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1) OZET

Calismamizda klinik 6nemi giderek artan nadir olarak izole edilen Candida
lusitaniae (n:25), Candida intermedia (n:12) ve diger baz: albicans disi Candida
tdrlerinin (n: 23)  flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungine karsi
duyarlilik profillerini standart CLSI M27 A3, ticari olarak mevcut Sensititre Yeast
One, Etest ve otomatize Vitek 2 sistemi ile belirlemeyi ve ticari test yontemlerinin
guvenilirliklerini standart yontemle kiyaslayarak saptamayi amacgladik. Duyarlilik-
direnclilik ve/veya diliisyon farki kriterlerine gore standart yontemle uyumun %90-
100 arasinda olmasii guvenilirlik sinir1 olarak kabul ederek CLSI’a alternatif
olabilecek yontemleri belirledik.

Standart yontemle C.lusitaniae ve C.intermedia izolatlarinin hepsi
flukonazol, vorikonazol ve kaspofungine duyarli bulunmustur. Amfoterisin B icin
olas1 direng oranlar1 C.lusitaniae 'da %32; C. intermedia’da %25 olarak saptanmustir.
Calisma kapsamindaki diger albicans dis1 Candida tdrlerinin flukonazole karsi
%91,7’1, vorikonazol ve kaspofungine kars1 %100°i duyarli olarak belirlenmisken;
%352,1°1 ise amfoterisin B’e kars1 olas1 direngli olarak bulunmustur. Bu sonugclara
gbre calismamiz, C.lusitaniae ve C.intermedia’da azol ve kaspofungin direncinin
heniiz bir tehdit olusturmadigini, ancak, amfoterisin B’ye muhtemel direncin ylksek
oranda oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle yeni giincellesen tirler izole
edildiginde olas1 amfoterisin B direncinin takibinin 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz.

Ticari test yontemlerinin giivenilirlikleri degerlendirildiginde C.lusitaniae’da
flukonazol ve vorikonazol icin her (g ticari test yontemi; kaspofungin icin Sensititre
YeastOne ve Etest; amfoterisin B icin ise sadece Sensititre YeastOne yontemi CLSI
ile uyumlu bulunmustur. Bu bulgulara gore, Sensititre YeastOne testi
C.lusitaniae’da bu antifungallere direnci saptamada giivenle uygulanabilir.

C.intermedia’da azoller i¢in Vitek-2; kaspofungin icin Sensititre YeastOne
ve Etest; amfoterisin B igin ise sadece Sensititre YeastOne yontemi CLSI ile uyumlu
bulunmustur.

Test edilen diger tiirler agisindan flukonazol igin sadece Vitek-2, vorikonazol
icin her ¢ yontem ; kaspofungin icin Sensititre YeastOne ve Etest; amfoterisin B
icin ise sadece Sensititre YeastOne yontemi CLSI ile uyumlu olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yeni glncellesen Candida tiirleri, antifungal duyarlilik, CLSI
M27 A3, Vitek-2 Sistemi, Sensititre YeastOne, Etest.



1) SUMMARY

In this study we aimed to detect susceptibility profiles of rare and emerging Candida
species with increasing clinical importance, namely C. lusitaniae (n:25),
C.intermedia (n:12) and some other non albicans species (n:23) against fluconazole,
voriconazole, amphotericin B and caspofungine by using standard CLSI M27 A3,
commercially available Sensititre Yeast One, Etest and otomatized Vitek 2 System
and to compare reliability of the commercial tests with the standard method. We
defined the methods that can be alternative to CLSI, by accepting a reliability limit
to be 90-100% in compliance with the standard method in terms of sensitivity-
resistance and/or dilution discrepancies criteria,

With standard method all the isolates of C.lusitaniae and C.intermedia were
found to be susceptible to fluconazole, voriconazole and caspofungin. For
amphotericin B the likely resistance rates have been detected as 32% for
C.lusitaniae; and 25% for C.intermedia. Of the other non-albicans Candida species
within the context of the study, 91,7% were susceptible to fluconazole, 100% were
susceptible to voriconazole and caspofungin whereas, %52,1 of them were
determined to be likely resistant to amphotericin B.  According to these results our
study revealed that azole and caspofungin resistance do not any threat for
C.intermedia and C.lusitaniae yet, but, likely resistance to amphotericin B is to be
at high rate. We think that follow-up of putative amphotericin B resistance is
significant especially when emerging species are isolated.

