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OZET

Er B. Flukonazoliin Candida cinsi mayalar iizerine etkisinin disk difiizyon yontemi ile
aragtirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2011

Bu calismada Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dali Laboratuvarinda izole edilen 50
Candida susu kullanilmig ve bu suslarin flukonazole duyarliliklar1 mikrodiliisyon ve
disk difiizyon yontemi ile belirlenmis, sonuclar karsilastirilmastir.

API 20C AUX ile yapilan tanimlama sonucunda 50 Candida susunun 22'si (%44) C.
albicans, 20'si(%40) C. glabrata, 6'si(%12) C. parapsilosis, 2'si (%4) C. tropicallis
olarak belirlenmistir. Uygulanan mikrodiliisyon yonteminde Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) tarafindan yayimlanan M27-A3 rehberi standart alinmis ve
50 Candida susunun 49’u (%98) flukonazole duyarli, bir C. glabrata (%2) susu doza
baglh duyarli olarak saptanmus; disk diflizyon yonteminde National Committe of
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) tarafindan yayimlanan M44-A rehberi standart
alimmis ve 50 Candida susunun 49’u (%98) flukonazole duyarl, farkli bir C. glabrata
(%2) susu direngli olarak saptanmustir.

Iki yontem tiim Candida suslar1 icin karsilastirildiginda %96 uyum, %2 mindr hata,
%2,04 major hata; 22 C. albicans, alt1 C. parapsilosis, iki C. tropicalis susu i¢in %100
uyum; 20 C. glabrata susu icin %90 uyum, %35 mindr hata, %5,26 major hata tespit
edilmistir.

Calismanin sonucunda iki yontem arasinda onemli bir fark bulunmamis, bu nedenle
Candida tiirlerinin flukonazole duyarliliklarinin belirlenmesinde uygun maliyetli ve
uygulanabilirligi daha kolay olan disk difiizyon yonteminin kullanilabilecegi
belirlenmistir. Ancak C. glabrata suslarinda %5 mindr hata, %5,26 major hata tespit
edildiginden bu suslarla yapilan duyarlilik deneylerinde mikrodiliisyon ydnteminin
tercih edilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Candida, flukonazol, mikrodiliisyon yontemi, disk difiizyon
yontemi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 7008
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ABSTRACT

ER B.(2011). Investigation of the effect of fluconazole to Candida spp by disk diffusion
method. Istanbul University, Institute of Health Science. Istanbul University, Istanbul
Faculty of Medicine, Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Yiikek
Lisans Tezi Istanbul.

In this study, 50 Candida strains were used which were isolated in Istanbul University,
Istanbul Faculty of Medicine, Department of Microbiology and Clinical Microbiology,
Mycology Laboratory. Susceptibility of these strains to fluconazole was determined by
microdiluation and disk diffusion methods and results were compared with each other.

As a result of the identification by the API 20C AUX 22 (44%) out of 50 strains were
determined as C. albicans, 20 (40%) were C. glabrata, 6 ( 12%) were C. parapsilosis, 2
(4%) were C. tropicallis. Microdilution method was applied according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 guideline, 49 (98%) out of 50 were
found to be susceptible to fluconazole and one C. glabrata (2%) strain was identified as
susceptible dose-dependent. The disk diffusion method was applied according to the
National Committee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M44-A guideline,
49(98%) out of 50 were found to be susceptible to fluconazole and a different (2% ) C.
glabrata strain was identified as resistant.

When two methods compared to each other 96% agreement 2% minor error, 2.04%
major error were detected. The agreement was 100% for 22 C. albicans, six C.
parapsilosis, two C. tropicallis strains. The agreement, minor error and major error were
detected as 90%, 5%, 5.26% for C. glabrata strains respectively.

As a result of the study no significant difference was found between the two methods.
For this reason disk diffusion method which is cost effective and easy to perform, can
be used for the determination of susceptibility of Candida species to fluconazole.
Because 5% minor error and 5,26% major error were found for C. glabrata strains, it
was concluded that, microdiluation method can be prefered in the susceptibility testing
of these strains.

Key words: Candida spp, fluconazole, microdiluation method, disk diffusion method

The present work was supported by the Research Found of Istanbul University Project
No: 7008



1. GIRIS VE AMAC

Diinyada genis yayilim gosteren mantarlar saglikli kisilerin deri, sindirim
sistemi ve genitoliriner sistem normal florasinda bulunurlar(1,2). Normal flora
tiyelerinin cesitli hazirlayic1 faktorler varhiginda etken hale gegmesine firsatci
infeksiyon, bu infeksiyonda etken olan mikroorganizmaya ise firsat¢i patojen
denmektedir(1). Karsinom, obezite, diabetes mellitus, yaslilik, kotii ekonomik kosullar,
gebelik, kemoterapi, yogun sitotoksik tedavi, genis spektrumlu antibiyotik kullanimui,
radyasyon, hiicresel immun yetmezlik, nétropeni, ciddi yaniklar, narkotik bagimliligi,
tedavi amacli kullanilan yeni protezlerin ve parenteral beslenmenin genis capta
uygulanmasi, invazif girisimler, kemik iligi ve solid organ transplantasyonu olan
hastalarda uygulanan teknikler ve terapiler (1-7) firsat¢ci patojenin etken haline

gecmesinde rol oynayan hazirlayici faktorler arasinda yer almaktadir(1).

Giintimiizde giderek artig gosteren firsat¢ci mantar infeksiyonlari, ozellikle
immiin sistemi baskilanmis hastalarda énemli mortalite ve morbidite nedenlerinden
biridir (8). Firsat¢ct mikozlarin en 6nemli etkenlerinden biri Candida cinsi mayalardir
(8,9). Invazif mantar infeksiyonlarmin %90’1 Candida cinsi mayalar ile olusmakta ve
en sik izole edilen bes etken C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicallis ve

C. krusei olarak bildirilmektedir (9).

Immun sistemi baskilanmis hasta populasyonu ve buna paralel olarak fungal
infeksiyonlarin insidansindaki artig, tedavi ve diren¢ sorununu da beraberinde getirmis
ve bu durum standart duyarlilik deneylerine duyulan gereksinimi arttirmistir (10). Bu
baglamda 1992 yilinda National Committe of Clinical Laboratory  Standarts
(NCCLS)/Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan baslatilan
caligmalarla bugiine kadar bes rehber yayimlanmistir. Bugiin standart rehber olarak
makrodiliisyon-mikrodiliisyon yontemlerini iceren M27/A3 ve disk diflizyon yontemini
iceren M44-A kullanilmaktadir (11,12).

Giintimiizde mukokutandz ve sistemik hastaliklarda, cerrahi operasyon ve
transplantasyon sonrasi profilakside yan etkileri daha az bir azol bilesigi olan flukonazol
tercih edilmektedir (10,13). Flukonazoliin mayalar iizerine etkisini belirlemek amaciyla
pratikteki kullanim1 ve uygulanmasi daha giic olan mikrodiliisyon ve maliyeti daha

yiksek olan E-test gibi yontemler kullanilsa da, disk difiizyon yOntemi pratik,



uygulanmas1 kolay ve maliyeti diisiik bir yontem olarak bilinmektedir. Bu nedenle
calismamizda Candida cinsi mayalarin flukonazole duyarhliklari, disk difiizyon

yontemi ile arastirilmis ve sonuclar mikrodilusyon yontemiyle karsilastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tarihce

Candida infeksiyonlarinmn bilinen ilk tamm MO 4. yy’da  Hipokrat’mn
‘Epidemics’ isimli eserine kadar uzanmaktadir. Hipokrat eserinde bazi infeksiyonlar:
‘altta yatan agir hastali§1 olan kimselerde aft ve agizda pamukguk’ olarak tanimlamistir.
Kandidiyasizin modern tipta ilk bildirilmesi 1771 yilinda Rosenvon Rosenstein’in
pamukg¢ugu tanimlamasi ile baglamustir. 1784’de ise Underwood tarafindan ¢ocuklarda
infeksiyon olustudugu gosterilmistir. 1835°te Veron ilk kez 6zafagus kandidiyazini tarif
etmis ve hastaligin yenidogana dogum yolundan gectigi sirada bulastigini ifade etmistir

(14).

Etken Langenbeck tarafindan 1839°da tifiislii bir hastanin agzindaki pamukguk
lezyonlarindan alinan kazmt1 drneginde tespit edilmis fakat goriilen bu yapr tifiis etkeni
olarak diisliniilmiistiir. Bu yanlis tanimlama Gruby’nin 1842 yilinda mikroorganizma ve
pamuk¢uk arasinda iliski kurmasi ve mikroorganizmay1 Sporotrichum olarak
siniflandirilmast ile  son bulmustur. Bennett, 1844’de tiiberkiilozlu bir hastanin
balgaminda C. albicans morfolojisine benzeyen bir mantar1t gozlemlemis ve

resmetmistir (14).

Bu gelismeleri takip eden yillarda bircok patolojik durum mayalar ile
iliskilendirilmistir. 1849’da Wilkinson vajinal kandidiyazi tanimlamis, 1875°te
Haussemann vajinal kandidiyaz ile pamukguk arasindaki iliskiyi ortaya koymustur.1904
yilinda Dubendorfer, onikomikoz; 1907°de Jacobi, dermatit; 1910°da Rafin, sistit;
1912°de Castellani, bronkoalveolar kandidiyaz; 1923’te Forbes , kronik mukokutandz
kandidiyaz; 1928°de Conner osteomiyelit; 1940°da Joachim ve Polayes endokardit;
1943’te  Miale, endoftalmit ile sonuclanan endojen diseminasyon olgularii
bildirmiglerdir. Ayrica Castellani 1912 yilinda ‘‘tea testers’ cough’’u tanimlarken

infeksiyonda Candida albicans dis1 mayalarin etken olabilecegini bildirmistir (14).

Bugiine kadar Candida tiirleri icin bircok isim kullanilmistir. Fakat kullanilan
biitiin isimler 1954 yilinda Paris’te yapilan 8th Botanical Congress’de onaylanan

‘Candida’ altinda birlestirilerek kabul edilmistir(14).



Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra antibiyotik kullanimimdaki ve immun
sistemi hasarli hasta populasyonundaki artis mantar hastaliklarmnin, 6zellikle Candida
infeksiyonlarinin goriilme sikligimi arttirmistir. Bu durum arastirmacilart Candida
tiirlerini  incelemeye yoneltmistir. BoOylece Candida cinsi mayalarin patojenite

mekanizmalar1 ve daha az yan etkili antimikotik ila¢ calismalar1 hiz kazanmustir (3).

2.2. Smiflandirma
Candida cinsi  Fungi aleminin, Deuteromycota subesinde, Blastomycetes
smifinda, Cryptococcales takiminda, Cryptococcaceae ailesinde yer almaktadir (15).

Candida cinsi mayalarin 220'yi agkin tiirii bulunmaktadir (16).

2.3. Genel ozellikler ve Hiicre yapisi

Candidalar 2-8 X 3-15 pm biiyiikliigiinde, oval veya kiire seklinde, ince hiicre
duvarma sahip, tomurcuklanarak veya boliinerek ¢ogalan mayalardir. Uremeleri 20-40
°C’de; pH 2-8’de; karbon, azot, fosfat kaynaklar1 ve biyotinin varliginda
gerceklesirmektedir (2,7,17,18).

2.3.1. Hiicre sitoplazmasi

Candidalar okaryotik hiicre organizasyonuna sahiptirler. Sitoplazmalarinda
zarla cevrili bir cekirdek; cekirdegin icinde cekirdek¢ik ve linear kromozomlar
bulunmaktadir. Hiicresel elemanlar mitokondri, Golgi aygiti, 80 S ribozomlar basta
olmak iizere yag, protein, karbonhidrat vezikiilleri ve olgun hiicrelerde vakuollerdir.
Hiicre duvar1 ve hiicre membrani ile baglantili olan hiicre iskeleti komponentleri de

sitoplazmada yer almaktadir (2,7,17).

2.3.2. Hiicre membram

Hiicre membrami yaklasik 7 nm kalinhiginda, hareketli ve bircok molekiilii
izerinde barmdiran bir yapidir (17). Molekiillerin i¢ ve dig ortamlara transferinde rol
alan otoenzimler, kitin sentetaz gibi duvar komponentlerinin sentezinde rol alan
enzimler (17) ile C. albicans’ 1n morfogenezi i¢in gereken sinyal iletiminde rol alan
fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimleri icerir. Ayrica fosfatidil kolin,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inozitol gibi fosfolipidler de hiicre

membraninda bulunurlar (19).

Membran lipidlerinin % 20’si steroldiir ve bu sterollerin % 95’1 antifungal

ilaclarin en 6nemli hedefi olan ergosterol formundadir (19).



2.3.3. Hiicre iskeleti

Candida cinsi mayalarda hiicre duvart ve hiicre membran ile iliskili; turgor
basincina karsi koyan , dinamik yapida hiicre iskeleti vardir. Hiicre iskeleti mitoz/mayoz
boliinme, tomurcuklanma, septum olusumu ve protein kinaz gibi bazi enzimlerin
sentezlenmesinde rol oynar. Hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiiller; membranin
hareketliliginde rol oynar, aktin; sitoplazmik akiskanligi saglar ve miyozin ise aktinle

birlikte organellerin hareketliliginde rol alirlar (20).

2.3.4. Hiicre duvan ve Antijenik yapi

Hiicre membranimnin etrafinda hiicrenin biitiinliigiinii koruyan ve cevre ile
etkilesimini saglayan sert hiicre duvart bulunmaktadir. Hiicre duvart yapisinda
bulundurdugu cesitli bilesenler sayesinde molekiillerin hiicre igcine ve dig ortama
transportunda, maya formundan hif formuna gegiste, adezyonda ve immunomoderator

etkide rol oynar (2,17, 21-24).

