toksik etkilerinden dolay1 1950' li yillara kadar
potasyum iyodiir ve metilen mavisi ile sinirli kalmistir. Daha sonra amfoterisin B
kesfedilmis ve 1950'li yillarda kullanima girmesinden bu yana sistemik mantar
enfeksiyonlarinin tedavisindeki 6nemini korumustur (26). Sistemik etkili antifungal
ilaclar az sayidadir. Amfoterisin B' den sonra mikonazol, ketokonazol, itrakonazol,
flukonazol gibi azol tiirevlerinin bulunmasi tedavide énemli gelismeler saglamistir

7).
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Amfoterisin B' ye alternatif secenek olan 5-flusitozin, 1964 yilinda
kullanima girmistir. 1960' larin sonlarinda sentetik yolla elde edilen azollerin ilk
grubunu olusturan imidazol grubu antifungal ilaglar; klotrimazol, mikonazol,
ekonazol, izokonazol, ketokonazol ve fentikonazolden olusur. 1980 yilindan sonra
ikinci azol tiirevi olan triazollerden terkonazol, itrakonazol ve flukonazol klinik
kullanima girmistir. ikinci kusak azoller olarak isimlendirilen itrakonazol ve
flukonazoliin klinik olarak etkin ve giivenilir olusu nedeniyle, ¢ok degisik fungus
tiirleri ile olusan invaziv enfeksiyonlarin tedavisinde amfoterisin B' ye alternatif
olmuslardir. Ozellikle flukonazoliin basarisi yeni iigiincii kusak azollerin (ikinci
kusak triazoller) gelistirilmesi konusunda cesaret verici olmustur. Vorikonazol,
pseokonazol ve ravukonazol ikinci kusak triazoller olup son yillarda iilkemizde de
kullanima girmekle birlikte klinik etkinlikleri hakkinda az sayida calisma vardir
(26, 27, 28, 29).

Glinlimiizde kullanilan antifungal ilaglara 10 y1l 6ncesine kadar ¢ok seyrek
direng goriilmekte iken, 1990'larda 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
rastlanan direng énemli bir problem haline gelmeye baslamistir. Ornegin AIDS' li
hastalardaki orofaringeal kandida enfeksiyonlarinda siklikla antifungal ilaglara
diren¢ olustugu bildirilmektedir (30).

Lipozomal nistatin, ekinokandinler ve sordarinler fungal enfeksiyonlarin
tedavisindeki diren¢ problemini ¢dzebilmek amaciyla gelistirilen yeni ilaglardir.
Nistatin, topikal olarak kullanilan, oral kullanildiginda sistemik etki gosteremeyen,
parenteral kulanimi ise toksik etkiler nedeniyle miimkiin olmayan bir antifungal
ilagtir. Amfoterisin B i¢in oldugu gibi nistatin i¢in de toksisitesi ana ilaca gore
belirgin derecede azaltilmis ve sistemik kullanimi miimkiin olan bir formiilasyon

gelistirmek i¢in caligmalar yapilmigtir. Bu ¢aligmalarin sonucunda nistatinin
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"dimristoyl phosphotidyl choline" ve "dimyristoyl glycerol" igeren bir lipozomal
bilesigi gelistirilmistir (31).

Ekinokandinler yeni gelistirilmis olan bir diger antifungal ilag grubudur.
Mantar hiicre duvarinda bulunan glukanin  sentezini inhibe ederler.
Ekinokandinlerin memeli hiicresinde bulunmayan bir hedef iizerinden antifungal
etki gosteriyor olmasi, selektif toksisite yoniinden ¢ok Onemli bir avantajdir.
Poliyenler ve azoller mantar hiicre zarina etki gosterirken, ekinokandinler, hiicre
duvar komponentlerinden biri olan glukanin sentezini inhibe ederler.
Ekinokandinlerin etki spektrumlar1 goreceli olarak dardir. Kaspofungin klinik
kullanima sunulmus ilk ekinokandindir (31).

Yakin bir gegmise kadar mantarlarin protein sentezini inhibe ederek etki
gosteren bir antifungalin gelistirilememis olmasinin nedeni, mantar hiicresi gibi
memeli hiicresinin de dkaryot olmasidir. Ancak mantar hiicresinde mevcut olup
memeli hiicresinde olmayan ve protein sentezinde rol alan "elongation factor 3-EF
3" {in varlig1 kesfedildikten sonra EF 3" inhibe eden ve sordarinler adi verilen
bilesikler gelistirilmistir. Sordarinlerle ilgili g¢aligmalar heniliz klinik Oncesi

diizeydedir (31).

3.3.1.Amfoterisin B

Toprakta bulunan Streptomyces nodosus cinsi mikroorganizmadan elde
edilen amfoterisin B halen en genis spektrumlu poliyen grubu bir antifungaldir.
Amfoterik 6zelikte olup asit ve bazik ortamda ¢oziilebilen tuzlar yapar ve pH 2-11
arasinda suda erimez. Bu nedenle sodyum deoksikolat ile karali kolloidal bir

siispansiyon olusturularak suda ¢oziinebilirligi arttirilmistir (26).
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Poliyen grubu antifungaller, mantar hiicre zar1 sterolleri ile kompleks
yaparlar. Mantarlarin sitoplazmik zarinin temel sterolii olan ergosterole afinitesi
memeli hiicre zarmin sterolii olan kolesterole gore daha fazladir. Mantar hiicre
zarinda ergosterol ile etkilesen amfoterisin B zarda delikler olusturarak ve
permeabiliteyi arttirarak hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Yiiksek ilag
konsantrasyonlarinda mantar hiicre zarlarinda 40-150 nm ¢apl delikler olustururlar,
intraselliiler potasyum ve diger molekiiller kaybolur ve mantar hiicresi canliligini
yitirir. Ayrica lipid peroksidasyonu, hiicre zar1 enzimlerimn inhibisyonu, endositoz
ve immiinstimiilasyonun bloke edilmesi, dne siiriilen diger etki mekanizmalaridir.
Etki hizl1 baglar ve lireme orani ile iliskili degildir (32).

Amfoterisin B genis etki alanli olup sik rastlanan patojenlerin ¢oguna
etkilidir. MIK degerleri; mayalar igin 0.1-1 ug/ml, belirli kiifler igin 1-5 ug/mL' dir.
Kandida tiirleri, C. neoformans, Aspergillus tiirleri, Blastomyces dermatidis,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis gibi
difazik mantarlara etkilidir (27). Amfoterisin B' nin aspergilloma, mantar
micetomu, kromomikoz ve belirli koksidiyoidomikoz sekillerine etkisi yoktur veya
¢ok sinirlidir. In vitro ve in vivo olarak Pseudoallerscheria boydii ve Trichosporon
tiirlerine etkisizdir (27).

Amfoterisin B, Leishmania, Entamoeba, Naegleria, Trypanosoma ve
Trichomonas gibi bazi protozoonlara da etki gosterir (27).

Amfoterisin B, deri ve mukozalardan emilmez. Gastrointestinal kanaldan
emilimi minimaldir. Bu nedenle intravendz yolla uygulanir. Verilen dozun
%90'indan fazlast serum protein ve lipoproteinlerine baglanir, bu nedenle
amfoterisin B diyalize olmaz, lacin en yiiksek doku yogunluklarina eristigi organlar

karaciger ve dalaktir (32).
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Klasik amfoterisin B' nin etki spektrumunu degistirmeden yan etkilerini
azaltan lipozomal formiilasyonlar gelistirilmistir. Lipid formiilasyonlarin
nefrotoksik  etkilerinin belirgin olarak azalmasinda etkili olan mekanizmalar;
lipozom ile taginan amfoterisin B' nin seg¢ici olarak fungal hiicrelere transfer
edilmesi ve lipozomal amfoterisin B'nin HDL' ye klasik amfoterisin B' den daha
fazla baglanmasi olarak 6zetlenebilir (27, 32).