When the reliability of commercial test methods were evaluated for
C.lusitaniae ; each of the three commercial test methods for fluconazole and
voriconazole ; Sensititre YeastOne and Etest for caspofungin and Sensititre
YeastOne method for amphotericin B were agreed with the CLSI . According to
these findings, for C.lusitaniae; Sensititre YeastOne test can be applied safely in
detecting resistance to these antifungals..

For C.intermedia Vitek-2 for azoles; Sensititre YeastOne and Etest for
caspofungin; and Sensititre YeastOne method alone for amphotericin B were
consistent with the CLSI .

As to other species studied; only Vitek-2 for fluconazole, each of the three
methods for voriconazole, Sensititre YeastOne and Etest for caspofungin, and only
Sensititre YeastOne method for amphotericin B were in agreement with the CLSI.

Keywords: Emerging Candida species, antifungal susceptibility, CLSI M27 A3,
Vitek-2 System, Sensititre YeastOne, Etest.
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1.GIRIS VE AMAC

Biiylik cerrahi girisimlerin artmasi, yenidogan ve eriskin yogun bakim birimlerinde
genel durumu bozuk hastalarin daha fazla izlenmesi, genis spektrumlu ve birden
fazla antibiyotik kullantimimin artmasi gibi nedenlerden dolayr firsatgr mantar
enfeksiyonlarinda son yirmi yilda Onemli bir artis  gorilmektedir. Bu
enfeksiyonlarda basarili sonug elde etmenin en 6nemli iki etmeni erken tan1 ve uygun
tedavinin saglanmasidir(1).

Candida albicans en sik kandidemi etkeni olmasina ragmen son yillarda
yapilan ¢alismalarda kandidemilerde albicans-dist tdrlerin  oraninda artig
gbzlenmektedir. Bu artistn en oOnemli nedeni profilaktik ve ampirik olarak
antifungallerin, 0ozellikle azol turevi ilaglarin uygulanmasidir(2). Azol tirevi
antifungallerin yogun kullanimi, C.albicans tiriinde diisiik oranda da olsa direncli
kokenlerin ortaya ¢ikmasina yol agarken, azollere daha az duyarli yada direngli
C.glabrata veya intrinsik olarak direncli C.krusei kokenlerinin artisina neden
olmustur. Bunlarin yami sira ¢alismamizda yer verilen Candida lusitaniae,
C.intermedia, C.famata, C.dubliniensis, C.sake, C.inconspicua, C.lipolytica,
C.pulcherrima, C.utilis , C.catenulata, C.mellibiosica, C.pelliculosa gibi nadir veya
yeni giincellesen bazi1 Candida tirleri de yavas da olsa artan oranda ve invaziv
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir.

Uygun antifungal tedavideki 24-48 saatlik bir gecikme mortalite oranini
artirabilmektedir. Bu gibi sorunlarin oniine gecebilmek ya da en aza indirgemek icin
antifungal duyarlilik testlerinin 6nemi giderek artmistir.

Bu suregte CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) rehberi
ozellikle mayalar agisindan diinya verilerine gore birka¢ kez yenilenmis ve paralel
olarak bu rehberi temel alan kolay uygulanabilir ticari kitler ve otomatize cihazlar da
kullanima girmistir. Elde edilecek yeni veriler ve gelistirilecek yeni yontemlerle
antifungal duyarlilik testleri, tedaviyi en hizli ve en dogru sekilde yonlendirmede

yardimei1 rol oynayacaktir.