Hiicre duvar1 yapisinda, %80-90 oraninda polisakkarit, %5-20 oraninda protein

ve %1-7 oraninda lipit ihtiva eder (24).

Hiicre duvar bilesenlerinin biiyiik kismini olusturan polisakkaritler li¢ ana grupta

incelenebilir: B glukanlar, kitin, mannanlar (24).

Yapisinda glukoz zinciri barindiran ve hiicre duvari polisakkaritlerinin %60’a
(22) yakinmi meydana getiren 1,3 § glukan ve 1,6 B glukan hiicre duvar biitiinliigiinden
ve sertliginden sorumludur. Kitin, hiicre duvarinin i¢ kisminda sitoplazma membrania
yakin kisimda bulunur. Filament6z mantarlarda hif formunun ana bileseni olan kitin,
Candida cinsi mayalarda tomurcuklanma, germ tiip olusumu ve gercek hif olusumu ile
iliskilidir. Hiicre duvar polisakkaritlerinin %40’1na (22, 24) yakinini olusturan mannan ,
mannoprotein olarak proteinlerle kovalent bagli sekilde bulunur. Mannoproteinler
adhezyondan, diger hiicreler ile iletisimden ve bazi enzimatik reaksiyonlardan

sorumludur. Ayrica mannoproteinler major antijenik bilesiklerdir (17,21,22,24).

Hiicre duvar komponentinin geri kalam protein ve lipidlerden olusmaktadir.
Protein ve polipeptid yapilar hiicre duvar1 polisakkaritlerine baglanarak
fosfoglikopepdit oligomerlerini ve polimerlerini olusturur.Bunlardan en onemlileri N-

asetil-glikoz-aminidaz, asit fosfataz, glukonaz ve proteinazdir (17,21,22,24).



2.4. Morfoloji ve Boyanma ozelikleri

Candida tirleri 2-8 X 3-15 pm boyutlarinda; kiiltiirden hazirlanan
preparatlarinda genellikle oval veya yuvarlak  olarak goriilen; cogu zaman
tomurcuklanma (blastospor veya blastokonidyum olusturma) ile ¢ogalan; Okaryotik

hiicre organizasyonu gosteren tek hiicreli mikroorganizmalardir (2,7,18).

Tomurcuklanan hiicrelerin ~ birbirinden ayrilmayarak uzun bir zincir
olusturmasiyla meydana gelen yapiya “yalanci hif ” veya “psodohif” denmektedir.
Psodohif olusturmanin yanisira C. albicans, C. dubliniensis ve C. norvegensis gibi tiirler

gercek hif olusturma 6zelligine de sahiptir (2,7,14,25).

C. albicans ve C. dubliniensis gibi tiirler Tween 80 ilaveli misir unlu jeloz
(MUJ) besiyerinde, CO, varliginda, 25 ° C, 48 saatte gergek hif ve klamidospor
olustururlar. Klamidosporlar 8-12 pm boyutlarinda, yuvarlak, dis tabakasi B 1,3 glukan,
i¢ tabakas1 protein ve ¢ok miktarda lipid tasiyan kalin duvarl yapilardir (2,7,14,25).

C. albicans ve C. dubliniensis insan plazma veya serumu igerisinde 35-37 °C’ de
2 saat inkiibe edildiginde germ tiipii (¢imlenme borusu) adi verilen yapilar olustururlar.
Germ tiipii maya hiicresinden uzayan, ana hiicrenin 3-4 kati uzunlugunda filament6z

yapidir (2,7,14,25).

Direkt olarak klinik drnekten mantar hiicrelerini veya elemanlarini saptamak ve
Ozelliklerini ortaya koymak amaciyla c¢esitli boyalar ve mikroskobik teknikler
kullanilabilir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik kullamilan boyama yontemleri;
kalkoflor beyazi ile floresans boyama, Gram boyama ve Giemsa ile boyamadir. Gram
yontemi ile tiim Candida tiirleri Gram pozitif olarak boyanir. Ancak son yillarda klinik
orneklerin direkt incelenmesinde  duyarli bir yontem olan kalkoflor beyazi
kullanilmaktadir. Kalkoflor beyazi maya hiicre duvarinda bulunan seliiloza ve kitine

baglanarak ultraviyole 1sik altinda yesil renkte floresans vermektedir (1,2,7,14,25).

2.5. Ureme ve Biyokimyasal ozellikleri

Candida tiirleri Sabouraud dekstroz agar ( SDA ), beyin kalp inflizyon agar
(BHIA), Chromagar Candida gibi mikolojik besiyerlerinde ve koyun kanli agar gibi
yaygin olarak kullanilan bakteriyolojik besiyerlerinde genellikle 24-72 saatte 25-37 °C
iirerler (1,2,7,14,16).



Besiyerlerine bakterilerin iiremesini engellemek amaciyla kloramfenikol,
gentamisin, tetrasiklin gibi genis spektrumlu antibiyotikler eklenerek, bu besiyerleri
secici hale getirilebilir(1,7,14). Besiyerlerine ayn1 zamanda saprofit kiiflerin tiremesini
engellemek amaciyla siklohekzimit ilave edilmesi de onerilmektedir ancak C. krusei, C.
parapsilosis ve C. tropicallis gibi bazi tiirler siklohekzimide duyarli olduklar1 icin bu
tiirlerin izolasyonunda dikkatli olmak gereklidir. C. albicans ve C. dubliniensis gibi bazi

tiirler ise siklohekzimide direnglidir (18).

Candida cinsi mayalar SDA’ da 24-72 saat igerisinde iireyerek kirli beyaz veya
krem renginde, S ya da R seklinde koloniler olustururlar. S seklindeki koloniler
kendiliginden R sekline doniisebilirler. R seklindeki kolonilerde blastospor olusumu
daha az iken, migel olusumu fazladir. C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C.

kefyr, C. glabrata S tipi koloni olustururken; C. krusei R seklinde koloni olusturur (18).

Kromojenik besiyerleri klinik 6rneklerdeki farkli Candida tiirlerinin varligmi
ayni besiyerinde gosterebilmekte ve oOzellikle basta C. albicans olmak iizere erken
donemde tiir diizeyinde hizli tanmimlama yapilmasma olanak saglamaktadir. Bu
besiyerlerinde tiire ©zgli enzimlerle reaksiyona giren kromojenik substratlarin
varliginda, kolonilerin tiire 6zgii farkli renkler olusturmalar1 prensibi ile genellikle 37
°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda tiir ayriminin yapilabilmesi olanakli hale gelmektedir

(1,14).

2.6. Tiir tamisi

Giiniimiizde Candida tiirlerinin tanimlanmasinda morfolojik ve biyokimyasal
testlerin yani sira serolojik ve molekiiler testler de kullanilmaktadir. Candida tiirlerinin,
morfolojik olarak tanimlanmasmda besiyerinde olusturdugu koloni morfolojisi, germ
tiipli ve klamidospor olusturma yetenegi, hif ve psoudohif olusumu; biyokimyasal
olarak tamimlanmasinda asimilasyon ve fermentasyon Ozellikleri g6z Oniinde
bulundurulur. Serolojik testlerde antijen-antikor saptanirken, molekiiler yontemlerde
PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ve hibridizasyon temelli deneyler kullanilir

(1,2,7,14,25).



2.6.1. Koloni morfolojisi

Candida cinsi mayalar mikolojik besiyeri olan SDA iiremelerinin yani sira kanlh
agar, beyin kalp infiizyon agar ve triptoz agar gibi genel kullanim amach besiyerlerinde
de iirerler. Candida cinsi mayalar SDA’da krem renginde S tipi koloni olusturlarsalar da

C. krusei’de oldu gibi R tipi koloni de olusturabilirler (1,7).

Son giinlerde Candidalarin izolasyonunda ve tanimlanmasinda selektif
besiyerleri olan kromojenik besiyerleri siklikla kullanilmaktadir. Kromojenik substratin
varhigida tiire 6zgii enzimlerin reaksiyona girmesi ile tiire 0zgii farkli renklerde
koloniler olugmaktadir. Kromojenik besiyerleri CHROMagar Candida, CandidalD,
BIGGY agar ve Hi Chrom Candida agardir (1,14,25,26).

2.6.2. Germ tiipii olusumunun incelenmesi

Saf kiiltiirden alinan maya kolonileri 1ml insan serumu icinde siispanse edilerek
37°C’de 2 saat inkiibe edilir. Siire sonunda siispansiyon icindeki maya hiicreleri
mikroskobik olarak incelenerek hiicrelerde germ tiipii olusumlar1 aranir (1,2,14,25) C

albicans izolatlarinin %90’ 1ndan fazlasi germ tiipii olusturur (7).

2.6.3. Klamidospor olusumunun incelenmesi

Izole edilen maya kolonisinden %1 Tween 80 ilaveli MUJ’a igne 6ze ile paralel
3 ¢izgi olacak sekilde ekim yapilarak iizerine lamel kapatilir. Besiyeri oda sicakliginda
48 saat inkiibasyona brrakilir (1). Lamelin varliginda CO, bakimindan zengin bir ortam
olusur. Bu ortamda bulunan C. albicans ve C. dubliniensis hiicreleri kalin ¢ift ¢eperli

klamidospor olustururlar.

C. albicans’m C. dubliniensis’ten ayriminda 42-45°C’de iireme, ksilozu

metabolize etme ve metil-D-glukozidaz varlig1 gibi deneyler kullanilir (Tablo1).



Tablo 1: C. albicans- C. dubliniensis ayiriminda kullamilan parametreler

C. albicans C.dubliniensis
42-45 °C’de iireme A =
Ksiloz kullanim + -
Metil-D-glukozidaz + -

aktivitesi

2.6.4. Asimilasyon ve Fermentasyon testleri

Candida tirlerinin  tanisinda  karbonhidrat  asimilasyonu, karbonhidrat
fermentasyonu ve iireaz testleri gibi testler de bulunmaktadir. Bu testler mayalarin
karbonhidratlar1 okside etmesi (asimilasyon) veya anaerobik (fermentasyon) olarak

kullanmasi prensibine dayanarak tiir diizeyinde tamimlama yapmaktadir (2,14,26).

Giiniimiize kadar gelistirilen bircok asimilasyon yontemlerinden en giivenilir
olani klasik Wickerham-Burton yontemi olsa da bu yontem rutin kullamima uygun
degildir. Bu amacla API 20C, API ID32C, Vitek, Minitek ve Uni-Yeast Tek gibi bir¢cok
ticari kit bulunmaktadir (14).

Fermentasyon testleri farkli karbonhidratlar varliginda asit iiretimininin ve gaz
cikisminin izlenmesi temeline bagli oldugundan rutin kullanima uygun degildir (14).
Tablo 2'de klinik ac¢idan ©nemli Candida tiirlerinin asimilasyon ve fermentasyon

ozellikleri 6zetlenmistir.



Tablo 2: Klinik acidan 6nemli Candida tiirlerinin iireme, fermentasyon ve asimilasyon o6zellikleri (18).
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Ureme Fermentasyon Asimilasyon
c -
) = 1)
=) (=5 =3 N
o k=] 2 o N N N o N
H =] p N =] N
s | s8] B = N 3 N N 3 S g N N N g z EY “ S < 3
@) 5§73 g g S 3 g ] E F Z ] g g 3 = = S £ s =
s = o S = = = 2 = = 5 < = 2 = = = = = =) 5 z
~ < 5 = 5} = < = < o [} = = < > 7} < L =
n > 50 2 O &} O 7} p= ~ = A p= 17} — &} = 1%} 7 [ = A
C.albicans + + + + + v - + - v + + v - + - - + + - +
C.dubliniensis + + + + + v - + - v + + v + + - - - + - +
C.glabrata + - ; ; + ; ; ; - v + - - - - - - - - + -
C.kefyr + + - - + - + - + - + - + + + - + - + - -
C.krusei + + - - + - - ; ; ; + - - - - - - - - - -
C.parapsilosis + + - - + v - - - - + + + - + - - - + - +

+, olumlu; -, olumsuz; v, degisken
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2.6.5. Serolojik testler

Candida infeksiyonlarmin tanimlanmast amaciyla Candida spp’ye 0Ozgi
antijenler, antikorlar ve metabolitler saptanir (2). Bu testlerde, hiicre duvari bileseni
olan mannan, 1,3-B glukan ve Kkitin, sitoplazmik antijen olan enolaz veya enolaz

antikoru ve hiicresel bir metabolit olan d-arabinitol saptanir (1).

Candida tiirtine 0zgii antikor saptama testleri standardize edilmemistir ve
ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda duyarlihii ¢ok diisiiktiir. Ornegin
Candidalarin hiicre duvar: antjeni olan mannan proteinini saptayan testin sensitivitesi

%31-90 arasinda tespit edilmistir (2,27,28).

Bu testler arasinda yaygin olarak kullanilan hiicre duvar bilesenlerinden (2) 1,3-f
glukani saptayan testin duyarliigr %75-%95, ozgiilligi %88-%100 arasindadir. Fakat
bu testin dezavantaji Aspergillus, Cyrptococcus, Fusarium, Acremonium ve

Saccharomyces ile ¢capraz reaksiyon vermesidir (2,29).

2.6.6. Molekiiler yontemler

Identifikasyonda kullanilan molekiiler yontemler kiiltiir yontemleri ile
karsilastirildiginda hizli sonug verirler ve izole edilen susun epidemiyolojik kokeni,
antifungal diren¢ genleri, mutasyonlar1 ve virulans faktorlerini de analiz edebilme

ozelligi tasirlar (30,31).