Amfoterisin B' nin lipozomal yapilar ile ¢evrelenmesi, pro-inflamatuar
sitokinlerin salinimini zayiflatmaktadir. Giivenle kullanilan ilaglar olmakla birlikte
cok pahali olmalar1 kullanimlarini kisitlayan en 6nemli faktordiir (32).

Amfoterisin B Lipid Kompleks (ABLC): Lopez-Berstein tarafindan
gelistirilen bu molekiilde 7:3 molar oranda dirniristoyl-fosfotidilkolin ve
dimiristoyl-fosfatidil gliseroliin olusturdugu serit seklinde kompleks yapilardir. Bu
komplekste lipozomal olan ve olmayan ¢ift tabakali lipit yapilar bulunur. Klasik
amfoterisin B ile in vitro ve in vivo ayni etkiye sahip olup nefrotoksik etkisi belirgin
olarak diistiktiir (33).

Amfoterisin B Kolloidal Dispersiyon (ABCD): Amfoterisin B ile sodyum
kolesteril siilfatin 1:1 oraninda birlesmesi ile olusturulmus bir lipid formiilasyondur.
Infiizyon ile iligkili yan etkiler %86' ya kadar ¢ikmaktadir. Bundan kaginmak igin
inflizyon hizi yavas olmali ve premedikasyon uygulanmalidir. Nefrotoksik etki,
klasik amfoterisin B' ye gore oldukea diisiiktiir (32).

Lipid Emiilsiyonda Amfoterisin B: Amfoterisin B' nin %20’ lik intralipid
icindeki formiilasyonudur. Doku dagilim1 oldukga yiiksektir (32).

Amfoterisin B’ nin kimyasal formiilii Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Amfoterisin B’ nin Kimyasal Formiilii.

3.3.2. Flusitozin

S-florositozin (5-FS) veya flusitozin, sentetik florlu bir pirimidindir. Mantar
hiicresine sitozin-permeaz araciligiyla girip hiicredeki sitozin deaminaz tarafindan
S5-florourasile dontstiiriiliir. Bu madde RNA'daki urasilin yerini alarak protein
sentezini bozar. Flusitozin ayrica timidilat-sentetaz1 engelleyerek DNA sentezini de
onler (27).

1972' lerde kullanima sunulmustur. Suda ¢6ziinebilir ve gastrointestinal
sistemden iyi absorbe olur (35). Flusitozinin etki spektrumu dardir. Ozellikle
kandida tiirleri ve C. neoformans’ a etkilidir. Ilaca duyarli mayalara iliskin MiK
degerleri 0.1-1 pg/ml ' dir. C. albicans suslarinin yaklasik %95'i duyarli, 6zellikle
C. tropicalis ve C. krusei basta olmak iizere diger kandida tiirlerinin %25-30' u
direnglidir. C. galabrata ve C. neoformans suslarinin ¢ogu duyarli bulunmustur
(27).

Tedavi sirasinda ikincil direng ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle C. neoformans
menenjiti veya gastrointestinal mikoz gibi -kural olarak- konakta etken
mikroorganizmanin ¢ok yogun bulundugu enfeksiyonlarda flusitozin tek ilag olarak
kullanilmamalidir. Ayrica, flusitozin uygulamasindan once in vitro duyarhilik

testleri de yapilmalidir (27).
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Amfoterisin B' ye gore etki spektrumu daha dar, toksisitesi daha diistiktiir
(35). Nadir olarak dokiintii, ishal, ve karaciger enzimlerinde yiikselme goriilebilir
(26).

Flusitozinin kimyasal formiilii Sekil 2° de gdsterilmistir.

Sekil 2. Flusitozinin Kimyasal Formiilii.

3.3.3. Flukonazol

Flukonazol, 1982 yilinda bulunan, diflorafenil bistriazol tiirevidir.
Flukonazol diisiikk konsantrasyonlarda 14-alfa-demetilaz enzimini ve ergosterol
sentezini inhibe edip lanosterol ve ergosterol oranmi yiikseltir. Yiiksek
konsantrasyonlarda lanosterol ve ergesterol oranina bagli olarak mantar hiicre
zarinda hizli bir sekilde hasar olusturarak fungisit etki gosterir. Azoller, oksidatif ve
peroksidatif enzim sistemlerini inhibe ederek intraselliiler toksik reaktif
peroksitlerin artisina neden olur (26, 35). Etki spektrumu genistir. C. albicans,
C. tropicalis ve C. kefyr gibi kandida tiirleri ilaca duyarhidir. C. krusei ve
C. galabrata suslan ise direnglidir (26). C. krusei suslari in vitro duyarli bulunsalar
bile intrinsik direngli olduklarindan direngli olarak rapor edilmelidir (36). Agizdan
alinan flukonazoliin tamamina yakini gastrointestinal kanaldan hizla absorbe edilir.
Serum proteinlerine diisiik (%12) oranda baglanir. Dokulara ve viicut sivilarina

dagilimu iyidir ve %80' i degismeden idrarla atilir (37).
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Flukonazol iyi tolere edilir. Yan etkileri genellikle hafif ve gecici olup az
saylda hastada goriiliir. Bulanti ve kusma en sik goriilen yan etkileridir.
Ketokonazolden fakli olarak adrenal ve testikiiler steroid metabolizmasini etkilemez
(27).

Flukonazoliin kimyasal formiilii Sekil 3° de gosterilmistir.

§
\\\/ OH F

Sekil 3. Flukonazoliin Kimyasal Formiili

3.3.4. Ketokonazol, Itrakonazol ve Vorikonazol

Ketokonazol, itrakonazol ve vorikonazol sentetik dioksolon imidazol
bilesigidir. Mantar hiicre zarindaki ergesterol sentezim sitokrom P450'ye bagimli
14-alfa-dimetilaz enzimini inhibe ederek, hiicre zarina bagl hiicre islevlerini bozar
(27). Primer olarak fungostatiktirler (35). Oral alindiginda emilimi normal mide
pH' sinda iyi olup, asit fazlaliginda emilimleri artmaktadir. Plazma proteinlerine
%99 oraninda baglanir (35). Oral antikoagiilanlar, kotrikosteroidler, izoniazid,
siklosporin, insiilin, fenitoin, antasitler gibi bir¢ok ilacla etkilesime girerler (26). Bu
grup ilaglarin en sik goriilen yan etkileri istahsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi,
dokiintiisiiz kasint1 ve ishaldir. Karaciger toksisitesi goriilebilir (35).

Ketokonazol, 1itrakonazol ve vorikonazoliin kimyasal formiilii sirasiyla Sekil

4, 5 ve 6’da gosterilmistir.
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Sekil 4. Ketokonazoliin Kimyasal Formiilii.
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Sekil 5. Itrakonazoliin Kimyasal Formiilii.
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Sekil 6. Vorikonazoliin Kimyasal Formiilii.
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3.4. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son yillarda mantar enfeksiyonlarmin insidansinin artmasi ile birlikte
antifungal ilaglarin hem proflakside hem de tedavide kullanim sikliklar1 artmistir.
Ayrica birgok yeni antifungal ilag klinik kullanima girmektedir. in vitro duyarlilik
testleri genel olarak ilaglarin herhangi bir mikroorganizmaya karsi etkinligini
6l¢mek amacrtyla yapilan testlerdir. Bu amagla antibakteriyel duyarlilik testleri rutin
olarak yapilmakta iken antifungal duyarlilik testlerinin standardizasyonu ve
mikoloji laboratuarlarinda kullanilmaya baslanmasi oldukca yenidir. Antifungal
duyarlilik testi i¢in standart yontem yaninda bir ¢ok degisik yontemler de

kullanilmaktadir (38, 39).