Mayalar icin mevcut olan referans yontemler; CLSI tarafindan standardize
edilen buyyon mikrodilisyon (BMD) (CLSI, M27-A3) ve disk diflizyon yontemi
(CLSI M 44A) ile EUCAST (European Confederation of Antifungal Susceptibility
Testing) tarafindan gelistirilen buyyon mikrodilisyon yoéntemidir (EUCAST E.Dis
7.1). Referans mikrodilusyon yontemlerinin; uzun surede sonug vermesi ve azoller
acisindan bazi tiirler icin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK, pg/ml)
sonuglariin okunmasinda  zorluklar olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bunun disinda, MIK direng smir degerleri, sadece flukonazol, itrakonazol,
vorikonazol ve flusitozin igin belirlenmis olup, diger mantar-ilag kombinasyonlari
icin bu degerler heniiz bildirilmemistir. CLSI M27 A3 klavuzuna gore C.albicans
icin 48 saat, Cyrptococcus neoformans icin 72 saat inkubasyon gerekmektedir. Bu da
hem klinik uygulamadaki yararliligi azaltmakta, hem de kontaminasyon riskini
artirmaktadir. Bu nedenlerle, MIK sonuclarmin daha kisa siirede elde edilmesini
saglayan ticari kitler ve otomatize-yar1 otomatize sistemler gelistirilmistir(3).

Teknolojideki ve antifungal ilag cesitliligindeki gelismelere karsin 6zellikle
goreceli olarak seyrek izole edilen Candida tiirlerinin antifungal duyarlilik
profillerine dair yeterli veri bulunmamaktadir.

Calismamiz; nadir goriilen ve yeni giincellesen albicans dist Candida
tirlerinde  flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B, kaspofungin icin duyarlilik
profillerinin belirlenmesi ve de bu gibi izolatlar igin uygulanabilecek CLSI BMD
metodolojisine alternatif Etest(AB BioDisk), “Sensititre YeastOne” (TREK
Diagnostic Systems) ve AST YSO01Vitek 2 cards (bioMe rieux) arasindan en uygun

ve en hizli sonug verebilen yontemin segilmesi amaciyla planlanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce:

Fungus olarak da adlandirilan mantarlar1 ve olusturduklar: hastaliklar:
inceleyen bilim dalina ‘mikoloji’ adi verilir. Mikoloji sozciigii Yunanca sapkali
anlamma gelen ‘mykes’ sozciigiinden tiiretilmistir. Mantarlar ¢ok eski ¢caglardan beri
bilinmektedir(4).

Hippocrates ve Galen donemlerinden beri agizdaki pamukguk lezyonlar
bilinmektedir.

1841°de Berg, pamukcugun mantara bagli gelistigini ortaya koymustur.
1843’de Robin, bu mantar1 Oidium albicans olarak siniflandirmistir; 1890’da Zopf,
Monilia albicans, ve en son 1923’de Berkhout Candida albicans adin1 vermistir.

Kandida ile olusan derin enfeksiyon olgusunu ilk kez Zenker (1861)
tanimlamistir.  Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimiyla birlikte 1940’1

yillardan baslayarak kandida enfeksiyonlarinin 6nemi artmistir(5).

2.2 Mikrobiyoloji

2.2.1 Mantarlarin genel ozellikleri

Mantarlar Okaryotik hiicre 06zelligine sahip organizmalardir. Mantarlarda
hayvansal hiicrelerden farkli olarak dayanikli bir hiicre duvari bulunmaktadir. Bu
komponent ozmotik bariyer olarak gérev yapmakta, hiicreye saglamlik

kazandirmakta ve mantar hiicresine sekil vermektedir(4, 5, 6).



Hiicre duvari kuru agirliginin %80-90’1 karbonhidratlar, %10-20’si protein ve
glikoproteinlerden olusmaktadir. Karbonhidratlar ise kitin, glukan, kitozan, galaktan

ve mannan polisakkaritlerinden meydana gelmektedir(4,5, 6).