Yontemler i¢inde en sik kullanilanlar PCR temelli olanlar, gen amplifikasyonu

ve hibridizasyon yontemleridir (30,31).

2.7. Tibbi onemi olan Candida tiirleri

2.7.1. Candida albicans

Kandidiyaz etkenleri arasinda ilk swrada yer alan Candida albicans’in serotip A
ve serotip B olmak iizere iki alt serotipi vardir. SDA’da beyaz-opak koloniler olusturan
C. albicans; psodohif, bazen de gercek hif; Tween 80 ilaveli MUJ’da 25 °C’de 48-72
saat inkiibasyon sonucunda klamidospor; serumda 37°C’de iki saat inkiibasyon

sonucunda germ tiip olusturur. Ayrica 42-45 °C’de iiremesi, ksilozu metabolize etmesi
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ve metil-D-glukozidaz aktivitesi ile C. dubliniensis’ten ayrilir. Siklohekzimite

direnclidir (1,2,14).

2.7.2. Candida glabrata

Siklikla oral kaviteden ve vajinadan izole edilen C. glabrata infeksiyonlarinin
insidansinda son yillarda artis gozlenmektedir. Bu artis, tiiriin flukonazole doza bagli
duyarli veya diren¢li olmasiyla iligkilendirilmektedir. SDA’da krem renginde S tipi
koloniler olusturur. Tek tomurcuklu olup gercek hif veya psddohif olusturmaz.

Siklohekzimite duyarlidir (1,2,14).

2.7.3. Candida kefyr
Insanda sik rastlanmayan C. kefyr; vajina, kulak ve gastrointestinal sistemden
izole edilmektedir. SDA’da krem renginde S koloni yaparlar. Yalanci hif ve hiflerin

etrafinda olusturduklar1 blastosporlar C. kefyr’e 0zgiidiir (1,2,14).

2.7.4. Candida krusei

C. krusei’nin flukonazole dogal direngli olmasi profilaktik tedavi acismndan
onemlidir. SDA’da yassi, mat R tipi koloni yapar. Yalanci hif ve etrafinda cok miktarda
blastospor bulundurur. Siklohekzimite duyarhdir (1,2,14).

2.7.5. Candida parapsilosis

Ozellikle kateter ile iliskili infeksiyonlarda siklikla rastlanan etkendir. Ayrica C.
parapsilosis’in normal deri florasinda bulunmasi bu mikroorganizmay: nozokomiyal
infeksiyonlarda siklikla karsilasilan bir etken haline getirmistir. SDA’da krem renginde
cevresine dantel gibi yayilan diiz koloniler seklinde iirer. En Onemli Ozelligi iri

hiflerinin (gigant) bulunmasidir. Siklohekzimite duyarhdir (1,2,14).
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2.7.6. Candida tropicalis

Oral kavitede asemptomatik olarak C. tropicallis tastyan kisilerde fungemi,
osteomiyelit ve endokardite sebep oldugu bildirilmistir. Yalanci hif ve bunun etrafinda
cicek gibi kiimelenmis blastosporlar bulunur. Siklohekzimite duyarliligi degiskendir
(1,2,14).

2.7.7. Candida dubliniensis

Immun sistemi baskilanmis HIV pozitif hastalarla yapilan epidemiyolojik bir
arastirma sonucunda germ tiipii pozitif olan baz1 C. albicans suslariin dizi analizinde
farklilik bulunmasi ile ortaya c¢ikan yeni bir tiirdiir. Ik baslarda ‘albicans dis1 Candida'
olarak adlandirilsada 1995 yilinda farkli bir taksonda konumlandirilmistir (2,14)

Morfolojik olarak C. albicans ile benzer Ozellik gosterirler; germ tiipii ve
klamidospor olustururlar. 42-45°C’de iirememesi, ksilozu kullanmamasi, Metil-D-
glukozidaz aktivitesinin olmamasi; Hi chrom Candida agar, Candida 1D agarda ve
Chromagar Candida’da farkh renkte koloni olusturmalari, Pal’s agarda olusturduklari

sacakli hif yapisi ile C. albicans’dan ayrilirlar (2,14,26,32,33)

C. dubliniensis %19- %32 (34) oraninda HIV pozitif hastalardan ve %3-%14

(35) oraninda HIV negatif hastalarin oral kavitesinden izole edilmistir (2)

2.7.8. Candida guilliermondii
C. guilliermondii’ye bagl infeksiyonlara nadir rastlanmaktadir. Notropenik
hastalarda kandidiyaz ve damar ici ila¢ kullananlarda endokardit etkeni olarak

bildirilmistir (2).

2.8. Epidemiyoloji

Dogada genis yayilim gosteren Candida cinsi mayalarin insanlarda baslica
kolonizasyon bdlgesi agizdan rektuma kadar olan gastrointestinal sistemdir. Ayrica
vajina, iiretra, deri, el ve ayak parmaklar1 arasinda da kommensal olarak bulunabilirler
(Tablo 3) Insanlarm yanisira hayvanlarin sindirim sistminde, hava, su, toprakta da

canliliklarma siirdiirebilmektedirler ( 1,7).
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Tablo 3: Candida tiirlerinin insan florasindaki dagilinm

Deri C. albicans ,C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr ve C.tropicalis

Ag1z ici C. albicans, C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata

Dis kulak C. albicans ,C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. glabrata

Bagirsak C. albicans ,C. glabrata ve C. tropicalis

Anogenital
C. albicans , C. tropicalis
bolge

Agiz cevresi | C. albicans, C. tropicalis

Tirnak C. albicans ,C. tropicalis

Genital bolge | C. albicans, C. parapsilosis

Kandidiyaz tiplerinin ¢ogu, konagin normal florasinin infeksiyon olusturmak
icin uygun kosullar yakalamasi durumunda meydana gelen endojen infeksiyonlardir.
Etken nadir de olsa ekzojen kaynakli olabilir. Kontamine olmus yikama soliisyonlari,
kalp kapaklar1 ve kornealarin kullanimi ekzojen infeksiyonlara zemin hazirlar. Ayrica
mayalarin vajinal kandidozlu anneden dogum sirasinda bebege gecebilmesi de ekzojen

infeksiyona ornektir (1,16).

Insanlarin normal floralarinda kommensal olarak yasayan Candida cinsi
mayalarin son yillarda invazif infeksiyon olusturma insidans1 gozle goriiliir bir sekilde
arttimistir  (1,7,16). Candidalar, kan kiiltiiriinden izole edilen mikroorganizmalar
arasinda dordiincii swrada, mayalar arasinda birinci swradadir (36,37). Candida
infeksiyonlarmin insidansinin artmasina zemin hazirlayan bir kisim faktorler; yas,
immunsupresyon, vendz kateter kullanimi, kemoterapi, kolonizasyon, mukozal bariyer
hasari, hiperglisemi, uzun siireli genis spektrumlu antibiyotik tedavisi, nétropeni,

parenteral niitrisyon ve steroid kullanimidir (1-7,38,39).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 24.179 hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen

mikroorganizmalar ile bir siirveyans ¢alismas1 yapilmistir. Yapilan 7 senelik ¢alismanin
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sonunda mantar infeksiyonlarmin goriilme siklig1 %9,5 ile Gram pozitif bakteri (%65)
infeksiyonlar1 ve Gram negatif bakteri (%25) infeksiyonlarmndan sonra iigiincii sirada
yer almistir. Ayrica izole edilen mikroorganizmalar icinde Candida spp’nin oram1 %9
olarak tespit edilmistir. Bu durum Candida spp’nin izole edilme oraninm diger

mantarlardan daha yiiksek oldugunu gostermektedir (40).

Ikiyiizden fazla Candida tiiri olmasma ragmen invazif mantar
infeksiyonlarindan en sik izole edilen etkenler C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,

C. tropicallis ve C. krusei olarak bildirilmektedir (16,38,39).

Son yillarda albicans dis1 Candida tiirlerinin prevalansindaki artisa ragmen C.
albicans hala Candida tiirleri i¢inde major patojendir. Bu durum C. albicans’in yiiksek

adaptasyon yetenegi oldugunu diistiniilmektedir (1).

Kao ve ark. yaptiklar1 bir siirveyans ¢alismasinda, kandan izole edilen Candida
tiirlerini C. albicans (%52), C. parapsilosis (%21), C. tropicallis (%10), C. krusei (%4)
olarak bildirmislerdir. Ayni c¢alismada Atlanta ve San Francisco’da kandidemi

insidansinin 8/100.000 oldugu da belirtilmistir (36).

Horn ve ark. 2019 kandidemili hasta ile yaptiklar1 bir caliymada hastalarin
%45,6’sinda etken olarak C. albicans saptarken, %54,4’iinde etken olarak albicans dis1
Candida tiirleri bildirmislerdir(41).

Kandidiyazlar icinde vulvovajinal kandidiyaza (VVK) siklikla rastlanmaktadir.
Ozellikle gebe veya HIV pozitif hastalarda VVK’ye rastlanma sikhg1 diger hastalara
gore daha yiiksektir (1). Buna ek olarak kadinlarin%75’inin hayatinin bir ddneminde
VVK gecirdigi tahmin edilmektedir (42).

Brezilya’da yapilan bir caligmada HIV pozitif hastalarin %29,7’sinin VVK
olduklar1 ve bu hastalarin %85’inin C. albicans ile infekte olduklar1 tespit edilmistir.
Ayni caligmada HIV negatif hastalarin %14,5’inde VVK tespit edilmis ve bu hastalarin
%352,3’tintin C. albicans ile infekte oldugu belirlenmistir (42).

Candida tirleri hastane infeksiyonlarinda Oncelikli swradadir. Saglk
calisanlarindan hastalara ve hastalardan hastalara bulas c¢esitli c¢alismalarla

belgelenmistir.

Ulkemizde Dizbay ve ark. yaptig1 bir calismada norolojik yogun bakim

initesinde yatan ve katetere baglh kandidemi gelisen dort hastadan izole edilen C.
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parapsilosis susunun DNA sekans analizini yapmislar ve bu tiirlerin identik oldugunu

belirlemislerdir (43).
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3. ANTIFUNGAL MADDELER

[k olarak 1940’11 yillarmn baslarinda bildirilen antifungal maddelerin giiniimiize
kadar yavas gelisme gostermesinin baslica nedenleri, yiiksek toksik 6zellik tagimalari,
faz caligmalarinin uzun siirmesi ve yiiksek maliyetleridir. Ancak son donemlerde
hazirlayic1 faktorlerin varliginda artan mantar infeksiyonlar: i¢in duyulan antifungal
tedavi ihtiyact ve direngli suslarin ortaya c¢ikmasi yeni antifungal ilaglarin

gelistirilmesini hizlandirmigtir.

Giiniimiizde kullanilan antifungal maddeleri bes ana grup altinda toplamak

mimkiindiir.

3.1. Polyenler
Polyen grubu antifungallerde yasami tehtit eden ve sistemik mikozlarin
tedavisinde kullanilan amfoterisin B (ve lipid formlar1 ) ile topikal olarak kullanilan

nistatin ve natamisin (pimarisin) bulunmaktadir (44,45).

Polyen grubu antifungaller en 6nemli hiicre membran strerolii olan ergosterole
baglanarak hiicre membran yapisini, dolayisiyla hiicrenin ozmotik biitiinliigiinii bozarlar

(1,44).

Sistemik mikozlarin tedavisinde altin standart olarak kabul edilen amfoterisin B
nefrotoksik etkilidir. Bu sebeple nefrotoksik etkisi az ve bobreklerden atilim hizi yavas
olan lipit formlar1 (amfoterisin B lipit kompleksi, kolloidal dispersiyon ve lipozomal
amfoterisin B) gelistirilmistir (1,24). Amfoterisin B’nin etki spektrumu genistir (Tablo
4). Bircok Candida tirli, C. neoformans, Aspergillus spp., Mucor spp., Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis gibi bir¢cok patojen mantara etkilidir. Ancak Candida
guilliermondii, Aspergillus terreus,Scedosporium apiospermum, S.prolificans ve C.

lusitaniae'nin amfoterisin B’ye diren¢ gelistirdigi belirtilmistir (44,46,47).

Etki mekanizmasi ve etki spektrumu amfoterisin B’ye benzeyen nistatin topical
kullanilan bir antifungal maddedir. Sistemik kullanim amach olarak lipozomal formu

gelistirilmistir (1).

Streptomyces natalensis’ten elde edilen natamisin (pimaricin) yiizeyel fungal
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan topikal bir antifungal maddedir ve yemek

endiistrisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (45,48).
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3.2. Antimetabolitler
Mantar hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezine etki ederler. Antimetabolit

olarak islev goren tek antifungal flusitozindir (5-fluorositozin, 5-FC).

Flusitozinin antifungal etki spektrumu Candida spp, C. neoformans,
Saccharromyces cerevisiae ve bazi esmer kiifler ile smnirlidir (Tablo 4). Ayrica in vitro
ortamda Rhodotorula spp’ye karsi anlamli antifungal etki gostermektedir.Direng
gelistirmesine karsi tek basina kullanimi Onerilmez; amfoterisin B ile kombine olarak

kriptokokal menenjit tedavisinde kullanimi tavsiye edilir (44,49).

3.3. Alilaminler

Alilaminler, sistemik etkili terbinafin ve topikal etkili niftifini iceren gruptur.
Skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol biyosentezinin azalmasma neden
olurlar. Skualen konsantrasyonu artan hiicrede ergosteroliin azalmasma bagli olarak

hiicreyi 6liime gotiiren membran gegirgenliginde azalma meydana gelir (44).