3.4.1. Standart Yontem

Antifungal duyarlilik testlerinin  gelistirilmesi ve standardizasyonu igin
1982 yilinda National Committee Clinical Laboratory Standarts (NCCLS)
tarafindan bir alt komite kurularak calismalara baglanmis ve antifungal duyarlilik
testlerinin standardizasyon c¢alismalarini ortak bir goriis olarak M27-P, M27-T,
M27-A belgeleri ile yaymlamistir (5, 6, 7). NCCLS tarafindan 1992'de M27-P
isimli belge ile kandida tiirleri ve C. neoformans i¢in makrodiliisyon yontemini
temel alan referans bir yontem onerilmistir (5). 1995 yilinda NCCLS M27-T gegici
standard1 (tentative standard) hazirlanmis ve alternatif mikrodiliisyon yoOntemi
bildirilmistir (6). Su anda NCCLS tarafindan mayalar i¢in 1997 yilinda yaymlanmis
bir standart yontem (M27-A) (36), kiif mantarlar1 i¢in de 1998 yilinda 6nerilmis bir
yontem (M38-P) mevcuttur. Bu yonteme iligkin parametreler asagida gosterilmistir

(38):
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3.4.1.1. NATIONAL COMMITTE FOR LABORATORY STANDARTS
M27-A. (NCCLS M27-A.)

Yontem: Mikrodiliisyon

Besiyeri: RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bilkarbonatsiz, MOPS ile
tamponlanmis, pH=7)

inokulum: 0.5-2.5 x 10° cfu/ml

Sicaklik: 35°C

Siire: 48 saat (kandida), 72 saat (C. neoformans)

MIK Degeri: Amfoterisin B igin skor "O" (iiremenin tam inhibisyonu),
azoller ve flusitozin skor "2" (iiremenin %50 azalmasi)

Oneri: Azoller i¢in mikroplagin okunmadan 6nce ¢alkalanmasi.

Antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasinda, standart bir yoOntem
onerilmesine ragmen heniiz antifungal duyarlilik sonuglari ile ilgili sorunlar
bitmemistir. Kandida suslar1 icin flukonazol, itrakonazol ve flusitozin icin MIK
diren¢ sinir degerleri belirlenmistir. Ancak amfoterisin B i¢in bu degerler heniiz
kesinlik kazanmamistir. Bunun nedeni, standart yontemin amfoterisin B' ye duyarl
ve direngli suglar1 ayirt etmekte yetersiz kalmasidir (38).

Genellikle kandidiyazisli olgulardan izole edilen suslarda flukonazole yanit
acisindan in vitro ve in vivo sonuglar arasinda bir korelasyon oldugu
saptanmaktadir. Ancak klinik yanit1 belirleyen tek parametre susun o antifungal i¢in
saptanan in vitro duyarlilik durumu degildir. Konak faktorii de olduk¢a Onem

tagimaktadir (38).
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3.4.2. Diger Antifungal Duyarhhk Yontemleri

3.4.2.1. Alamar Mavisi Yontemi

Bir oksido-rediiksiyon indikatorii olan alamar mavisi normalde mavi olup,
mantar iiremesi oldugunda pembe renge doniisiir. Mavi olan son kuyucuk MIK
degerini verir (20).

3.4.2.2. Spektrofotometrik Yontem

Bu yontemde bulanikligin kontrole gére amfoterisin B i¢in %90, flukonazol
i¢in %50-70 oraninda azaldig1 cukurlar MK olarak kabul edilir (20).

Yapilan c¢alismalarda bu iki testin standart yontemle uyumu %=80-100
arasinda bulunmustur (20).

3.4.2.3. Disk-diffiizyon Yontemi

Antifungal ajanlarla doyurulmus disklerin kullanildigi bu yontem igin
kazeinili veya asparaginli yeast nitrojen glukoz agar ve 48 saatlik inkiibasyon
onerilmektedir.  Azollerin kismi inhibisyonu, zon i¢i {iremeleri ve
degerlendirmelerdeki  zorluklar nedeniyle azoller disindaki antifungaller igin
kullanilmaktadir (35). Standart yontem ile uyumu %80 civarinda bulunmustur (40).

3.4.2.4. E Test Yontemi

E test (AB Biodisk, Solona, Isveg), plastik striplere emdirilmis
antimikrobiyal ajanin MIiK degerinin saptanabildigi bir difiizyon testidir. Pahal
olmasi en 6nemli dezavantajidir. Ancak, uygulama kolaylig1 ve uygulama esnasinda
gereksinin duyulan ek malzemelerin azlig1 nedeniyle Avrupa ve Kuzey Amerika
iilkelerindeki bir ¢ok rutin laboratuarlarina yiiksek duyarlilikli bir antifungal test

olarak girmeye baslamistir. Standart yontem ile uyumunun %100’ e yakin oldugu
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bildirilmistir (41). Genelde tiim antifungaller i¢in uygulanabilir bir testtir.
Inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu, testin etkinligini arttiran en onemli
faktorlerden biridir. Testin degerlendirilmesi asamasinda dogabilecek yanlis

yorumlar bakimindan mikrodiliisyon yontemine gore daha giivenilirdir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Orneklerin Secimi

Bu c¢alismada, 1 Ocak - 31 Agustos 2005 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Firat Tip Merkezi’ nin degisik kliniklerinde yatarak tedavi goren ve c¢esitli
hastaliklar nedeniyle genel durumu bozuk veya noétrofil sayisi kritik diizeyin altina
inmis olan hastalardan Mikrobiyoloji Laboratuarmma gonderilen cesitli klinik
orneklerinden soyutlanan 46 kandida susu; tiir tanimlamasi ve antifungal
duyarliliklarinin saptanmasi yoniinden incelenmeye alinmistir. Hastalarin, yasi,
cinsiyeti, major hastaligi, yattigi klinik, mantar enfeksiyonu igin risk faktorleri gibi

baz1 epidemiyolojik bilgileri kaydedilmistir.

4.2. Kullanilan Malzemeler
4.2.1. Boyalar ve Kimyasal Cozeltiler

a. Potasyum Hidroksit Erigi (%10’ luk KOH):

Potasyum hidroksit 10 gr
Gliserol 10 ml
Saf su 80 ml

Potasyum hidroksit {izerine saf su ilave edilerek yavas yavas eritildi.

b. Kristal Viyole Erigi:

Kristal viyole 1 gr
Asit fenik kristal 2gr
%96’ lik etil alkol 10 ml
Saf su 100 ml
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Kristal viyole bir havan igerisinde ezilerek iizerine yavas yavas etil alkol ve
asit fenik kristalleri ilave edildi. Karistirilarak eritilirken saf suyun 2/3” i eklendi.
Eriyik dereceli bir meziire konuldu. Artan su ile havan c¢alkalanarak meziire
aaktarildi ve hacim 100 ml’ ye tamamlandi. Hazirlanan eriyik 24 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek renkli damlalikli

sigselere konuldu.

c. lIyot Erigi:

Iyot kristalleri 1 gr
Potasyum iyodiir 2 gr
Saf su 300 ml

Iyot ve potasyum iyodiir kristalleri bir havan igerisinde ezilerek karistirilds,
iizerine saf su eklenerek eritildi. Slizge¢ kagidindan siiziilerek renkli damlalikli

siselere konuldu.