Mantarlar morfolojilerine gére maya veya kuf gorinuminde olurlar; mayalar
tek hiicreli, kiifler ¢ok hiicrelidir, birden fazla nukleus igerebilirler ve cogalma
mekanizmasi birbirinden farklidir.

Mayalarin genellikle krema kivaminda, yuvarlak, sinirlar1 diizenli kolonileri
vardir. Kapsiilii olanlarin ise kolonileri mukoiddir. Blastospor (tomurcuk, maya
hiicresi, yalanci hif), germ, tup, klamidospor, artrospor ve kapsiil gibi yapilar
Olustururlar. Bunlar identifikasyonda 6nemlidir. Diislik oksijen basincinda ya da
dokuda bazi mayalar hif, yalanci hif veya her ikisini birden olusturabilirler.
Makroskopik, mikroskopik ve biyokimyasal 0©zelliklerine gore tur dlzeyinde
tanimlanabilirler. Ureme o6zelliklerine gore iki gruba ayrilirlar. Gergek veya tam
mayalar eseyli olarak iireyip askospor ya da basidiospor gelistirirler. Kusurlu veya
maya benzeri mantarlar ise sadece eseysiz lirerler (6).

Kandidalar, Deuteromycetes (fungi imperfecti) smifinmnin Cryptococcales
takiminda yer alir. Deuteromycetes sinifi igerisinde seksiiel fazlar1 goézlenmemis
mantarlar bulunmaktadir(6). Ancak bazi Candida tiirlerinde askospor ile eseyli
ureme (teleomorf) saptanmistir. Bunlar Ascomycota: Saccharomycetales takiminda
yer almistir(8)

Kandidalar, oval, kapsilsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif, 1-3 X 4-6 um
boyutlarinda, lateral tomurcuklanma ile eseysiz olarak iireyen,fakiiltatif anaerop
mayalardir. Maya formu disinda kiiltiir ve dokularda yalanci hif veya gercek hif
olusturabilirler. Yalanci hifler, tomurcuklanma sirasinda meydana gelen uzantinin
ana hiicreden ayrilmamasi sonucu gelisir. Gergek hifler ise apikal uzanti tarzinda,
bolmeli ve diizgiin kenarlidir(7).

Candida tirleri, Sabouraud-dekstroz-agar (SDA) gibi rutin besiyerlerinde,
oda sicakliginda ve 37°C’de 24 saatte iireyip genellikle kirli-beyaz veya krem rengi,
yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi1 kokulu koloniler olustururlar. Koloninin
besiyeri ylzeyinde kalan Dbolimu blastokonidyumlardan (maya hicreleri)
olusmustur. Besiyeri yilizeyinin altinda ise yalanct hifler bulunur. Candida albicans
ve C.dubliniensis tirleri Tween 80 agarda, 25°C’da 72 saatte, yalanci hif, , bogum
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bicimindeki bolmelerinde yuvarlak blastokonidyalar ve genellikle u¢ kisimlarinda
genis, kalin-duvarli , yuvarlak terminal klamidosporlar olustururlar. Klamidospor
formasyonu, 30-37°C’da inhibe olur(9, 10).

Kandidalar c¢ok katli hiicre duvarma sahiptir. Kandidalarin hiicre duvari
mannoproteinler (%20-23), glukan (%48-60), kitin (%0.6-2.7), protein (%3-6) ve
lipitten (%48-60) olusur. En dista, konak hiicreye adezyonu saglayan protein tabakasi
vardir. Bu tabaka N-asetilglukozaminidaz ve asit fosfataz gibi enzimler icerir.
Mannoproteinlerdeki farkliliklar, Candida tiirlerinin ayrilmasinda kullanilir. Ancak,
aralarinda capraz reaksiyon da goriilebilmektedir. Kandidalarin hiicre duvarinda
bulunan lipitler ise sterol esterleri (zimosterol), (ergosterol), trigliseritler ve
fosfolipitlerden olusmaktadir(11).