Terbinafin genis etki spektrumuna sahip lipofilik bir antifungal maddedir.
Dermatofitler basta olmak lizere, Malassezia furfur, Candida spp, Aspergillus spp ve
Sporothrix schenckii’ ye etkilidir (44).

Topikal bir alilamin olan naftifin yiizeyel mikozlarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Fungisidal etkili, genis spektrumlu bir antifungaldir. Dermatofitlerin
yam sira Candida spp’ye ve Aspergillus spp’ye etkilidir (50).

3.4. Ekinokandinler
[Ik ekinokandin olan silofunginin gelistirilmesinin iizerinden uzun zaman
gecmesine ragmen, klinik kullanimda olan anidulafungin, kaspofungin, mikafunginin

gelistirilmesi son donemlere rastgelmektedir (44).

Ekinokandinler secicilik gosteren antifungal maddelerdir. Memeli hiicrelerinde
bulunmayan fakat mantar hiicre duvarmmin onemli bir bileseni olan 1,3-B-glukan
sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Bu baglamda ekinokandinlerin etki spektrumu
hiicre duvar bilesiminde 1,3-p-glukanin baskin oldugu Candida ve Aspergillus tiirleri ile
smirhdir.Ekinokandinler Candida tiirleri {iizerinde fungisidal, Aspergillus tiirleri

tizerinde fungisitik etki gosterirler (Tablo 4) (44,46,49,51).
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Ekinokandinlerin kullanimda tercih edilmesinin diger bir sebebi ise azol ve
polyenlere direncli tiirlere (6zellikle Candida spp’ye) karsi etkinliginin miikemmel

olmasindandir (44,51).

3.5. Azoller

Azol grubu antifungal maddeler kimyasal yapilarindaki farkliliklara gore
imidazoller ve triazoller olarak ikiye ayrilirlar. Biitiin azol grubu bilesikler lanosterolii
ergosterole ceviren sitokrom P-450’ye bagimli 14-a- demetilaz enzimini inhibe ederek
etki gosterirler. Bu etki kullanilan azole veya etken organizmaya gore fungistatik ya da

fungisidal sekilde olabilir (44,46,47,51).

3.5.1. imidazoller

Azol halkasinda iki adet nitrojen igeren antifungaller imidazol olarak
adlandirilir. Imidazoller icinde yalnizca ketokonazol sistemik etkinlige sahiptir. Etki
spektrumu triazol grubu ilaclara gére daha az olsa da Candida spp, C. neoformans,
Malassesia tiirlerine etkilidir. Bifonazol, klotrimazol, oksikonazol, sulkonazol,

terkonazol ve tiokonazol topikal kullanimda olan imidazollerdir (Tablo 4) (44,51,49).

3.5.2. Triazoller
Azol halkasinda {i¢ adet nitrojen igeren antifungaller triazol olarak
adlandirilirlar.  Flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, ravukonazol ve posakonazol

triazol grubuna dahil sistemik antifungallerdir (44).

3.5.2.1. Flukonazol

Toksisistesinin diisiik olmasi, etki spektrumunun genis ve uygulanabilirliginin
kolay olmas1 sebebiyle yaygin bir kullanim alanina sahip olan flukonazol, 6zellikle
kandidiyaz tedavisinde kullanilir. Suda c¢oziinen bir bilesik olmasi, midedeki gastrik
asit seviyesinden etkilenmemesi ve sinir sistemi dahil tiim organ ve dokulara

yayilabilmesi kullanimi ag¢isindan avantaj saglamaktadir (44,51).

Flukonazoliin Candida spp’ye karsi kullanimi1 yaygi ve etki seviyesi yiiksek
olsa da, C. krusei’nin flukonazole intrensek direnc¢li oldugu bilinmektedir (52). Ayrica

Candida cinsi mayalar arasinda en sik izole edilen bes etkenden ikincisi olan C.
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glabrata’nin doza baglh duyarli oldugu ¢esitli yayinlarda bildirilmektedir (47,51,53,54).
Bunlara ek olarak bazi C. albicans suslarinda uzun siire kullanima bagli olarak
kazanilmis direng tespit edilmistir (44). Candida cinsi mayalar disinda Cryptococcus
neoformans, dermatofitler, Trichosporon tiirleri, Histoplasma capsulatum ve Coccioides

immitis’e etkilidir (Tablo4) (44).

3.5.2.2. Itrakonazol

Itrakonazol, Candida spp (flukonazole direncgli Candida krusei ve C. glabrata
suslarmin bir kismina da dahil), C. neoformans, Aspergillus spp., dermatofitler gibi
yaygin etkenlere, ayrica C. immitis, H. capsulatum, B. dermatitidis , P. brasiliensis, P.
marneffei, S. schenckii gibi ender rastlanan difazik mantarlara etkilidir (Tablo 4).
Flukonazole direngli Aspergillus spp tzerine etkisi onemli bir avantajidir. Fakat
Aspergillus fumigatus ve A. nidulans’in itrakonazole direngli oldugu rapor edilmistir

(44).

3.5.2.3. Vorikonazol

Genis spektrumu olan ikinci kusak triazoldiir. Flukonazole direngli Candida
izolatlarina, itrakonazole direncli A. fumigatus, amfoterisin B’ye direncli A. terreus’a
etki etmesi vorikonazoliin klinik a¢idan onemini arttirmaktadir (44,46,47,51).
Vorikonazoliin antifungal aktivitesi Aspergillus, Fusarium ve Scedosporium gibi
filament6z mantarlar icin fungisidaldir. Ayrica, C. albicans ve C. tropicallis’e karsi

fungisidal etki gostermezken; C. krusei’ye kars1 fungisidal etkilidir (44,51).

3.5.2.4. Posakonazol

Itrakonazoliin analogu olan ikinci kusak triazol posakonazoliin etki spektrumu genistir.
Lipofilik bir antifungal madde olan posakonazol Zygomycetes, Aspergilliis tiirleri ve P.
boydii i¢in fungisidaldir (44,47,51).

3.5.2.5. Ravukonazol
Etki spektrumu genis olan 2. kusak triazoldiir. Zygomycetes hari¢ bircok maya ve kiife
etkilidir. Toksik 0zelligi flukonazole benzer sekildedir ve tedavide flukonazolden daha

etkindir (44,51).
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3.5.2.6. Albakonazol
Genis spektrumlu ikinci kusak triazoldiir. Candida spp, Cryptococcus spp ve
Aspergillus spp’ye etkilidir. Diger azollerle capraz diren¢ olusturma potansiyeli en

onemli dezavantajidir (44).

Tablo 4: Sistemik etkili antifungal ilaclarin spektrumu ve etki dereceleri

AMB | FC KTZ ITZ FCZ VCZ ECH
C. albicans e e ) FH++ | | | A
C.glabrata | A |+ ++ ++ - Fa—
C.parapsilosis ot | A | bt | A | A | A
C.tropicalis +H+ | +++ +++ ++++ +H++ |
C. krusei ++ + + ++ 0 |
Cryptococcus neoformans | ++++ | +++ + ++ 4+ ++++ |0
Aspergillus spp ++++ | 0 + ++++ |0 T ==
Fusarium spp +++ |0 0 + 0 +++ 0
Zygomcetes ++++ | 0 0 0 0 0 +
Blastomyces dermatitidis ++++ | 0 ++ |+ |+
Coccidioides immitis ++++ | 0 ++ FIFIFIFEES [FIVIFIFES FIFIFIFEE
Histoplasma capsulatum ++++ | 0 ++ T I e
Penicillium marneffi ++++ | 0 ++ FIFIIFEE I
Sporothrix schenckii ++++ | 0 ++ FIFIIFEE
Esmer kiifler +HH+ |+ ++ -+ |+ ++++ |0

AMB, amfoterisin B; FC, flusitozin; KTZ, ketokoazol; ITZ, itrakonazol; FCZ, flukonazol; VCZ,vorikonazol;
ECH, ekinokandinler(anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin)

0, etkili degil veya Onerilmez; +, nadiren etkili; ++,orta diizeyde etkili; +++,giivenli diizeyde etkili bazen
direncli; ++++, cok etkili diren¢ nadir ya da tammlanmamus.
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4. ANTIFUNGAL DIRENC MEKANIZMALARI

1990’lardan itibaren mantar infeksiyonlarinda artiy gézlemlenmistir. Bu artig
yeni antifungal maddelerin arastirilmasini ve iiretimini hizlandirnustir. infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan antifungal maddelerin sinirli sayida olmasi, diren¢ problemini de

beraberinde getirmistir (55,56,57).

Iki tip direncten biri olan intrensek diren¢ (primer direng), susun veya tiiriin
karakteristik miras1 olarak tanimlanirken; uzun siireli antifungal tedavi sonucunda
gelismesi  kazanilmis diren¢ (sekonder direng) olarak tanmlanmaktadir (55,56).
Antifungal direng, antibakteriyel direncin tersine ilacin yapisinda degisiklik olusturma
prensibine dayanmaz. Antifungal diren¢ olusturma mekanizmalari, disar1 atim
pompalari, hedef degisiklikleri ve antifungal maddenin hedef bdolgeye giriginin
azaltilmasi seklinde tamimlanir. Antifungal diren¢ genleri, antibiyotik direng genleri gibi

hiicreler arasinda aktarilmaz (1,55-57).

C. krusei baz1 azollere kars1 primer direnglidir. Buna ek olarak C. glabrata’nin

bircok susu da bazi azollere kars1 primer direncgli veya doza bagl duyarhdir (59).

1980’ lerden itibaren azollerin kandidiyaz tedavisinde diisiik dozlarda uzun siireli
kullanilmas1 sekonder direncin gelismesini beraberinde getirmistir. Sekonder direng
gelisimine Ozellikle AIDS’1i hastalarin oral kandidiyaz tedavilerinde rastlanmaktadir

(1,55).

4.1. AZOLLERE KARSI GELISTIiRILEN DIRENC MEKANIZMALARI

4.1.1. Ergosterol biyosentezindeki degisiklikler

Azol tiirevi antifungaller ERG11 geninin (Ergllp) iiriinii olan 14-a-demetilaz
enzimine etki ederler ederler. Ergllp’deki bir bozulma metil grubunun enzimden
ayrilmamasina sebep olmaktadir. Bu durumda hiicre membraninda ergosterol yerine

lanosterol birikir ve mantar hiicrelerinde mambran biitiinliigii bozulur (56,57,58).

4.1.2. ERG11’°de degisiklikler
ERGI11 genindeki nokta mutasyonu, genin fazla salinimi, gen amplifikasyonu ve

gen degisimi C. albicans’1n direngli hale gecmesini saglayabilir (59).
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ERGI11 genindeki nokta mutasyonu sonucunda duyarli bir susun direncli hale
gecmesi ile ilgili ¢calismalar vardir (60,61). Bu calismalar mutasyonlarin aktif kisimda,
aktif yan yol kanallarinda ve degisken kisimda oldugunu bildirmektedir. Ayrica ERG11

geni iizerinde sessiz mutasyonlar da bildirilmistir.

ERGI11 geni C. krusei’nin flukonazole primer diren¢li olmasinin sebeplerinden
biridir. Ergl1p2nin aktif oldugu C. krusei’de flukonazole direng, C. albicans’a oranla
24-46 kat daha fazladir (55).

4.1.3. Antifungal girisi ve metabolizmasi

Mantar hiicresindeki antifungal birikimi; antifungalin igeri alinmasi, disari
atilmas1 ve antifungalin metabolize edilmesi arasindaki denge ile ilgilidir. Hiicre icine
birikim hiicrenin enerjisine, canliligina ve ortamin pH ve sicaklifina baghdir. Ayrica
hiicre membraninin permeabilitesi ve hiicre duvarindaki ergosterol miktari ile iliskilidir

(55-57).

Mantar hiicrelerinde iki ayr1 efluks pompast vardir. Bu pompalar her iki yonde
molekiil transferi yapan ATP binding casette transporters (ABCT) ve Major Facilitators
(MF) olarak tanimlanirlar. Her iki pompa da hiicreye toksik olan molekiilleri disariya
atabilirken, ABCT hem hidrofobik hem lipofilik molekiilleri (azol gibi); MF ise
hidrofobik molekiiller ( tetrasiklin gibi) disar1 atabilmektedir (56,57).
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5. ANTIFUNGAL DUYARLILIK DENEYLERI

Flukonazolun 1990’larda piyasaya ¢ikmasina kadar amfoterisin B bir¢ok fungal
infeksiyonun tedavisinde tek antifungal olarak kullanmilmistir ve bu durumda rutin
duyarlilik deneylerine gereksinim olmamustir. Fakat son yillarda hazirlayict faktorler
varliginda artan fungal infeksiyonlar, bu infeksiyonlara karsi modern teknoloji ile
gelistirilen kimyasallar ve bu kimyasallara karst mantarlarin olusturdugu direng,
antifungal duyarlilik deneylerine gereksinimi arttirmustir (3,14). Bu baglamda National
Committe of Clinical Laboratory Standarts (NCCLS)/Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) Antifungal Duyarlilik Deneyleri Altkomitesi, mayalar ve
kiifler (3) i¢in agar bazli ve siv1 bazh duyarlilik deneyleri standartlar1 gelistirmistir ve
bu standartlar1 rehberler halinde yaymlamigdir (2,3,14). Bugiin mayalar i¢in ‘Method
for antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Guideline
(M44-A)’ ve ‘Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Yeasts; Approves Standart- Third Edition (M27-A3)’; kiifler i¢in ‘Reference Method
for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approves Standart
(M38A)’ rehberleri standart olarak kullanilmaktadir (11,12).