d. Sulu Fuksin Erigi:

Fenollii karbol fuksin 20 ml

Saf su 180 ml

Fenolli karbol fuksin ve saf su karistirildi, renkli damlalikli siselere

aktarildi.
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4.2.2. Besiyerleri:

a. Koyun Kanl Agar Besiyeri (Blood Agar, Oxoid):

Lab Lemco Powder 10 gr
Peptone Neutralise 10 gr
Sodium Chloride 5gr
Agar 15 gr
Saf su 1000 ml
Defibrine koyun kani %7

Besiyeri  prosediire uygun olarak hazilandiktan sonra , pH=7.3" e
ayarlanarak, 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ ye sogutulduktan
sonra yogunlugu %7 olacak sekilde defibrine koyun kan1 eklendi ve 8 cm c¢apindaki

steril petri kutularina dokiilerek kullanilincaya kadar +4°C’ de saklandi.

b. Sabouraud Dextrose Agar Besiyeri (SDA, Oxoid):

Mycological Pepton 10 gr
Glucose 40 gr
Agar 15 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri  prosediire uygun olarak hazilandiktan sonra , pH=5.6" ya
ayarlanarak, 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C’ ye sogutulduktan

sonra, 8 cm ¢apindaki steril petri kutularma dokiilerek kullanilincaya kadar +4°C’

de saklandi.
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c. Sabouraud Dextrose Broth Besiyeri (Oxoid):

Pancreatic Digest of Casein 5gr
Peptic Digest Of Fresh Meat 5gr
Glucose 20 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri  prosediire uygun olarak hazirlandiktan sonra, pH=5.6" ya
ayarlanarak karistirildi ve 16 cm’ lik cam tiiplere 5° er ml konularak agizlar tikagla
kapatildi. 121°C’ de 15 dakika steril edildikten sonra kullanilincaya kadar +4°C” de

saklanda.

d. Tween 80’ li Corn Meal Agar Besiyeri (Oxoid):

Corn Meal Extract 2gr
Agar 15 gr
Tween 80 10 ml
Saf su 1000 ml

Besiyeri  prosediire uygun olarak hazirlandiktan sonra , pH=5.6" ya
ayarlanarak, 121°C’ de 15 dakika steril edildi. Besiyeri 45-50°C” ye sogutulduktan
sonra, 8 cm ¢apindaki steril petri kutularma dokiilerek kullanilincaya kadar +4°C’

de saklandi.

e. RPMI 1640 Agar Besiyeri (Angus Chemicals, ABD)

RPMI 1640 10.4 gr
D-Glukoz 20 gr
L-glutamin 0.3 gr
NaHCO; 05¢g
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MOPS tuz tamponu 34.53 gr

1 M NaOH 90 ml
Agar 15 gr
Saf su 1000 ml

Steril cam balon i¢inde; RPMI stok tozu (Angus Chemicals/ABD) ve MOPS
(AppliChem/Almanya) 450 ml steril saf su i¢inde manyetik karigtirict ile
karistirllarak ¢ozdiiriildii. Cozelti 50 ml’ lik enjektor yardimiyla 0.2 um caph
filtrelerden pozitif basing yolu ile gegirilerek steril hale getirildi. Diger taraftan
glukoz ve agar 450 ml steril saf su i¢inde ¢6zdiiriildi.121°C’ de 15 dakika
otoklavda steril edildikten sonra 45-50°C’ ye sogutuldu ve RPMI+MOPS’ Iu
siispansiiyon ile karigtirlldi. PH=7.0" a ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml’ ye
tamamlandi ve 90 mm’ lik steril petri kutularina yaklagik 25 ml’lik hacim 4 mm

kalinliginda besiyeri olusturacak sekilde dokiilerek sogutuldu.

4.2.3. E test Antifungal Stripleri (AB Biodisk)

Soyutlanan kandida tiirlerinin amfoterisin B (0.002-32 pgr/ml), ketokonazol
(0.002-32 pgr/ml), vorikonazol (0.002-32 pgr/ml), itrakonazol (0.002-32 pgr/ml),
flukonazol (0.002-32 pgr/ml) ve flusitozin (0.016-256 pgr/ml) duyarliliklarint MiK

diizeyinde saptamak icin, degisen konsantrasyonlarda antifungal madde iceren

E test (AB Biodisk, Isveg) stripleri kullanildi.

4.2.4. Diger Arac ve Gerecler:
a. APIID 32 C (BioM¢érieux/Fransa) kandida tanimlama kiti

b. Mini API cihaz1 (BioM¢érieux/Fransa)
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c. Steril silgicler

d. Steril cam tiipler

e. Steril petri kutusu

f. Hassas terazi

g. Manyetik karigtirici

h. Etiv

i. Otoklav

j- pH indikatorii

k. Otomatik pipetler

I.  0.45 um membran filtre
m. 0.20 um membran filtre

n. Mikroskop

4.3. Yontem

Hastanemizde yatarak tedavi goren immiin sistemi baskilanmis veya genel
durumu bozuk hastalardan soyutlanan kandidalarin tiir ayrimlarinin ve antifungal
duyarliliklarinin arastirilmasinin amaglandigi bu ¢alismada 39 febril notropenik ve
yedi genel durumu bozuk yogun bakim hastasindan izole edilen 46 kandida susu
kullanildi. 46 kandida susu; idrar, balgam, kan, yara, endotrakeal aspirat, bogaz,

kateter ve diski 6rneklerinden soyutlandi.

4.3.1. Direkt Mikroskobik Inceleme (%10’ luk KOH):
Temiz bir lam lizerine incelenecek Ornekten bir miktar konulduktan sonra
iizerine bir damla %10’ luk KOH c¢ozeltisinden damlatildi ve iizerine lamel

kapatilarak oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi. Isik mikroskobunda oOnce
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10’ luk daha sonra 40’ lik objektif ile incelendi. Mikroskobik incelemede mantara

ait spor, gercek veya yalanci hifler arandi.

4.3.2. Kiiltiir ve Gram Boyama

Mikrobiyolojik inceleme igin laboratuarimiza gonderilen klinik Ornekler
ornegin cinsine gore kan kiiltiir sisesi (Organon veya Becton Dickenson kan kiiltiir
sigeleri), kanli agar, EMB ve/veya SDA besiyerlerine ekimleri yapildi. Saf maya
kolonisi tretilen kiiltiirlerden Oncelikle Gram boyama yapildi. Gram boyamada
Gram (+) maya hiicresi goriilen 6rneklerin SDA besiyerlerine pasajlar1 yapilarak
30°C’ de 24-48 saat inkiibe edildi.

Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinde iireyen mayalarin; koloni yapilari,
Gram boyamada tipik maya hiicrelerinin goriiniimii, germ tiip olusumu, Tween 80
Corn Meal Agarda gercek veya yalanci hiflerin varligi, klamidospor yapilar
incelendi. Mayalarin biyokimyasal olarak degerlendirmelerinde API ID 32 C (

BioMerieux, France) stripleri kullanildi.