Kandida cinsinin iginde bulundugu turlerin taksonomik iliskileri tam
tammimlanmamistir. Kandidalarin 80°den fazla tiirii bilinmektedir; fakat bunlarin
kii¢iik bir kismi insanlar i¢in patojendir(12)

Son yirmi yilda bir¢ok albicans dis1 kandida tiirleri, klinik olarak onemli
patojenler olarak ortaya ¢ikmistir(13) .1960’larda yaklasik bes Candida tiirti oldugu
distintilirken, son yillarda patojen oldugu bilinen en az 17 Candida tiri
belirlenmistir(12).

Bu cins igerisinde en sik karsilasilan patojen tiir C. albicans’tir. Diger sik
etkenler (%50-%70) C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ve C.
guillermondii’dir. Diger hastalik etkeni olabilen baslica nadir tirler; C. catenulata,
C. ciferii, C. haemulonii, C.intermedia, C. kefyr, C. lambica, C. lipolytica, C.
lusitaniae, C. norvegensis, C. pelliculosa, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C.
viswanathii ve C. zeylanoides’tir. Bu say1 ve siralama giin gegtikce degisebilir.
Eseyli spor olusturan Candida tiirlerinin bazilar1 Clavispora, Debaryomyces,
Issatchenkia, Kuyveromyces, Pichia gibi farkli cinsler olarak tanimlanmaktadir.
Candida stellatoidea, C. claussenii ve C.langeronii turleri C.albicans iginde
smiflandirilmistir(14).

Candida tiirleri dogada yaygin gorillen mayalar olup bircok bitkide,
memelilerin sindirim kanali normal florasinda, insan mukoza ve derisinde bulunurlar.
Klinik drneklerden kolonizasyon veya enfeksiyon etkeni olarak izole edilebilirler.

Normal florada bulunan Candida tiirleri immiinitesi bozulmus hastalarda yasami
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tehdit eden enfeksiyonlara yol acabilirler; C.albicans hemen hemen tiim kandidoz
formlarindan en sik izole edilen tiirdiir (15).

Candida albicans kandidalar icinde en virulan tir olarak bilinmektedir.Bu da
konak hiicreye yapisma 6zelligi , lipaz ve aspartil proteinaz gibi hidrolitik enzimleri
Uretme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Ayrica gergcek hif olusturma ve fenotipik
doniistim gosterme 6zellikleri de patogenezde 6nemli rol oynamaktadir(16).

Candida albicans glukoz, galaktoz ve maltozu fermente eder; laktoz,
mellibiyoz, rafinoz,melisitoz ve inulliini fermente etmez. Glukoz, galaktoz, maltoz,
sukroz, trehaloz, D-ksiloz, ve D-mannit’i asimile eder; laktozu, rafinozu ve
sellobiyozu asimile etmez. Siikrozdan gaz olusturmaz. Sikloheksimide direnclidir.
Candida albicans’1 diger kandidalardan ayiran en Onemli ozelligi germ tiip
olusturma yetenegidir (17). Buna Reynolds-Braude fenomeni de denir (13). Candida
albicans disinda C.dubliniensis ve nadir olarak C. tropicalis kdkenleri de germ tiip

olustururlar.

2.2.2 Albicans dis1 Candida turlerinin genel 6zellikleri

2.2.2.1 Biyoloji ve virulans

Candida albicans hasta drneklerinden halen en fazla izole edilen tirdir. Mukoza
enfeksiyonlarmin % 90-100’t ve kandidemilerin % 50-70’1 C.albicans ile gelisir.
Kan dolasimi enfeksiyonlarinin % 95-97’si C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis,
C.tropicalis ve C.krusei olmak Uzere baslica bes Candida tiirii ile gelismektedir(18).

Genel olarak bakildiginda iilkemizde ve tiim diinyada kandidemilerde
C.albicans’dan diger Candida tirlerine kayis oldugu soylenebilir(18). Albicans disi
kandidalarin klinik olarak Onemlerinin artmasiyla birlikte ¢ofu arastirmaci da
bunlarin ¢esitli biyolojik ve virulans 6zelliklerini arastirmaya baslamistir. Bu tirlerin
¢ogu Candida albicans gibi yalanct hif olusturabilir(16).