5.1. Mayalar icin kullamilan standart siv1 diliisyon yontemleri

Uzun siiren calismalar sonucunda CLSI, Candida spp ve C. neoformans
tiirlerinin antifungal duyarlilik deneyleri i¢in Reference Method for Broth Diluation
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approves Standart- Third Edition M27-A3
rehberini yayimlanigtir. Bu rehber sivi besiyerinde mikrodiliisyon ve makrodiliisyon
olmak iizere iki yontemi icerir. Her iki yontem i¢in de amfoterisin B, flusitozin,

ketokonazol, itrakonazol, flukonazol ve vorikonazol i¢in sinir degerler belirlenmistir.

5.1.1. Makrodiliisyon yontemi

Antifungal duyarhilik deneylerinde altin standart olarak kabul edilse de
uygulanma zorlugu nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir.Bu nedenle daha ¢ok
mikrodiliisyon yontemi tercih edilmektedir. Besiyeri olarak MOPS (3-(N-morpholino)
propanesulfonik asit) ile tamponlanmig RPMI 1640 kullanilir. Deney 12-x 75- mmlik

steril plastik test tiiplerinde uygulanir.
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Standart rehber dogrultusunda hazirlanan besiyeri onbir steril plastik tiipe 1ml
olacak sekilde dagitilir. Stok soliisyondan alinan antifungal madde standart rehberde
belirtilen konsantrasyonda besiyerinin iizerine 0.1ml olacak sekilde ilave edilir ve diger

deney tiiplerine seri diliisyon yapilarak antifungal madde konsantrasyonu ayarlanir.

530nm dalga boyunda %75-77 transmittans bulanikliginda ayarlanan maya
sispansiyonu standart rehberde belirtilen diliisyonlar yapildiktan sonra steril deney

tiiplerine 1ml olacak sekilde esit miktarda dagitilir.

Deney tiipleri 35°C’de 48 saat (C. neoformans icin 35°C’de 72 saat) inkiibe
edilir ve inkubasyon sonunda degerlendirilir. Degerlendirme makroskobik olarak
kontrol tiipiiyle mukayese edilerek yapilir ve amfoterisin B i¢in minimal inhibitor
konsantrasyon (MiK) %100 inhibisyonun oldugu en diisiik konsantrasyon; flusitozin,
ekinokandinler ve azoller igin MIK, %50 inhibisyonun oldugu en diisiik

konsantrasyondur (11).

5.1.2. Mikrodiliisyon yontemi

Antifungal duyarlilik deneylerinde en yaygmn kullanilan yOontemdir. Besiyeri
olarak MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) ile tamponlanmig RPMI 1640
kullanilir. Deney 96 kuyucuklu U tabanl steril mikroplaklarda uygulanir.

Standart rehber dogrultusunda hazirlanan besiyeri plaklarin tiim kuyucuklarina
100ul olarak dagitilir. Stok soliisyondan alinan antifungal madde standart rehberin
belirledigi konsantrasyonda 1. siitundaki kuyucuklara 100ul olacak sekilde dagitilir ve

1.-10. kuyucuklar arasinda seri diliisyon yapilarak antifungal konsantrasyonu ayarlanir.

530nm dalga boyunda %75-77 transmittans bulanikliginda ayarlanan maya
sispansiyonu standart rehberde belirtilen diliisyonlar yapildiktan sonra 1.-11. siitundaki
kuyucuklara 100ul olarak dagitilir. Boylece 12. siitiindaki kuyucuklar hari¢ tiim
kuyucuklardaki son hacim 200 pl dir. Antifungal icermeyen 11. siitundaki kuyucuklar
pozitif kontrol, sadece besiyeri iceren 12. siitundaki kuyucuklar ise negatif kontrol

olarak degerlendirirlir.

Plaklar 35°C’de 48 saat (C. neoformans i¢in 35°C’de 72 saat) inkiibe edilir ve
inkiibasyon sonunda degerlendirilir. Degerlendirme 11. kuyucuktaki iireme (pozitif

kontrol) baz alinarak yapilir. Azol grubu antifungaller ve ekinokandinler icin pozitif
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kontrole gére %350 inhibisyonun oldugu en diisiik konsantrasyon MIK; amfoterisin B

icin %100 inhibisyonun oldugu en diisiik konsantrasyon MiK olarak belirlenir (11).

Deneyde C. parapsilosis 22019 ve C. krusei ATCC 6258 standart sus olarak

kullanilir.

M?27-A3’e gore flukonazol icin sinir degerler duyarl (S): <8ug/ml, doza bagl
duyarli (S-DD): 16-32 pg/ml ve direngli (R): >64 pg/ml; itrakonazol icin S: <
0.12pg/ml, S-DD: 0.25- 0.5 pg/ml ve R: >64 pg/ml; vorikonazol i¢in S: <Ipg/ml, S-
DD:1ug/ml, ve R: >32 pug/ml; flusitozin i¢in S: <4ug/ml, orta duyarli: 8-16 pg/ml ve R:
>32 pg/ml; ekinokandin i¢in S: <2ug/ml olarak belirtilmistir (Tablo 5) (11).

Tablo 5: M27-A3’e gore simir degerler

S S-DD R I
Flukonazol <8ug/ml 16-32 pg/ml >64 ng/ml -
Itrakonazol <0.12 pg/ml 0.25-0.5 pg/ml >1 ug/ml -
Vorikonazol <1 pg/ml 2 ug/ml >4 ug/ml -
Flusitozin <4 ng/ml - >32 pg/ml 8-16 ug/ml
Ekinokandin <2 ug/ml - - -

I: orta duyarl ; S: duyarli, S-DD: doza bagli duyarli, R: direncli

5.1.3. Kolorimetrik yontem
Mikrodiliisyon veya makrodiliisyon yontemlerine alternatif bir yontemdir. Bu
yontemde MIK’in belirlenmesi igin ticari olan veya olmayan kolorimetrik indikatorler

veya floresan boyalar kullanilir (62,63).

Kolorimetrik  yontemle, mikrodiliisyon ve makrodilisyon yontemleri

karsilastirildiginda %90’a yakimn uyum gozlenmektedir. Ancak, C. tropicallis ve C.
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glabrata suglarinin flukonazol i¢in yapilan duyarlilik deneylerinde bu uyumun diisiik

oldugu bilinmektedir (62).

5.1.4. Spektrofotometrik yontem

Spektrofotometrik yontem, MIiK degerlerinin otomatik plak okuma sistemi ile
degerlendirilmesini, dolayisiyla diger yontemlere gore objektif sonuglar elde edilmesini
saglar. Farkli tireme miktarlar1 sayisal degerler ile Olciilerek inhibisyon degerleri yiizde

olarak hesaplanir (62).

Mikroplaklar 50rpm’de en az 5 dakika calkalanarak icerik homojen hale getirilir
(64). Karisan hiicre siispansiyonu spektrofotometrik olarak okunarak MiK’ler tayin
edilir. Bazi durumlarda yetersiz karigan kuyucuklar mikropipet yardimi ile
karigtirilmahidir (62,65).

5.1.5. Flow sitometri yontemi
Flow sitometri antifungal duyarlilik deneyleri i¢in adapte edilmistir. Mantar
hiicreleri antifungal maddelere maruz kaldiktan sonra hiicrelerdeki hasar1 tespit etmek

icin kullanilir (62,66).

5.2. Agar bazh duyarhhk deneyleri

5.2.1. Disk difiizyon yontemi

Antibiyotik duyarlilik deneylerinde yaygm olarak kullanilan disk difiizyon
yontemi NCCLS tarafindan Candida cinsi mayalarin antifungal duyarlhiliklarini test
etmek i¢cin yeniden standardize edilmistir. Disk difiizyon yonteminin uygulanabilirligi
mikrodiliisyon yontemine gore daha kolaydir ve maliyeti azdir. Bu durum klinik

laboratuvarlar i¢in avantaj saglamaktadir.

NCCLS tarafindan 2004 yilinda yaymlanan ‘Method for Antifungal Disk
Diffusion Susceptibility Testing of Yeast: Approved Guideline’ (M44A) rehberi
standart olarak kabul edilmektedir. Bu rehber Candida cinsi mayalarin flukonazole

(25pg) ve vorikonazole (1pg) karsi olusturugu zon ¢aplarini icerir.

Deneyde %2 glukoz, 0.5ug/ml metilen mavisi ilaveli Mueller-Hinton agar
besiyeri olarak kullanilir. 530 nm’de  %?75-77 transminttansda hazirlanan maya

slispansiyonu steril ekiivyon yardimiyla besiyerine esit olarak yayilir, besiyeri yiizeyinin
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kurumasi beklenir ve antifungal diskler yerlestirilir. Petri kutusu 150mm capinda ise en
fazla dokuz; 100mm capimda ise en fazla dort disk yerlestirilebilir. 35°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda diskin etrafindaki tireme olmayan seffaf zon ¢aplar1 6l¢iiliir. Yirmi
dort saatin sonunda zonlarin olusmamas: halinde inkiibasyon siiresi 48 saate uzatilir.
Deneyde standart sus olarak C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019, C.
tropicallis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258 kullanilir. Standart suslar i¢in smir
degerler Tablo 6'da gosterilmistir. Standart rehber olan M44-A’ya gore flukonazol i¢in
smir degerler duyarhi (S): >19mm, doza bagh duyarli (S-DD): 15-18mm ve direncli
(R): <14mm olarak belirtilmistir (Tablo 7). Standart rehberin eki olan M44-S2’ye gore
vorikonazol i¢in sinir degerler duyarli (S): >17mm, doza bagh duyarh (S-DD): 14-
16mm ve direngli (R): <I3mm olarak belirtilmistir (Tablo 8) (12).

Tablo 6: M44-A’ya gore standart suslarin flukonazol i¢in simir degerleri.

C. albicans C. parapsilosis | C. tropicallis C. krusei
ATCC 90028 ATCC 22019 ATCC750 ATCC 6258
Flukonazol (25ug) |28-39mm 22-33mm 26-37mm -
Vorikonazol (1pg) | 31-42mm 28-37mm - 16-25
Tablo 7: M44-A’ya gore flukonazol icin sinir degerler.
R S-DD S
Flukonazol (25ug) |<14mm 15-18mm >19mm
R: direncli, S-DD: doza bagli duyarli, S:duyarl
Tablo 8: M44-S2’ye gore vorikonazol icin sinir degerler.
R S-DD S
Vorikonazol (1pg) |<13mm 14-16mm >17mm

R: direncli, S-DD: doza bagli duyarli, S:duyarl
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5.2.2. NeoSensitabs

Deney %2 glukoz, 0.5ug/ml metilen mavisi ilaveli Miieller Hinton agarda
uygulanir. Hazirlanan maya siispansiyonu (0.5 Mac Farland) steril ekiivyon yardimiyla
besiyerine esit olarak dagitilir ve antifungal diskler yerlestirilir. Petri kutusu 150mm
capinda ise en fazla dokuz; 100mm capinda ise en fazla dort disk yerlestirilebilir.

35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda iireme olmayan seffaf zon caplar: 6l¢iiliir.

Yontemde amfoterisin B (10ug), siklopiroks (50 pg), klotrimazol (10 pg),
ekonazol (10 pg), flukonazol (25 pg), flusitozin (10 pg), flusitozin (1 pg), isokonazol
(10 pg), itrakonazol (8 pg), ketokonazol (15 pg), mikonazol (10 pg), natamisin (50 pg),
nistatin (50 pg), terbinafin (10 pg) ve vorikonazol (1 pug) olmak iizere neosensitabslar
mevcuttur. Ayrica kaspofungin (5 pg) ve posakonazol (5 pg) deneysel amach
kullanilmaktadir (67).

5.2.3. E-test:

Uzerine farkli diliisyonlarda antifungal madde emdirilmis plastik bir stripin agar
yiizeyinde maya iiremesini baskilamasi sonucu bir zon olusturmasi ve bu zonun
okunarak MIK degerlerinin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Amfoterisin B,
flukonazol, 5-FC, ketokonazol, itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin i¢cin E-testler

mevcuttur (62).

E-testin, mikrodiliisyon yontemine gore uygulanabilirligi daha kolaydir. E-test
ve mikrodiliisyon yOntemlerinin karsilastirildigr caligmalarda, iki yontem arasinda

yiiksek oranda uyum tespit edildigi bildirilmistir (62,63).
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6. GEREC VE YONTEM

Calismada, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dali Mikoloji Laboratuvari’nda cesitli
klinik orneklerden izole edilen 50 Candida spp (17 balgam, dokuz bronkoalveoler
lavaj(BAL), dokuz plevra sivisi, bes trakeal aspirat, dort abse, iki idrar, iki katater ucu
ve iki biopsi) kullanilmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen suslarin Tween 80 ilaveli
MUJ’da klamidospor olusturma O6zellikleri incelenmis ve API 20C AUX Kkiti ile tiir
diizeyinde identifikasyonlar1 yapilmistir. Suslarin  flukonazole duyarhliklarini

belirlemek amaciyla mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri kullanilmistir.

Buna ilaveten duyarlilik sonuc¢larinin standartlara uygunluk gosterip
gostermedigini test etmek amaciyla C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC
22019, C. tropicallis ATCC 750 standart suslar1 ile on deneyler yapilmis ve uygun

sonuclar alindiktan sonra ¢aligma suslar1 kullanilmastir.