4.4. E Test Yontemi ile Antifungal Duyarliik Testi

Mayalarin SDA besiyerindeki taze kiiltiirlerinden ( 24 saatlik) steril silgicler
yardimiyla alinan kolonileri, %0.85’lik siispensiyon medium i¢inde karistirildi. Bu
siispansiyon, 90 mm’lik petri kutularinda hazirlanmis olan RPMI 1640 besiyerine
pamuk uclu non-adsorban steril silgicler yardimiyla yayildi. Besiyerinin ortasina
gelecek sekilde ikiser E-test antifungal stripler yerlestirildi. Plaklarin etrafi, nemin
korunmasi i¢in parafinle kapatildi. Hazirlanan plaklar, 35°C* de 24-48 saatlik
inkijbasyona alindi.  Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon elipsleri

degerlendirilirken, tretici firma ve NCCLS o6nerileri dogrultusunda amfoterisin B
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ve flusitozin i¢in liremenin tam inhibe oldugu (%100 inhibisyon) deger; azoller i¢in
ise {iremenin %80 inhibe oldugu deger, o ilag i¢in MIK degeri kabul edildi. (36).
Elde edilen MIK degerlerine gore suslarin test edilen antifungale karsi
duyarhlik veya diren¢ durumu, NCCLS M27A 6nerileri dogrultusunda yorumland .
Suslar MIK degerlerine gore duyarli, az duyarli veya direncli olarak siniflandirild:
(36).
Kandida suslarina kars: test edilen antifungallerin duyarlilik MIK araliklar:

Tablo 2’de gosterildi .

Tablo 2. Antifungal Ilaglarmn MIiK Degerleri i¢cin NCCLS Tarafindan Onerilen

Duyarlilik ve Direng Sinirlar (36).

ANTIFUNGAL Duyarhihk
ILAC (ng/ml) Direnc¢ (ug/ml)

Amfoterisin B <1 -9
(0.002-32 pgr/ml) - =
Ketakonazol <05 -
(0.002-32 pgr/ml)
Vorikonazol <05 >3
(0.002-32 pgr/ml)
Itrakonazol <05 g
(0.002-32 pgr/ml)
Flukonazol <3 > 64
(0.002-32 pgr/ml)
Flusitozin

< >
(0.16-256 pgr/ml) 4 =32
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5. BULGULAR

5.1. Kandida Tiirlerinin Dagilimi

Calismaya alinan toplam 46 kandida susunun 39’u febril ndétropenik
hastadan soyutlandi. Geri kalan yedi sus ise cerrahi yogun bakimda yatan koma
halindeki hastalardan izole edildi.

Calisilan kandidalarin, 24° i (%52.1) C. albicans, besi (%10.8) C. krusei,
yedisi (%15.2) C. tropicalis, dordii (%8.6) C. glabrata, tigii (%6.5) C. parapsilosis
ve gl (%6.5) C. guillermondii olarak tanimlandi. Kandida tiirlerinin

soyutlandiklar1 klinik 6rneklere gore dagilimlar: Tablo 3’de gosterildi.

Tablo 3. Kandida Tiirlerinin Soyutlandiklar1 Klinik Orneklere Gére Dagilimlari.

i Klinik Ornek aIbi?:éns Krctzjlsei tropi%élis glagr.ata parap():s.ilosis guillefr.nondii
Idrar (n:6) 2 - 1 - 3 -
Balgam (n:6) 2 1 1 2 - -
Kan (n: 11) 7 1 2 1 - -
Yara (n: 4) - 1 1 - - 2
ETA* (n:7) 6 1 - - -
Bogaz (n:3) 1 - 1 1 - -
Kateter (n:7) 5 1 1 - - -
Diski (n:2) 1 - - - - 1
Toplam(n:46) 24 S 7 4 3 3

(*Endotrakeal aspirat)
5.2. Antifungal Duyarhhk

Calismaya alinan kandida suslari i¢in E test yontemi ile yapilan antifungal
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duyarlilik deneyinde, kandida tiirlerine kars: test edilen ilaglarin elde edilen MIK

araliklar1 Tablo 4’de gosterildi.

Tablo 4. Kandida Tiirlerine Gore Saptanan Antifungal Ilaglarin MIK Araliklar:.

MIK Arahklari (pg/ml)
KANDIDA

TURU Amfoterisin B | Ketokonazol Vorikonazol Itrakonazol | Flukonazol | Flusitozin
C.albicans 0.008-0.75 0.004-16 0.006-16 0.006-16 | 0.094-196 | 0.064-4
C. krusei 0.023-1 0.125->32 0.125-32 0.38->32 0.5-256 0.50-32
C. tropicalis 0.016-0.75 0.023-16 0.38-12 0.023-16 1-16 0.125->32
C. glabrata 0.016-4 0.125-16 0.016-8 0125232 | 052256 | 038-232
C.parapsilosis | 453 9 50 0.006-0.50 0.032-2 0.006-1 0.125-12 0.75-1
C.guillermondi | 19,y 0.006-2 0.19-4 0.006-1 0.006-8 | 0.016-0.50

E test yontemi ile yapilan antifungal duyarlilik testinin goriiniimii Sekil 7°de

gosterildi.

Sekil 7. E test Yontemi Ile Yapilan Antifungal Duyarlilik Testinin Goriiniimii.
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Toplam 46 kandida susuindan sadece bir (%2.1) C. glabrata susunda

amfoterisin B’ye kars1 diren¢ saptanmistir (4 pg/ml). Amfoterisin B’nin ¢alisilan

kandida suslarina kars1 MiK dagilimi Sekil 8°de gosterilmistir.

Amfoterisin-B MiK Dagilimi

144
12

Sayi (n)

o N A O
P

0012 0023 0047 00% 019 038 075 1 2 4
MIK (micg/ml)

Sekil 8. Kandida Suslarinda Amfoterisin B’ ye Kars1 Olgiilen MIK Degerlerinin

Dagilimu.

Calismada bir C. krusei, bir C .tropicalis ve bir C. glabrata susunda olmak
iizere toplam ii¢ (%6.5) kandida tiiriinde de flusitozine karst diren¢ bulunmustur.
Flusitozinin test edilen suslara karst MIK dagilimlar1 Sekil 9°da gdsterilmistir.

Flusitozine kars1 az duyarli sus saptanmamustir.

Flusitozin MiK Dagilimi

Sayi (n)
O =2NWh OO N ®©O©

0.004 0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 025 050 1 4 16 24 232
MIK (micg/ml)

Sekil 9. Kandida Suslarinda Flusitozine Kars1 Olgiilen MiK Degerlerinin Dagilima.
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Calismada iki C. albicans, dort C. krusei ve dort C. glabrata olmak iizere
toplam 10 (%21.7) kandida tiirinde flukonazol direnci izlenmistir. ki
C. parapsilosis ve bir C. tropicalis susunda ise az duyarlilik saptanmistir

(16-32 pg/ml). (Sekil 10)

Flukonazol MiK Dagilimi

Sayi (n)

0016 0064 0125 050 1 4 8 16 32 64 128 196 2256
MiK (micg/ml)

Sekil 10. Kandida Suslarinda Flukonazole Karsi Olgiilen MIK Degerlerinin

Dagilimu.

Calismaya alinan suslardan iki C. albicans, ti¢ C. krusei, ii¢ C. glabrata, bir
C. tropicalis ve bir C. guillermondii olmak {izere toplam 10 (%21.7) kandida
tirtinde ketokonazol direnci izlenmistir. Bir C. guillermondii susunda ise az

duyarlilik saptand1 (2 pg/ml). (Sekil 11)

Ketokonazol MiK Dagilimi

Sayi (n)
O =2 N WA OO N 0O

0.004 0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 025 050 1 2 12 16 24 232
MiK (micg/ml)

Sekil 11. Kandida Suslarinda Ketokonazole Kars1 Olgiilen MIK Degerlerinin

Dagilimu.