Bu nadir tilirlerden kendi izolatlarimiz arasinda yer alanlarin o6zellikleri

asagida tanimlanmistir.



C.catenulata: insan hastaliklarindan gok seyrek izole edilir. Ancak diski, kil-
s1z deri ve ayak derisinde flora elemani olarak bulunabilir. Onikomikoz etkeni olarak
bildirilmistir(19).

C.dubliniensis:. Son on yildir Ozellikle HIV ile enfekte kisilerde ve
diyabetiklerde oral kandidiyaz etkeni olarak ve de kistik fibrozis hastalarinda
balgamdan C. dubliniensis izolasyonlar1 bildirilmektedir(20).

Bu organizmanin patojen potansiyeli, en ¢ok HIV (+) hastalarin agiz lezyon-
larindan ve de HIV (+) ve HIV (-) hastalarin seyrek de olsa kan, idrar, diski, ve
balgamlarindan da izole edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu tiir, in vitro ve in vivo
kosullarda flukonazole karsi hizla direng gelistirebilmesi nedeniyle, tanimlanmasi
onemlidir(19).

Germ tup olusturmasi ve klamidokonidya olusturmas: gibi o6zellikleri
C.dubliniensis’in baz1  izolatlariin C.albicans olarak tanimlanmasina sebep
olmustur..Karbonhidrat  asimilasyonlari, = Beta—D-glukozidaz  aktivitesi  ve
CHROMagar Candida, Staib agar, Niger agar, Tobacco agar gibi diger farkli
ortamlarda kolonilerin renk degisikligi gostermesi ve 42-45°C de SDA’da iyi iireme
gosterememesi gibi C dubliniensis’i , C .albicans‘dan ayiran gesitli fenotipik
metodlar bildirilmistir(21).

C.lipolytica: Cok seyrek rastlanan ve virulans: diisiik bir tiirdir. Fungemiye
yol agmasi i¢in bir damar i¢i yabanci cismin varligi gerekmektedir. Saglikli bireyle-
rin diski, balgam ve orofarenksinden izole edilebilmektedir(19). Biyofilm Gretimleri
kateterlerde kolonize olmalarina katkida bulunmaktadir(22).

Kore’de 2000 yilinda ayn1 saglik calisanin hizmet verdigi 4’1 santral vendz
kateterli 5 hastada C.lipolytica fungemisine rastlanmistir. Bunlarin  flukonazol
MIK leri 32 pg/ml olarak saptanmus, Kateter cekilerek ve amfoterisin B ile tedavi
edilmiglerdir(23). Tirkiyede kateter iliskili C.lipolytica fungemisi olan 2
yenidoganda kateter ¢cekilmesi ve amfoterisin B tedavisine cevapsiz kalan olgularda
kaspofungin ile basarili sonug alindig1 bildirilmistir(24).

C.lusitaniae: Tibbi agidan son yillarda 6nem kazanan bir tirdir. Bagisiklik
sistemi ¢cOkmiis hastalarda sistemik kandidiyaza yol agmakta ve kan, balgam, riner
ve GIS orneklerinden izole edilmektedir. Cok olmasa da, amfoterisin B'ye kars: do-

gal direncli kokenlerin izolasyonu, 6nemini artirmistir (19).



C. norvegensis: Seyrek olarak kandidiyaza yol a¢an ve son yillarda 6nem ka-
zanan bir mayadir. lk kez, 1990 yilinda bobrek nakli yapilan ve bagisiklik sistemi
baskilanmis bir hastanin kan, periton sivist ve solunum yolu salgilarindan izole edil-
mistir; bu koken amfoterisin B ve flusitozine kars1 direncli bulunmustur(25).