6.1. Kullanilan besiyerleri — Kimyasallar ve hazirlanmalar

6.1.1. 0,165mol/L. MOPS ile tamponlanmis RPMI 1640 besiyeri

Toz halindeki glutamin ve fenol kirmizi ilaveli, bikarbonatsiz RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) besiyerinden 10.4 gr tartilarak 900ml distile su icerisinde
¢cOzdiiriilmiistiir. Daha sonra yine toz halindeki MOPS (3-[-N-morpholino]
puropanesulfonik asit)’dan (Sigma-Aldrich) 34,53 gr tartilarak bu karisima eklenmistir.
Besiyerinin son hacmi 1000 ml olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Bir miktar
sodyum hidroksit (NaOH) (Carla Erba) ile 25 °C’de pH 7.0’a ayarlanmis ve besiyeri
homojen bir cozelti haline getirilmistir. Besiyerinin sterilizasyonunda 0.2um caplh

enjektor filtreleri kullanilmastir.

6.1.2. Sabouraud dekstroz agar besiyeri (Difco)

Toz halindeki icerikten 65 gr tartilarak 1000 ml distile su igerisine ilave
edilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 90 mm por caph steril Petri kutularina 20 ml olacak sekilde

dagitilmistir.
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6.1.3. % 1 Tween 80 ilaveli misir unlu jeloz (Acumedia) (MU]J )

Toz halindeki musir unlu agardan 17 gr tartildiktan sonra 1000 ml distile su
ilave edilmis ve sonra % 1 oraninda (10 ml) Tween 80(Riedel-de Haen) ilave edilerek
bu besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. pH, 25 °C’de 6.0 + 0.2
olacak sekilde ayarlanmis ve besiyeri 90 mm c¢apli steril Petri kutularma 20 ml olacak

sekilde dagitilmustir.

6.1.4. Flukonazol stok soliisyonu

Toz halinde bulunan flukonazolden (Sigma-Aldrich) 10240ugr (10,24 x 107> gr
) tartilarak 2ml distile su icerisinde ¢oziilmiis ve 0.2um por capl enjektor filtreleri
kullanilarak steril edilmistir. Hazirlanan 5120pug/ml’lik stok kullanilincaya kadar -70

°C’de muhafaza edilmistir.

6.1.5. %2 Glikoz ve 0.5ug/ml metilen mavisi ilaveli Mueller-Hinton Agar

Toz halindeki Miieller-Hinton agar (Merck) iceriginden 34 gr tartilarak 1000ml
distile su igerisine ilave edilmistir. 20 ml distile su icerisinde 0.1gr metilen mavisi
(Merck) ¢oziindiiriilmiis ve bu karisimdan 100ul ve 20 gr glukoz (Merck) ilave edilen
besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 90 mm c¢apli steril Petri kutularna 30 ml olacak sekilde

dagitilmistir.

6.2. Deneylerin uygulanmasi

Tiim suslar SDA’ya azaltma yontemi ile ekilmis ve 37 °C’de, 24-48 saat inkiibe
edilerek kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmistir. Saf kolonilerden Tween 80
ilaveli MUJ’a ekim yapilarak suslarin 48 saat 25°C’de  klamidospor olusturma

ozellikleri incelenmistir. Tiim suslarin son tamimlanmalar1 API 20CAUX ile yapilmistir.
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6.2.1. Mikrodiliisyon yontemi

Onceden hazirlanmis ve sterilizasyon kontrolii yapilmis RPMI 1640 besiyeri
steril, 96 kuyucuklu, U tabanli plaklarin her kuyucuguna 100 ul olacak sekilde
dagitilmistir.  Kuyucuklara dagitilmak iizere flukonazoliin stok ¢ozeltisinden(5120
ug/ml) alman, 1/10 ve 1/2 oraninda RPMI 1640 besiyeri ile seyreltilerek 256 pg/ml’ye
ayarlanan ¢ozelti, mikroplagin ilk siitununa (A-H) 100’er ul olacak sekilde dagitilmig

ve 1-10 numarali kuyucuklar arasi bir kat seri diliisyon yapilmustir.

Kuyucuklara eklenmek iizere SDA'da iiretilmis 24 saatlik saf kolonilerden alinarak,
Sml %0.85’lik steril tuzlu su icerisinde 530nm dalga boyunda %75-77 transmittans
bulanikliginda siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon 1/50 ve daha sonra
1/20 oraminda diliie edilerek konsantrasyonun 1x10° — 1x10° cfu/ml olmasi saglanmustur.
Bu siispansiyondan 12 numarali siitun hari¢ (negatif kontrol) tiim kuyucuklara 100 pl
eklenmistir. Boylece her kuyucuktaki konsantrasyon 0.5 x10° — 2.5x10° CFU/ml olarak
ayarlanmis ve kuyucuklardaki antifungal konsantrasyonun 64-0,125ug/ml olmasi
saglanmustir.

Plaklar 35 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda 11 numarali
kuyucuktaki (pozitif kontrol kuyucugu) iireme baz almarak %50 inhibisyonun oldugu
konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir (11).

6.2.2. Disk difiizyon yontemi
SDA’da iiretilmis 24 saatlik saf kolonilerden alinarak, Sml %0.85’lik steril tuzlu
su icerisinde siispansiyon yapilmistir. Bu siispansiyon 530nm dalga boyunda %75-77

transmittansa karsilik gelecek sekilde ayarlanmustir.

Bu siispansiyondan steril ekiivyon yardimi ile, %2 glikoz ve 0.5ug/ml metilen
mavisi ilaveli Miieller-Hinton agarin tiim yiizeyine esit olacak sekilde yayma ekim
yapilmis ve besiyeri yiizeyinin kurumasi saglanmistir. Daha sonra flukonazol diski
(25pn) steril sartlar altinda besiyerinin yiizeyine yerlestirilmis ve besiyeri 24 saat
35°C’de inkiibe edilmistir. Zon olugmayan Petri kutular1 i¢in inkiibasyon siiresi 48
saate uzatilmistir. Inkiibasyonun sonunda diskin etrafinda olusan seffaf zon caplar
milimetrik olarak Olciilmiis ve sonuglar duyarli, direncli ve doza baglh duyarli olarak

kaydedilmistir (12).
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Yontemlerin karsilastirilmasinda FDA tarafindan Onerilen mindr hata, major
hata ve cok yiiksek major hata degerleri hesaplanmistir (68). Mindr hata, kullanilan
referans yontemi ile antifungale duyarli/direngli olarak bulunan bir susun, denenen
yontem ile doza bagh duyarli veya referans yontem ile doza bagli duyarli olarak
bulunan bir susun denenen yontem ile duyarli/diren¢li bulunmasi; major hata, referans
yontem ile duyarli bulunan bir susun, denenen yontem ile direngli bulunmasi; ¢ok
yiiksek major hata, referans yontem ile direng¢li bulunan bir susun denenen yontem ile

duyarli bulunmast durumu olarak degerlendirilmistir.
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7. BULGULAR

Calismada, Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Bilim Dali’nda izole edilmis 50 Candida spp
kullanilmistir. Bu suslar API 20C AUX ile C. albicans (n=22, %44) (sekiz balgam, dort
plevra sivisi, dort abse,dort BAL,iki trakeal aspirat), C. glabrata (n=20, %40) (bes
balgam, bes BAL, bes plevra sivisi, li¢ trakeal aspirat, iki idrar), C. parapsilosis (n=6,
9%12) (iki biopsi, iki katater ucu, iki balgam) ve C. tropicallis (n=2, %4) (iki balgam)
olarak tammmlanmistir. Caligmada standart sus olarak C. albicans ATCC 90028, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. tropicallis ATCC 750 kullanilmustir.

Calismada mikrodiliisyon yontemi ile flukonazoliin standart suslar1 icin

olusturdugu MiK degerleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9: Flukonazoliin standart suslar icin belirlenen MiK degerleri

C. albicans C. tropicallis C. parapsilosis

ATCC 90028 ATCC 750 ATCC 22019

( 0,25-1pg/ml) ( 1-4 pg/ml) (2-8ug/ml)
MIK degerleri 0,5 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml

Calismada kullanilan 49 sus (22 C. albicans, 19 C. glabrata, 6 C. parapsilosis
ve 2 C. tropicallis) mikrodiliisyon yontemiyle flukonazole duyarly; bir C. glabrata susu
doza bagl duyarh olarak bulunmustur (Tablo 10) (Sekil 1).Flukonazoliin tiim suslar icin
MiKsy degeri 1 pg/ml, MiKyy degeri 4 pg/ml; C. albicans i¢in MiKs, degeri 0,125
ug/ml, MiKoo degeri 1 ng/ml; C. glabrata icin MiKsy degeri 1 pg/ml, MiKy, degeri 4
ug/ml; C. parapsilosis icin MiKs, degeri 0,5 ug/ml, MiKqo degeri 4ug/ml; C. tropicallis
icin MiKso degeri 0,125 pg/ml, MiKo, degeri 1 pg/ml olarak tespit edilmistir (Tablo
11).
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Suslar
C.albicans | C.glabrata | C.parapsilosis | C.tropicalis | Toplam

MIK degerleri

< 0.125 pg/ml 4 - - - 4
0.125 pg/ml 9 1 - 1 11
0.25 pg/ml 3 1 - - 4
0.5 pg/ml 2 - 3 - 5
1 pg/ml 2 10 1 1 14
2 pg/ml 1 2 1 - 4
4 pg/ml - 5 1 - 6
8 ug/ml 1 - - i 1
16 pg/ml - 1 - - 1
32 ug/ml - - - - -
64 pg/ml - - - - }
Toplam 22 20 6 2 50




Tablo 11: Candida tiirleri icin flukonazoliin MiKsy ve MiKy, degerleri

MIKso MIKq
Candida spp (n=50) 1 ng/ml 4 ng/ml
C. albicans (n=22) 0,125 pg/ml 1 pg/ml
C. glabrata (n=20) 1 pg/ml 4 pg/ml
C. parapsilosis (n=6) 0,5 pg/ml 4 pg/ml
C. tropicallis (n=2) 0,125 pg/ml 1 pg/ml

36

Disk difiizyon yontemi ile flukonazoliin standart suslar icin olusturdugu zon

caplar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12:Flukonazoliin standart suslar icin belirlenen zon ¢aplar: (mm)

C. albicans C. tropicallis C. parapsilosis
ATCC 90028 ATCC 750 ATCC 22019
( 28-39mm) ( 26-37mm) (22-33mm )
Zon caplari 37mm 30mm 33mm
Calismada uygulanan disk difiizyon yOnteminde 35°C’de 24 saatlik

inkiibasyonun sonunda 35 Candida susunun duyarlilik sonuglar1 degerlendirilmis; 7 C.

glabrata susunun sonuglar1 degerlendirilememis ve 8 Candida spp (2 C. albicans, 5 C.

glabrata ve 1 C. parapsilosis) susunun oldugu besiyerinde herhangi bir iireme

saptanmamistir. NCCLS M44-A rehberi dogrultusunda 15 Candida susuna ait

besiyerlerinin inkiibasyon siiresi 48 saate uzatilmig ve bu siire sonunda olusan zon

caplar1 uygun sekilde degerlenmistir (Sekil 2, Sekil 3) (Tablo 13, Tablo 14).
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Sekil 2: C.glabrata-24 saatlik inkiibasyon Sekil 3:C.glabrata-48 saatlik inkiibasyon (30mm)

Uygulanan disk difiizyon yontemi ile 49 sus (22 C. albicans, 19 C. glabrata, 6
C. parapsilosis ve 2 C. tropicallis) flukonazole duyarli olarak bulunmus; ancak farkli
bir C. glabrata susu direngli olarak saptanmistir (Sekil4, Sekil5, Sekil6) (Tablo13,
Tablo14).

Sekil 4:C.glabrata (duyarh-37mm) Sekil 5: C.albicans (duyarh-40mm)
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Sekil 6:C.glabrata (direncli-14mm)

Mikrodiliisyon yontemi ile duyarli bulunan (4 pg/ml) bir C. glabrata susu disk
difiizyon yontemi ile direncli (14mm) olarak, mikrodiliisyon yontemiyle doza bagh
duyarli olarak (16 pg/ml) bulunan bir C. glabrata susu disk diflizyon yontemi ile
duyarli olarak (37mm) tespit edilmistir ( Tablo 13).