Calismada ¢ C. albicans, dort C. krusei, dort C. glabrata ve bir
C. tropicalis olmak {iizere toplam 11 (%23.9) kandida tiiriinde 1trakonazol direnci
izlenmistir. Bir C. parapsilosis ve bir C. guillermondii susunda ise az duyarlilik

saptanmistir (1 pg/ml). (Sekil 12)

Itrakonazol MIK Dagilimi

Sayi (n)
O = NWhH OO N ©

0.004 0.008 0.016 0032 0064 0125 025 050 1 2 8 16 24 32
MiK (micg/ml)

Sekil 12. Kandida Suslarinda Itrakonazole Kars1 Olgiilen MiK Degerleri.

Calismada iki C. albicans, ti¢ C. krusei ve ii¢ C. glabrata olmak iizere
toplam sekiz (%17.3) kandida tiiriinde vorikonazol direnci izlenmistir. Bir
C. guillermondii ve bir C. parapsilosis susunda ise az duyarlilik saptandi (2 ve 4

pg/ml). (Sekil 13)

Vorikonazol MiK Dagilimi
8,
7,
6,
T
S 4
g
2
14
O,
0.004 0.008 0.016 0.032 0.064 0.125 0.25 0.50 1 2 8 16 24 32
MiK (micg/ml)

Sekil 13. Kandida Suslarinda Vorikonazole Kars1 Olgiilen MiK Degerleri.
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Calismaya alinan kandida tiirlerine karsi test edilen antifungal ilaglarin
MiKso, MiKg degerleri ve tiirlere gore antifungal direng oranlar1 hesaplanarak

Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Antifungal Ilaclarm MIKs, ve MiKg, Degerleri ve Suslara Gore Direng

Oranlari.
Antifungal Diren¢ Sikhig1 (%)

KANDIDA

TURLERI (n) AB KT VR IT FL FC
C. albicans (24) 0 8.3 8.3 12.5 8.3 0
C. krusei (5) 0 60 60 80 80 20
C. tropicalis (7) 14.2 14.2 0 14.2 0 14.2
C. glabrata (4) 0 75 75 100 100 25
C. parapsilosis (3) 0 0 33.3%* 33.3%* 66.6* 0
C. guillermondii (3) 0 33.3* 33.3% 33.3* 33.3* 0
MiKs 0.019 0.064 0.032 0.032 0.5 0.032
MiKy, 0.75 16 16 16 128 4

(AB: Amfoterisin B, KT: Ketokonazol, VR: Vorikonazol, IT: Itrakonazol,
FL: Flukonazol, FC: Flusitozin, * Az duyarl suslar)
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6. TARTISMA

Son yillarda mantar tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar hizla artmaktadir.
Farkli merkezlerde yapilan c¢aligmalar sonucunda nozokomiyal mantar enfeksiyon
siklig1 1981 yilinda 1000 taburcu olan hasta basina %0.9 iken, 1993 yilinda 1000
taburcu olan olgu basina %6.6 olarak saptanmistir (42). Yine bu c¢alismada kandida
enfeksiyonlarinin hastanede kalig siiresinin 30 giin uzamasina neden oldugu
bildirilmisgtir. Ayni ¢alisgmada kandida enfeksiyonlarina bagli mortalite %38 olarak
saptanmistir (43).

Antifungal ilag tedavisi, amfoterisin B klinik kullanima girinceye kadar
metilen mavisi ve potasyum iyodiir ile siirli kalmistir (26). Amfoterisin B' den
sonra flusitozin; ardindan da azoller kullanilmaya baglanmistir (27). Gliniimiizde
kullanilan antifungal ilaglara 10 yil oncesine kadar ¢ok seyrek diren¢ goriilmekte
iken, 1990' 1 yillarda direng 6zellikle immiinsuprese hastalarda dnemli bir sorun
haline gelmeye baglamistir (30).

Mantarlarin ciddi morbidite ve mortalite olusturan hastaliklara son 20 yilda
neden olmaya baslamasi, antifungal ila¢ segeneklerinin az olmasi ve yakin zamana
kadar antifungal ilaglara direncin fazla goriilmemesi nedeniyle, mantar duyarlilik
testleri yeterince gelismemistir (39). Antifungal duyarlilik testlerinin gelistirilmesi
ve standardizasyonu i¢in NCCLS tarafindan bir alt komite kurularak calismalara
baslanmig ve son olarak 1997 yilinda M27-A yayinlanmistir (38).

Standart bir yontem Onerilmis olmasina ragmen heniiz antifungal duyarlilik
sonuclar1 ile ilgili sorunlar ¢oziilmemistir. Kandida suslar1i i¢in flukonazol,
itrakonazol ve flusitozin i¢in MIK direng¢ smir degerleri hala kesinlik
kazanmamigtir. Ayni durum amfoterisin B i¢in de gegerlidir (36). Bunun nedeni

standart yontemin amfoterisin B' ye duyarli ve direngli suslar1 ayirt etmekte yetersiz
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kalmasidir. Azol tiirevlerinde ise MIK degerleri belirlenirken, %80 azalma olmasi
duyarlhlik kriteri olarak kabul edilmektedir (36).

Calismamizda, subjektif hata ihtimaline karsi, 6neriler dogrultusunda plaklar
48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilmistir.

Flukonazol i¢in MIK degeri <8 pg/ml olan suslar duyarli, 16-32 pg/ml
olanlar doza bagli duyarli, 32> pg/ml olanlar direngli kabul edilmektedir (36).
Ancak bu degerler C. krusei icin gecerli degildir. Ciinkii MIK degerinden bagimsiz
olarak C. krusei flukonazole intrinsik direngli kabul edilmelidir (36, 44).

Flusitozin i¢in NCCLS' te duyarlilik, orta duyarlilik ve direnglilik sinirlar
halen kesinlik kazanmamustir. Ancak, MIK degeri <4 ug/ml olan suslar duyarl,
8-16 ug/ml olan suslar orta duyarli, >32 ug/ml olan suslar ise direngli kabul
edilmektedir (36).

ABD'de yapilan bir ¢alismada 89 C. tropicalis susu igin flusitozin MIK
degerleri 0.25-1 ug/ml olarak bulunmustur (45). Belgika'dan bildirilen verilere gore
C. aJbicans i¢in flusitozin MiK aralig1 0.12-64 ug/ml olarak saptanmis olup toplam
36 sustan birisi orta duyarli ve birisi direngli bulunmustur (46).

Kandidalar, gastrointestinal ve iiro-genital sistem, deri, iist solunum yollari
gibi bir ¢ok viicut florasinda konak¢i olarak yasayan mayalar olup, taksonomik
olarak 200’den fazla tiirii bulunmaktadir (47). Kandidalarin ancak %10’u insan i¢in
patojendir (47). Saglikli kisilerde, ¢ogunlukla kendi kendini sinirlayan, tanis1 kolay,
yiizeyel ve mukozal enfeksiyonlara yol acarlar. Bu tip enfeksiyonlar, basit hijyenik
tedbirler ve lokal ilag tedavileri ile genellikle iyilestirilebilmektedir (47-49).

Kandidaya bagli hayati tehdit eden invaziv ve sistemik enfeksiyonlar nadir
olarak izlenebilmekle birlikte bunlarin g¢ok biiyiik bir kismu immiin sistemi

baskilanmis veya genel durumu asir1 bozulmus kisilerde gelismektedir (50). Bu tiir
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hastalardaki kandida sepsislerinin mortalitesi, sik izlenen septik sok ve ¢oklu organ
yetmezliklerinden dolay1 oldukga yiiksektir (51).