Elli Candida susu i¢in mikrodiliisyon yontemi ve disk difiizyon yOntemi
arasindaki uyum %96, mindr hata %?2, major hata %2,04; 22 C. albicans, alt1 C.
parapsilosis, ki C. tropicallis susu icin uyum %100; 20 C. glabrata susu icin uyum

%90, mindr hata %35, major hata %35,26; olarak hesaplanmaistir.
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Tablo 13: Candida suslarimin disk difiizyon yontemiyle flukonazole karsu duyarhhk

sonuglari
Flukonazole kars1 duyarhhklar: Inkiibasyon siireleri
Duyarh D?lf;:;lgh Direncli 24 saat 48saat
Candida spp (n=50) 49 - 1 35 15
C. albicans (n=22) 22 - - 20 2
C. glabrata (n=20) 19 - 1 8 12
C.parapsilosis (n=6) 6 - - 5 1
C.tropicalis (n=2) 2 - - 2 -

Sonuglar MIK degerlerine karsiik gelen zon ¢aplari  agisindan
degerlendirildiginde; flukonazol i¢in MIK degeri 0.125ug/ml’nin altinda olan dort C.
albicans’n disk difiizyon yontemiyle 36-45 mm’lik, MIK degerleri 0.125ug/ml olan
dokuz C. albicans’in 30-42 mm’, MiK degeri 0,25ug/ml olan dort C. albicans’ i 34-
40mm’lik, MiK degeri 0,5ug/ml olan iki C. albicans’m 35-40 mm’lik, MIK degeri 1
ug/ml olan iki C. albicans’in 26mm’lik, MIK degeri 2 ug/ml olan bir C. albicans’mn
40mm’lik, MiK degeri 4 pug/ml olan bes C. glabrata’nin 14-40mm’lik, MiK degeri 8
ug/ml olan bir C. albicans’m 25mm’lik zon ¢apr olusturdugu; MIK degerleri
0.125ug/ml olan bir C. glabrata’nin 38mm; MIK degeri 0,25ug/ml olan bir C.
glabrata’nin 45mm’lik, MiK degeri 1 pg/ml olan 10 C. glabrata’mn 25-40’mm’lik,
MIK degeri 2 ug/ml olan iki C. glabrata’min 30-35mm’lik, MiK degeri 4 pug/ml olan
bes C. glabrata’nmn 14 (direngli susun zon c¢ap1)-40mm’lik, MIK degeri 16 pg/ml olan
bir C. glabrata’m 37mm’lik zon cap1 olusturdugu; MIK degeri 0,5ug/ml olan ii¢ C.
parapsilosis’in 30-36mm’lik zon ¢ap1 olusturdugu; MIK degeri 1 pg/ml olan bir C.
parapsilosis’in 23mm’lik, MiK degeri 2 pg/ml olan bir C. parapsilosis’in 34mm’lik,
MIK degeri 4 ug/ml olan bir C. parapsilosis’in 30mm’lik zon olusturdugu; MIK
degerleri 0.125ug/ml olan bir C. tropicallis susunun 35 mm’lik ve MIK degerleri



40

Ipg/ml olan bir C. tropicallis susunun 26 mm’lik zon cap1 olusturdugu saptanmustir

(Tablo 14).

Tablo 14:Flukonazoliin Candida suslarina karsi olusturdugu MiK degerleri ve MIK

degerlerine karsilik gelen 24/48saatlik zon caplari

. . .. Flukonazole karsi zon g¢aplari
Sus no Tiir MIK degeri
24 saat ‘ 48 saat

1 C. albicans 40mm (S) -
2 C. albicans <0.125ug/ml 43mm (S) -
3 C. albicans ) 45mm (S) -
4 C. albicans 36mm (S) -
5 C. albicans 40mm (S) -
6 C. albicans 40mm (S) -
7 C. albicans 38mm (S) -
8 C. albl:cans 0.125ug/ml 30mm (S) -
9 C. albicans (S) 40mm (S) -
10 C. albicans 42mm (S) -
11 C. albicans 40mm (S) -
12 C. albicans 40mm (S) -
13 C. albicans 39mm (S) -
14 C. albl:cans 0.25ug/ml 40mm (S) -
15 C. albicans (S) 34mm (S) -
16 C. albicans 39mm (S) -
17 C. albicans 0,5ng/ml 40mm (S) -
18 C. albicans () - 35mm (S)
19 C. albicans lug/ml 26mm (S) -
20 C. albicans (S) 26mm (S) -
21 C. albicans 2ug/ml (S) 40mm (S) -
22 C. albicans 8ug/ml (S) - 25mm (S)
23 C. glabrata 0.125ug/ml (S) - 38mm (S)
24 C. glabrata 0,25ug/ml (S) 45mm (S) -
25 C. glabrata - 30mm (S)
26 C. glabrata 35mm (S) -
27 C. glabrata - 25mm (S)
28 C. glabrata 35mm (S) -
29 C. glabrata lpg/ml 40mm (S) -
30 C. glabrata ) - 27mm (S)
31 C. glabrata 34mm (S) -
32 C. glabrata 35mm (S) -
33 C. glabrata - 25mm (S)
34 C. glabrata 25mm (S) -
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35 C. glabrata 2ug/ml - 35mm (S)
36 C. glabrata ) - 30mm (S)
37 C. glabrata - 23mm (S)
38 C. glabrata spg/ml - 30mm (S)
39 C. glabrata (S) - 14mm (R)
40 C. glabrata 40mm (S) -
41 C. glabrata - 40mm (S)
42 C. glabrata 16pg/ml (S-DD) - 37mm (S)
43 C. parapsz.losz‘s 0.5ug/ml 36mm (S) -
44 C. parapsilosis (S) 35mm (S) -
45 C. parapsilosis 30mm (S) -
46 C. parapsilosis Tug/ml (S) - 23mm (S)
47 C. parapsilosis 2pg/ml (S) 34mm (S) -
48 C. parapsilosis 4ug/ml (S) 30mm (S) -
49 C. tropicallis 0.125ug/m (S) 35mm (S) -
50 C. tropicallis Tug/ml (S) 26mm (S) -

S: duyarli, S-DD: doza bagl duyarli, R: direncli

Sonug¢ olarak mikrodiliisyon yontemi ve disk difiizyon yontemi arasinda %96

uyum saptanmasi, disk difiizyon yonteminin rutin laboratuvarlarda uygulanabilecegini

gostermektedir. Ancak C. glabrata suslarmda %5 mindr hata, %35,26 major hata tespit

edildiginden bu suslarla yapilan duyarhilik deneylerinde mikrodiliisyon yOnteminin

tercih edilmesi gerektigi diistiniilmiistiir.
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8. TARTISMA

Diinyada genis yayilim gosteren Candida cinsi mayalar1 saglikl kisilerin deri,
sindirim sistemi ve genitoiiriner sistem normal florasindan; topraktan ve hayvanlardan
izole etmek miimkiindiir (1,7) Insanlarmn normal floralarinda kommensal olarak yasayan
Candida tirleri cesitli hazirlayic1 faktorler varliginda etken hale gecebilirler (1).
Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda ©nemli mortalite ve morbidite
sebebidirler (8). Invazif mantar infeksiyonlarnin %90’1 Candida cinsi mayalar ile
olusmakta ve en sik izole edilen bes etken C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.

tropicallis ve C. krusei olarak bildirilmektedir (3-6,9).

Son yillarda mantar infeksiyonlarinin artmasi ve mikoz tedavisinde antifungal
maddelerin yogun olarak kullanilmasi diren¢ problemini de beraberinde getirmistir. Bu
nedenle Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [National Committe of
Clinical Laboratory Standards (NCCLS)] antifungal duyarlilik deneyleri alt birimi

mantarlar i¢in standart duyarlilik deneyleri iceren rehberler yayinlamisdir.

Giintimiizde standart rehberler baz alinarak bircok ¢alisma yapilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

Posteraro ve ark. maya suglar1 ile yaptiklar1 bir calismada 93 Candida susunun
65’ini (%70) mikrodiliisyon yontemi ile flukonazole duyarl ; dokuzunu (%10) doza
bagl duyarly; altisim1 (%6,5) direngli olarak bildirmistir. Ayni1 calismada Posteraro ve
ark. 65 C. albicans susunun 62’sini (%94) duyarl, birini (%?2) doza bagh duyarl, ikisini
(%3) direncli; 13 C. glabrata susunun birini (%7) duyarl, sekizini (%62) doza bagh
duyarli, dordiinii  (%31) direncli; sekiz C. tropicallis (%100) ve yedi C. parapsilosis
susunun tiimiinii (% 100) duyarl olarak bildirmistir (69).

Rubio ve ark. 150 Candida susu ile yaptiklar1 bir ¢alismada, 120 (%80)
Candida susunu mikrodiliisyon yontemi ile flukonazole duyarli; 22’sini (%14,6) doza
bagl duyarli; 8’ini (%5,4) direngli olarak bildirmistir. Ayn1 ¢alismada Rubio ve ark
mikrodiliisyon yontemi ile flukonazole duyarliliklar: tiirlere gore tanimlandiginda 63 C.
albicans susunun 62’sini (%98.,5) duyarl, birini (%1,5) doza bagh duyarli; 25 C.
dubliniensis susunun timiinii (%100) duyarlt; 25 C. glabrata susunun sekizini (%32)

duyarl;, 15’ini (%60) doza bagh duyarly, ikisini (%8) direncli; 22 C. parapsilosis
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susunun 21’ini (%95,5) duyarli, birini (%0,5) direncli; 10 C. krusei susunun altisini
(%60) doza bagl duyarl, dordiinii (%40) direncli; bes C. tropicallis susunun dordiinii
(%80) duyarl, birini (%20) direngli olarak bildirmistir (70).

Espinel-Ingroff ve ark yaptiklari bir calismada 90 Candida susunun
mikrodiliisyon yontemi ile flukonazole duyarliliklar1 incelemis ve 58 (%64,5) Candida
susunu flukonazole duyarli, 12 (%13,3) Candida susunu doza bagli duyarli; 20
(%22,2) Candida susunu direncli olarak bildirmistir. Aymi ¢alismada 20 C. albicans
susunun besininin (%25) flukonazole duyarli, dordiiniin (%20) doza bagli duyarl,
11’inin (%55) direngli; 10 C. dubliniensis susunun tiimiinii (%100) duyarh, 10 C.
glabrata susunun altisini (%60) duyarli, dordiinii (%40) direngli; 10 C. guilliermondii
susunun sekizini (%80) duyarli, ikisini (%20) direncli; 10 C. parapsilosis susunun
timiinii (%100) duyarli;; 10 C. krusei susunun sekizini (%80) duyarli, ikisini (%20)
direngli; 10 C.lusitaniae susunun tiimiinii (%100) duyarh; 10 C. tropicallis susunun

tiimiinii (%100) duyarl olarak bildirmistir (71).

Noake ve ark. yaptiklar1 bir calismada mikrodiliisyon yontemi ile 507 Candida
susunun flukonazole duyarhliklari incelenmis ve 390 C. albicans susunun 302’sini
(%97,9), 60 C. glabrata susunun 45’ini (%75), 25 C. parapsilosis susunun tiimiinii
(%100), 22 C. tropicallis susunun 16’sm1 (%72,7), 10 C. krusei susunun 5’ini (%50)
duyarl olarak bildirmistir (72).

Negri ve ark. mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklar1 bir calismada 70 Candida
susunun 68’ini (%97) flukonazole duyarli, ikisini (%3) doza baglh duyarl olarak
bildirmistir (73).

Kim ve ark. mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklar1 bir calismada 31 Candida
susunun dokuzunu (%?29) flukonazole duyarly, yedisini (%22,5) doza bagh duyarl,
15’ini (%48,5) direngli olarak bildirmistir.Ayn1 ¢calismada Kim ve ark. mikrodiliisyon
yontemi ile 15 C. albicans susunun yedisini (%46,6 ) flukonazole duyarli, birini
(%6,8) doza bagli duyarli, yedisini (%46,6) direncli; yedi C. glabrata susunun birini
(%14) duyarl, altistm1  (%86) doza bagh duyarli; dokuz C. tropicallis susunun birini
(%11) duyarh, sekizini direncli (%89) olarak bildirmistir (74).

Pfaller ve ark 235 C. glabrata susu ile yaptig1 bir ¢calismada suslarin 134’{iniin
(%57) mikrodilisyon yontemi ile flukonazole duyarli; 85’inin (%36) doza bagh
duyarly; 16’sin1n (%7) direngli oldugunu bildirmislerdir (53).
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Pfaller ve ark. 1586 Candida susu ile yaptiklar1 ¢alismada 916 (%57,7) C.
albicans, 235 (%14,8) C. glabrata, 198 (%12,5) C. parapsilosis, 150 (%9,4) C.
tropicallis, 43 (%2,7) C. krusei, 24 (%1,5) C.lusitaniae susunun mikrodiliisyon yontemi
ile flukonazole duyarliliklarini incelenmistir. Tiim suslarin %90,5’inin; C. albicans, C.
parapsilosis ve C. tropicallis suslarmin %99’unun flukonazole  duyarli olarak

bildirmistir. Tiim suslarin sadece %2,5’1 flukonazole direncli olarak bildirmistir (75).

Pfaller ve ark. 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada 2949 Candida susunun
flukonazole duyarhliklarint mikrodiliisyon yontemi ile incelenmistir. Mikrodiliisyon
yontemi ile suslarm 2702’sini (%91,6) flukonazole duyarli, 197 sini (%6,7) doza bagh
duyarli, 50’si (%1,7) direngli olarak bildirmislerdir.Ayn1 ¢calismada Pfaller ve ark 1631
C. albicans susunun 1627’sinin (%99,8) flukonazole duyarh, dordiiniin (%0,2) doza
baglh duyarli; 403 C. glabrata susunun 280’inin (%69,5) duyarl, 106’smin (%?26,3)
doza bagli duyarli, 17°sinin (%4,2) direncli; 400 C. parapsilosis susunun 373’{iniin
(%93,3) duyarli; 25’inin (%6,2) doza bagh duyarli, ikisinin (%0,5) direngli; 327 C.
tropicallis susunun 324’liniin (%99,1) duyarli, birinin (%0,3) doza bagli duyarl,
ikisinin (%0,6) direncli oldugun1 belirlemislerdir (76).

Kiraz ve ark. mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklar1 bir calismada 50 C. glabrata
susunun flukonazole duyarhliklarimi incelemisler ve suslarin ikisinin (%4) duyarl,

37’sinin (%74) doza bagl duyarli, 11°inin (%22) direngli oldugunu bildirmislerdir (54).

Yukaridaki caligmalar degerlendirildiginde Candida tiirlerinin flukonazole %29-
%97 arasinda duyarh, %3-%?22,5 arasinda doza bagli duyarl, %1,7-%48.5 arasinda
direngli; C. albicans suslarinin %25-%99,8 arasinda duyarli, %0,2-%?20 arasinda doza
bagh duyarli, %3-%55 arasmnda direngli; C. glabrata suslarmin %4-%75 arasinda
duyarli, %26,3-%86 arasinda doza bagh duyarl, %4,2-%31 arasinda direncli; C.
parapsilosis suslarinin %93,3-%100 arasinda duyarli; C. tropicallis suslarinin %11-

%100 arasinda duyarli, %0,6-%89 arasinda direncli oldugu goriilmektedir.

Bu calismada 50 Candida susunun flukonazole duyarliliklar1 mikrodiliisyon
yontemi ile incelenmistir. Kirkdokuz (%98) Candida susu mikrodiliisyon yontemiyle
flukonazole duyarl, bir (%2) C. glabrata susu doza bagli duyarh olarak tespit
edilmistir. Yirmiiki C. albicans susunun timii (%100) flukonazole duyarl; 20 C.
glabrata susunun 19°u (%95) duyarly, biri (%5) doza bagh duyarly; alt1 C. parapsilosis
susunun tiimii (%100) duyarl; iki C. tropicallis susunun tiimii (%100) duyarh olarak
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tespit edilmistir. Duyarhilik sonuclarindaki farkliliklar, duyarlilik sonug¢larinin bolgelere
ve izole edilen hasta populasyonuna gore degisebilecegi seklinde yorumlanmistir. Ayni
zamanda bazi ¢alismalarda kullanilan sus sayisimin azliia bagli olarak direng oranlari

cok yiiksek olarak bildirilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan calismalarda Candida suslarmin flukonazole

MiKs, ve MiKg degerleri bildirilmistir.

Barry ve ark. mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklar1 bir ¢alismada 495 Candida
susu icin (303 C. albicans, 84 C. parapsilosis, 37 C. glabrata, 38 C. tropicallis ve 33 C.
krusei) MIKso ve MiKo, degerlerini belirlemistir. Bu calismaya gore flukonazolun C.
albicans i¢in MiKsy degeri 0,25 pg/ml, MiKoy degeri 1 pg/ml; C. parapsilosis icin
MiKso degeri 1 pg/ml, MiKygy degeri 4 pg/ml; C. glabrata igin MiKs, degeri 4ug/ml,
MiKgo degeri 8 ug/ml; C. tropicallis i¢in MiKsy degeri 0,5 pg/ml, MiKo, degeri 1
ug/ml; C. krusei icin MiKsy degeri 64 pg/ml, MiKoy degeri 128 pg/ml olarak
bildirilmistir (77).

Matar ve ark. mikrodiliisyon yontemi ile yaptiklar1 bir calismada flukonazolun
205 C. albicans susu icin MiKs, degerini 0,25 ug/ml, MiKyy degerini 0,5 pg/ml; 66 C.
parapsilosis susu icin MiKsy degerini 0,5 pg/ml, MiKgy degerini 4 ug/ml; 56 C.
tropicallis susu icin MiKso degerini 1 ng/ml, MiKo degerini 16 pg/ml; 39 C. glabrata
susu i¢in MiKsg degerini 8ug/ml, MiKog degerinii 32 pg/ml; C. krusei igin MiKsg
degerini 32 pug/ml, MiKgo degerini 64 ug/ml olarak bildirmistir (78).

Pfaller ve ark. yaptiklar1 bir diger ¢alismada 11654 Candida susunun flukonazol
icin MiKso degerini 0,25 pg/ml, MiKo, degerini 16 pg/ml olarak bildirmislerdir (80).

Tiim calismalar degerlendirildiginde MiKsy degerlerinin Candida suslar1 igin
0,25 pg/ml; C. albicans i¢cin 0,25 pg/ml; C. glabrata i¢in 4-8 pg/ml arasinda; C.
parapsilosis icin 0,5 pg/ml, C. tropicallis i¢in 0,5-1 pg/ml arasinda oldugu; MiKgg
degerlerinin Candida suslar1 icin 16ug/ml, C. albicans i¢in 0,5 -1 pg/ml arasinda; C.
glabrata i¢in 8-32ug/ml arasinda; C. parapsilosis i¢in 4ug/ml, C. tropicallis icin 1-
16pg/ml arasinda oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada mikrodiliisyon yontemi ile 50 Candida susunun flukonazole
duyarliliklar1 incelenmis ve bu suslarin MiKs, ve MIK oy degerleri tespit edilmistir.

Flukonazolun tiim suslar icin MiKs, degeri 1 pg/ml, MiKy degeri 4 pg/ml; C. albicans
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icin MiKso 0,125 pg/ml, MiKoy 1 pg/ml; C. glabrata i¢in MiKsy degeri 1 pg/ml, MiKgg
degeri 4 pg/ml; C. parapsilosis icin MiKso degeri 0,5 pg/ml, MiKoo degeri 4ug/ml; C.
tropicallis icin MiKso degeri 0,125 pg/ml, MiKo, degeri 1 ug/ml olarak tespit edilmistir.

Calisma sonuglarmin diger ¢caligmalarla uyum gosterdigi saptanmustir.

Son yillarda gelistirilen; mikrodiliisyon yontemine gore uygulanmasi daha
kolay, maliyeti daha diisiik olan disk difiizyon yonteminin giivenirliligini tespit etmek

amactyla flukonazolle ilgili bircok ¢alisma yapilmistir.

Posteraro ve ark. 93 Candida susu (65 C. albicans, 13 C. glabrata, 8 C.
tropicallis, 7 C. parapsilosis) ile yaptig1 bir calismada, 73 Candida susunu (61 C.
albicans, 1 C. glabrata, 5 C. tropicallis, 6 C. parapsilosis) disk difiizyon yontemi ile
flukonazole duyarly; iki Candida susunu (1 C. albicans, 1 C. parapsilosis) flukonazole
doza bagh duyarl; 15 Candida susu (3 C. albicans, 12 C. glabrata) flukonazole
direncli bildirmistir. Bu sonuclar mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda uyum C.
albicans i¢cin %98.,4, C. glabrata icin %46,1, C. parapsilosis i¢in %14,2, C. tropicallis
icin %62,5 olarak bildirilmistir (69).

Rubio ve ark 150 Candida susu ile yaptiklar1 bir ¢alismada; 120’sinin (%80)
disk difiizyon yontemi ile flukonazole duyarli; dortdiiniin (%?2,5) doza bagh duyarls;
26’sinmn (%17,5) direngli olarak bildirmistir. Ayni c¢aligmada Rubio ve ark 63 C.
albicans susunun 62’sini (%98,5) duyarly, birini (%1,5) direncli; 25 C. dubliniensis
susunun tiimiinii (%100) duyarli; 25 C. glabrata susunun yedisini (%28) duyarls, i¢iinii
doza (%12) bagh duyarli, 14’tinii (%56) direngli; 22 C. parapsilosis susunun 21’ini
(%95,5) duyarly, birini (%0,5) direncli; 10 C. krusei susunun tiimiinii (%100) direngli; 5
C. tropicallis susunun dordiinii (%80) duyarli; birini (%20) doza bapli duyarh olarak
bildirmigtir. Bu yontem mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda %95,37 uyum
bildirilmistir (70).

Pfaller ve ark. 235 C. glabrata susu ile yaptiklar1 bir caligmada, suslarin 212’sini
(%90) disk diftizyon yontemi ile flukonazole duyarli; besinin (%2) doza bagh duyarls,
20’sinin (%8) direngli olarak bildirmistir. Bu sonuglar standart mikrodiliisyon yontemi
ile karsilastirildiginda uyum %96 olarak bildirilmistir (53).

Pfaller ve ark. 1586 Candida susu ile yaptiklar1 bir calismada, 1511 (%95) susu
disk difiizyon yontemi ile flukonazole duyarli; 28 (%1,7) susu doza bagh duyarl, 47

(%3,3) susu direngli olarak bildirmistir. Bu sonuglar mikrodiliisyon yontemi ile
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karsilastirildiginda uyum %93,1 uyum, %0,1 ¢ok yiiksek major hata,%0,3 major hata,
%6,5 minor hata tespit edildigi bildirilmistir (75).

Pfaller ve ark. 2004 yilinda yaptiklar: bir calismada 2949 Candida susunun disk
difiizyon yontemi ile flukonazole duyarhliklarint incelenmis ve 2775’inin (%94,1)
flukonazole duyarli; 65’inin (%2.2) doza bagh duyarli; 109’unu (%3,7) direngli olarak
bildirmistir. Ayni calismada Pfaller ve ark 1631 C. albicans susunun 1623’iinii
9%99,5’ini duyarli, 6’sin1 doza bagl duyarli, 2’sini direncgli; 403 C. glabrata susunun
374’1inii (%93,6) duyarli, dokuzunu (%?2,2) doza bagh duyarl, 20’sinin (%4,2) direncli;
400 C. parapsilosis susunun 364’iinti (%91) duyarl; 12°sini (%3) doza bagh duyarls,
24°inil (%6) direngli; 327 C. tropicallis susunun 324’iinii (%98,9) duyarls; birini (%0,5)
doza bagh duyarli, ikisini (%0,6) direncli oldugu bildirilmislerdir. Bu sonuclar standart
mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda Candida suslar1 arasindaki uyum %92,8;
C. albicans %99,6; C. glabrata suslarinda %71,7; C. parapsilosis suslarinda %93,3; C.
tropicallis suslarinda %97,9 olarak bildirmistir (76).

Noake ve ark. yaptiklar1 bir caligmada disk difiizyon yontemi ile 507 Candida
susunun flukonazole  duyarhliklarini incelenmis ve 390 C. albicans susunun
%98,2’sinin, 60 C. glabrata susunun %71,7’sinin, 25 C. parapsilosis susunun
%100’iinti, 22 C. tropicallis susunun %81,8’ininin, 10 C. krusei susunun %50’sini

duyarl olarak bildirilmistir (72).

Negri ve ark. yaptiklar1 bir calisjmada 70 Candida susunun disk difiizyon
yontemi ile flukonazole duyarliliklar1 incelenmis ve suslarin %73’ duyarli, %20’si

doza baglh duyarli, %7’ si direngli olarak bildirilmistir (73).

Kim ve ark. 31 Candida susu ile yaptiklar1 calismada; 19’unu (%61) disk
difiizyon yontemi ile flukonazole duyarli, sekizini (%26) doza bagh duyarl, dordiinii
(%13) direncli olarak bildirmistir. Ayn1 ¢calismada Kim ve ark 15 C. albicans susunun
14’tnii  (%93,3) duyarli, birini (%6,6) direncli; yedi C. glabrata susunun besini
(%71,5) doza bagh duyarl, ikisi (%18,5) direncli; 10 C. tropicallis susunun tiimiinii
(%100) duyarh olarak bildirmistir (74).

Kiraz ve ark. 50 C. glabrata susu ile yaptiklar1 bir calismada suslarin 46’s1
(%96) duyarl, dordii (%8) doza bagli duyarh olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar
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standart mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda C. glabrata suglar1 arasinda %18

cok yiiksek major hata ve %74 min0r hata tespit etmislerdir (54).

Rodero ve ark yaptiklar1 ¢calismada mikrodiliisyon yontemi ve disk difiizyon
yontemi arasindaki uyum arastirilmistir. Bu calismada 1193 Candida susunda
mikrodiliisyon yontemi ve disk diflizyon yontemi arasindaki uyum %94,7 olarak

bildirilmistir (80).

Yukaridaki ¢aligmalar degerlendirildiginde disk difiizyon yontemi ile Candida
tiirlerinin flukonazole %61-%95 arasinda duyarh, %1,7-%26 arasinda doza bagl
duyarl, %3,3-%17,5 arasinda direncli; C. albicans suslarinin %93,5-%92,8 duyarls,
9%1,5-%6,6 arasinda direngli; C. glabrata suslarinin %28-%96 arasinda duyarli, %?2,2-
%71,5 arasinda doza bagh duyarl, %4,2-%56 arasinda direngli; C. parapsilosis
suslarmin  %91-%100 arasinda duyarli, %0,5-%6 arasinda direngli; C. tropicallis
suslarmin %80-%98,9 arasinda duyarli, %0,5-20 arasinda doza bagli duyarli oldugu
bildirilmistir. Tiim calismalar degerlendirildiginde Candida tiirlerindeki uyum %92,8-
%96; C. albicans suslarindaki uyum %98,4-%99,6; C. glabrata suslarindaki uyum
%46,1-%71,7; C. parapsilosis  suslarindaki uyum %14,2-%93,3; C. tropicallis
suslarindaki uyum %65,5-%97,9 olarak bildirilmistir.

Bu calismada disk difiizyon yontemi ile 50 Candida susunun flukonazole
duyarhiliklar1 incelenmis ve 49 (%98) sus duyarly, bir (%2) sus direngli olarak tespit
edigmistir. 22 C. albicans, alt1 C. parapsilosis, iki C. tropicallis susunun tiimii (%100)
flukonazole duyarli; 20 C. glabrata susunun 19°u (%95) duyarl, biri (%5) direncli
olarak tespit edilmistir. Bu sonug¢lar mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda tiim
Candida susu i¢cin %93 uyum, %2 minor hata, %2,04 major hata; 22 C. albicans, alt1 C.
parapsilosis, ki C. tropicallis suslar1 icin uyum %100; 20 C. glabrata i¢in uyum %90,
mindr hata %35, major hata %5,26 olarak tespit edilmistir.

Calismanm sonucunda iki yontem arasinda onemli bir fark bulunmamis, bu
nedenle Candida tirlerinin flukonazole  duyarliliklarinin belirlenmesinde uygun
maliyetli ve uygulanabilirligi daha kolay olan disk difiizyon yOnteminin
kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak C. glabrata suslarinda %5 minor hata, %35,26
major hata tespit edildiginden bu suslarla yapilan duyarlilik deneylerinde mikrodiliisyon

yontemi tercih edilmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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