Invaziv kandidiyazis, iki farkli klinik durum igin ortak kullamilan bir
terimdir. Bunlardan biri kandidemi, digeri ise sistemik veya yaygin kandidiyazistir.
Kandidemi, pozitif infektif bulgular esliginde kandan bir kandida tiiriiniin izole
edilmesidir. Notropenik hastalar, greft alicilar1 veya steroid alan hastalarda bazen
klinik bulgular saptanmayabilmektedir. Sistemik veya yaygin kandidiyazis ise, bir
kandida tiiriniin olmamas1 gereken bir dokuda (steril bolgelerde) varliginin kiiltiirle
veya histopatolojik olarak saptanmasidir. Ancak yine de, invaziv kandidiyazis,
cogunlukla hematojen kandida infeksiyonlari i¢in genel kullanilmaktadir (51).

Bin dokuz yiiz doksan iki yilinda Avrupa’da yapilan, 17 iilkeden 1417
yogun bakim iinitesinin katildig1 bir calismada yaklagik 10 bin hasta taranmis ve
invaziv kandidiyazis sikligi %17 olarak saptanmistir (52). Ayni c¢alismada
kandidemi, Candida spp. kokenli enfeksiyonlarin %10-20° sinden sorumlu
bulunmus ancak, gergek degerin bundan ¢ok daha yiiksek oldugu diistiniilmiistiir
(52).

Birlesik devletlerde 1990-99 yillar1 arasinda, yaklasik 790 yogun bakim
iinitesinde yapilan bir arastirmada ise kandidalar; koagiilaz negatif stafilokoklar,
Staphylococcus aureus ve enterokoklardan sonra dordiincii en sik kan izolat1 olarak
bulunmus ve kan dolasimi enfeksiyonlarinin %5-10’undan sorumlu tutulmustur (50,
53, 54). Ancak bununla birlikte, kandidemi sikligimin c¢alisilan hasta
poptilasyonunun ozellikleri ve ¢alisma yapilan hastanenin yogunlastigi konularla
yakin iligkili oldugu bildirilmistir (54).

Yapilan bir ¢cok caligmada, kandidaya bagl ciddi sistemik enfeksiyonlarin,

calisilan hasta popililasyonu ve merkezler arasinda farkliliklar gosterdigi
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saptanmistir (51). Bununla birlikte, ayni merkezlerde yillara goére kandida
enfeksiyonlarinda artis oldugu da izlenmistir. Birlesik devletlerde, 115 nozokomiyal
enfeksiyon siirveyans programina (NNIS) dahil hastanede, 1980 ve 1990 yillar
arasinda kandidemi sikligi 1000 hasta basina 2 epizodtan 3.8 epizoda; benzer
olarak, Almanya’daki 5 hastanenin kayitlarinin tarandigi bir ¢alismada ise 10 bin
hasta basmma 1987°de 0.37 olan kandidemi sikliginin 1995°te 0.72 epizoda
yikseldigi saptanmistir (55, 56). Diger taraftan, kanser veya transplantasyon
merkezlerinde, diger hastanelere gore yaklasik 2 kat fazla invaziv kandidiyazis
gortldiigii bildirilmekle birlikte, yogun bakim iiniteleri bulunan 3. basamak saglik
hizmeti sunan hastanelerdeki yaygin kandida enfeksiyonlari onemini gittikge
arttirmaktadir (51).

Bu bilgiler 1s181inda, kandidaya bagli invaziv enfeksiyonlarin artik nadir
rastlanan klinik durumlar olmadigr ve sadece ndétropenik ve immiin siiprese
hastalarla simirli olmadigr anlasilmaktadir. Genel durumu koti, yasam destek
iinitelerine bagimli yogun bakim hastalari, ciddi sistemik kandida enfeksiyonlari
icin 6nemli bir hedef toplum olmustur. Bundan dolay1, ¢alismamiza sadece immiin
siiprese hasta izolatlart degil, genel durumu koétii yogun bakim hastalarindan
soyutlanan suslar da dahil edilmistir.

Kemikiligi nakli olan veya kemoterapi esnasinda notropeni gelisen
hastalarda, azol tiirevlerinin proflaktik olarak kullanimi 1980°li yillardan sonra artig
gostermistir (51). 7000 hastanin ¢alisildigt bir meta-analiz raporunda, azol
proflaksisinin uygulanmasi sonrasi parenteral antifungal kullaniminin yaklasik %50
oraninda azaldigir bildirilmistir. Bununla birlikte, yilizeyel ve derin kandida
enfeksiyonlarinin sikliginda ve kandidemiye sekonder mortalitenin de diistigi

saptanmistir (57). Ancak diger taraftan, azollere kars1 intrinsik direng tasiyan non-
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albicans suglarin prevelansinda ciddi bir artig izlenmistir (51, 57).

Insanlardaki kandida enfeksiyonlarmin ¢ogu C.albicans tarafindan
olusturulmaktadir. Bunun nedeninin, C. albicans’in, floralardaki en yaygin tiir
olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (1, 2, 4, 51). Calismamizda da klinik
orneklerden en sik izole edilen tiir C. albicans (%52) olarak saptanmistir. Bunu,
ikinci siklikla C. tropicalis (%15) izlemis ve en az tanmimlanan tiir ise
C. parapsilosis ve C. guillermondii (%7) olmustur.

Giiltekin ve arkadaglar1 (58), 2000 yilinda yaptiklar1 ve farkli tanimlama
metodlarin1 kullandiklar1 bir ¢alismada toplam 94 kandida tiirliniin %56’ sin1
C. albicans, %20’ sini C. glabrata, %10’ unu C. tropicalis, %5’ ini C. kefyr ve %1’
ini ise C. dupliniensis olarak tanimlamislardir.

Adiloglu ve arkadaglar1 (59) tarafindan aymi yil farkli bir merkezde
yiritiilen bir arastirmada invaziv kandidiyazis olgularindan soyutlanan toplam 38
kandida tiriiniin %80° i C. albicans, %15’ i C. glabrata ve %1’ 1 ise
C. parapsilosis olarak saptanmustir.

Ozgelik ve arkadaslar1 (60), 2004 yilinda bildirilen bir ¢alismada ise ID 32 C
kitlerini kullanarak toplam 104 klinik izolattan en sik tanimlanan tiirii C. albicans
(%77) ve en az siklikta soyutlanan tiirii ise C. sake (%0.9) olarak bildirmistir.

Yilmaz ve arkadagalarinin yaptig1 diger bir arastirmada ise ¢aligsmaya alinan
100 kandida susundan 45” i C. albicans, 16’s1 C. lusitanea, 15’1 C. tropicalis, 8 i
C. kefyr, 7° si C. parapsilosis, 4’ @ C. guillermondii, 3° it C. glabrata ve 2’ si
C.famata olarak bulunmustur (61).

Yogun bakim hastalarinda yapilan bir ¢alismada ¢ogunlukla yiizeyel doku
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 86 kandidanin 47’ si C. albicans, 9° u C.

glabrata ve 1’ i C. kefyr olarak saptanmugstir (62).
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Calismamizda, kandidalarin soyutlandiklar1 klinik 6rneklere bakildiginda,
46 susun 11’ 1 kandan, 7’ si endotrakeal aspirat ve kateterden, 6’ s1 balgam ve
idrardan, 4’ {i yaradan, 3’ i bogazdan ve 2’ si diskidan elde edilmistir. C. albicans
hemen hemen tiim klinik 6rneklerden en ¢ok soyutlanan kandida tiirii olmustur.
Merkezimizde 2004 yilinda yapilan bir ¢calismada 65 kandida susunun 39’ u vaginal
akintidan, 13’ {i kandan, 9 u idrardan ve 2’ si de balgam ve diskidan soyutlanmistir
(63).

Kandidalarin tiir dagilimlari, ¢alisilan merkez, calisilan hasta popiilasyonu
ve cografi bolgelerin 6zelliklerine gore degismektedir (51).

Patojenik mantarlara kars1 kullanilabilecek ilag gruplarinin sayisi azdir (51,
64, 65). Ciddi mantar hastaliklarinda, mantar hiicre zarindaki ergesterol ile
etkileserek fungisid etki gdsteren amfoterisin B; ve ergesterol sentezini inhibe eden
flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol gibi ilaglar siklikla tercih edilmektedir. Azol
grubundan vorikonazol ve ekinokandinlerden kaspofungin heniiz yeni kullanima
girmis ve ciddi enfeksiyonlarin tedavisine sunulmus antifungallerdir. Flusitozin ise
mayanin DNA ve RNA sentezini inhibe ederek etki gostermektedir. Ilacin disariya
pompalanmasi, ilacin baglandigi hedef molekiiliin yapisal degisimi veya o
molekiiliin {iretiminin azaltilmasi ve farkli biyokimyasal yollarin kullanilarak ilacin
inhibisyonunun etkisiz hale getirilmesi, kandidalardaki antifungal ila¢ direncinin
bilinen yollaridir (64, 65).

Kandidalarda, CDR 1, CDR 2, CgCDR 1 ve PHD 1 gibi genlerin up
regiilasyonu sonucu efliiks sistemlerinin asir1 kullanimi ortaya ¢ikmaktadir.
Sonugta, Ozellikle basta azoller olmak iizere bir ¢ok antifungalin hiicre iginde
birikimi engellenmekte; ve dolayist ile direng veya azalmis duyarliligin ortaya

cikmasi goriilmektedir. Ayrica, Erg 11 P, kandidalardaki azol tiirevlerinin
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baglandig1 bir proteindir. Bu proteinin sentezi esnasinda aminoasit degisimi sonucu
hedef molekiiliin yapis1 de8ismekte, azollerin baglanmasi azalmakta veya
kaybolmakta ve sonugta orta-yliksek diizey azol direnci izlenebilmektedir.
C. glabrata ve C. krusei’ de izlenen intrinsik azol direncinin temelinde bu
mekanizmanin daha fazla rol oynadigi bildirmistir (64, 65).

Calismamizda test edilen antifungaller i¢inde en etkin ilag amfoterisin B
olarak saptanmustir. Caligilan toplam 46 sus igerisinden sadece bir C. glabrata
tiiriinde (%?2) orta diizeyde (4 pg/ml) amfoterisin B direnci izlenmistir. Amfoterisin
B icin MiKs, ve MiKyy degerlerinin ikisi de duyarli smirlarda olup sirasiyla
0.019 pg/ml ve 0.75 pg/ml olarak saptanmistir. Calismamizda etkinlikleri Slgiilen
antifungaller i¢inde ikinci en etkin ilag flusitozin (%93.5) olarak bulunmustur. Tiim
suslar iginde bir C. krusei, bir C. tropicalis ve bir C. glabarata susu flusitozine karsi
sirastyla 32 ug/ml, >32 pg/ml ve >32 pg/ml MIiK degerlerinde direngli olarak
saptanmistir. Flusitozinin i¢in MiKs, ve MiKyg degerlerinin ikisi de duyarh
sinirlarda olup sirasiyla 0.032 pg/ml ve 4 pg/ml olarak Slgiilmiistiir. Calismamizda,
azol grubundan en etkin antifungal vorikonazol (%82.7); en diisik duyarlikli
antifungal ise 1trakonazol (%76.1) olarak saptanmistir. Ketokonazol ve flukonazol,
azoller i¢inde orta etkinlikli antifungaller olarak gozlenmis ve duyarliliklar1 %78.3
olarak bulunmustur.

Ozgelik ve arkadaslarinca (60) 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada 104
kandida susunun %100’ i amfoterisin B ve vorikonazole ve %93 i flusitozin ve
flukonazole duyarli bulunmustur.

Kaya ve arkadaslar1 (66) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada ise suslarin
yaklasik %70’ inin hastane kokenli oldugu 97 kandidanin antifungal duyarliliklar

ticari bir kit ile (Candifast/italya) &l¢iilmiis ve bu suslarm amfoterisin B duyarlilig
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%100, flusitozin duyarliligi %98.9, ketokonozol duyarliligi %90 ve flukonazol
duyarliligt %89 olarak bildirilmistir. Bir diger calismada, yar1 otomatik bir
duyarhlik testi olan API ATB Fungus (Bio M¢érieux/Fransa) kitleri ile 38 kandida
tiriiniin  duyarliliklar1 6l¢iilmiig; flusitozin ve amfoterisin B etkinligi %98,
ketokonazol etkinligi ise %355 olarak bulunmustur (59).

Yilmaz ve arkadaslar1 (61), 100 kandida susunda amfoterisin B, flukonazol
ve 1trakonazol etkinligini E test yontemiyle oOlgiilmiis ve C. albicans suslarda
duyarliliklart sirasiyla %98, %58 ve %56; non-albican suslarda etkinlikleri sirasiyla
%96, %44 ve %64 olarak saptanmistir. Amfoterisin B, flukonazol ve itrakonazol
icin dlgiillen MIKs, ve MIKygy degerleri sirasiyla 0.125-0.75; 0.50->256 ve
0.125->32 pg/ml olarak saptanmustir (61).

Yogun bakim kokenli izolatlarda amfoterisin B ve flukonazol etkinlikleri
mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmis ve MiKs, ve MiKy degerleri her bir
antibiyotik i¢in sirasiyla 0.25-1; 0.125->64 pg/ml olarak bildirilmistir (62).

Altmis kandida tiiriiniin c¢aligildigi bir aragtirmada ise amfoterisin B,
flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol etkinlikleri E test yontemi ile aragtirilmig ve
bu ilaglarin duyarhiliklart sirastyla %97, %66, %53 ve %32 olarak bulunmustur
(67).

Calismamizda, cogunlukla invaziv kandidiyazis gelisen immun durumu
bozuk hastalardan soyutlanan kandidalarin antifungal duyarlilik durumlar1 E test
yontemi ile arastirilmis; amfoterisin B ve flusitozin en etkin ilaglar olarak
saptanmistir. Calismaya alinan azol grubu antifungallerin 6zellikle non-albicans
tirlere karsi etkinlikleri olduk¢a diisilk saptanmigtir. Dolayis1 ile, kandida
enfeksiyonlarinda ampirik tedaviye baslarken en azindan patojenin tiir ayriminin

yapilmasi, tedavinin basarisini arttirabilecek bir faktor olacaktir.
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AIDS hastaliinin hizla yayilmasi, organ veya doku naklinin geligsmesi,
invaziv girisimlerin ve major cerrahilerin daha sik yapilmasi, yasam siirelerinin
uzamasi ile yash ve diisklin hasta sayisinin artmasi, malign hastaliklar nedeniyle
kemik iligine toksik kemoterapdtiklerin daha sik kullanilmast ve yogun bakim
iinitelerinin yayginlagsmasi ile yasam destek {initelerine bagli hasta sayisinin
yiikselmesi sonucu kandidanin hedefinde bulunan hasta popiilasyonu gittikce daha
da artmaktadir. Bu durum, en az bakteriyel patojenler kadar mortalite ve morbidite
nedeni olan kandidalarin 6nemini arttirmigtir. Sonucta, 6zellikle riskli kisilerde
meydana gelen invaziv ve yaygin kandida enfeksiyonlarinin tedavisi igin tiir
tanimlamasinin ve antifungal duyarlilik deneylerinin rutin olarak yapilmaya
baslanmasi ve direng gelisimini en aza indirecek antifungal kullanim protokollerinin

olusturulmasi faydali olacaktir.
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