C.norvegensis insanlarda sik rastlanan bir enfeksiyon etkeni degildir. ilk
olarak Norve¢’de 1940’dan 6nce astimli 3 hastanin balgaminda izole edilmistir.
1990-1996 yillar1 arasinda yine Norveg’de 8 hastadan izole edilen C.norvegensis
kokenlerinden 4°li patojen olarak kabul edilmis, 1940°dan 6nceki kdkenlerle birlikte
1990-1996  yillar1 arasinda ¢ikan kokenlerin  timii  flukonazole direngli
bulunmustur(26).

Asimilasyon testi olan ID 32C ile C. inconspicua ve C. norvegensis’in
ayirimi yapilamamaktadir. Ciinkdi; bu iki tiir ID 32C” de ayn1 kodla gosterilmektedir.
Bu nedenle ayirim igin eskiilini hidroliz gibi biyokimyasal testler ve PCR
gerekmektedir(27). Eskulini hidroliz eden kokenler Candida norvegensis olarak
degerlendirilir(28).

C.inconspicua: Domenico D’antonio ve arkadaslari (1998), hemolitik
maligniteli 3 hastada C.inconspicua’nin neden oldugu enfeksiyonlar bildirmislerdir.
Bunlardan Ikisinde hastada damar igi kateter kullanimina bagl fungemi, diger
hastada ise fungal hepatit gelismistir. Antifungal direnglilikleri incelendiginde ise ii¢
izolatin da flukonazole kars1 32 pg/ ml © den biiyilk MIK degerlerinde direnge sahip
olduklari saptanmuistir (29).

C.pelliculosa: Bitki, toprak ve meyve sularinda bulunan bir tirdir. Bagisik-
lik sistemi ¢Okmiis hastalardaki damar ici kateter kokenli fungemi olgularindan izole
edilmekte olup, tibbi 6neme sahip yeniden glncellesen mayalar arasinda yerini al-
mistir (19).

Pediatrik yogun bakim iinitelerinde salginlar bildirilmistir. Teleomorfu Pichia
anomala olarak adlandirilir.Yapilan caligmalara gore C.pelliculosa’ nin azol grubu
antifungallere duyarliliginin azaldig1 gorilmektedir(30, 31).

C.pulcherrima: Cok seyrek olarak bagisiklik sistemi ¢okmiis kisilerde hasta-
lik etkeni olabilmektedir(19).



C.utilis: Bu tur, etanol tretimi gibi endistriyel uygulamalarda kullaniimakla
birlikte, basta AIDS'li ve Kateter takili olmak (zere bazi hastalarda ¢ok ender olarak
kandidiyaza yol acabilmektedir(19).

C.sake: 42°C’ de iliremez. Beyaz veya krem rengi koloniler olusturur.Cesitli
cicekler ve sebzeler, kayin agact bitki 6z, liziim suyu, bira, sarap, Japon piring rakisi
(sake), donmus somonda bulunur. AIDS hastalariin agiz bosluklarindan izole
edilmistir(32).

C.famata: Cok tarafli tomurcuklanma gosterir. Siit iirlinlerinde, peynirde,
suda, bitkisel maddelerde, sebzelerde ve memelilerde bulunur; klinik materyalden
nadir olarak izole edilir. Okiiler endoftalmitli, SSS enfeksiyonlu olgular oldugu ve
fungemiye neden olabildigi bildirilmistir(33).

C.intermedia: Peynir yiizeyinde ve insan agiz boslugunda bulunur. Klinik
orneklerden nadir olarak izole edilir. Kateter iliskili enfeksiyonlar yaptigina dair
yayinlar bulunmaktadir(34)

C.melibiosica: Basit yalanct hif olusturur. Cok tarafli tomurcuklanma
gosterir. Eseyli evresi yoktur. Toprakta ve agagta bulunur. Kan kultiriinden izole
edilen vakalar bildirilmistir(35)

2.2.3 Antifungal ilaclar :

Antifungal ajanlar deri, mukoza ve i¢ organlarin lokal veya sistemik mantar
enfeksiyonlarina kars1 etkili bilesiklerdir(36). Topikal, oral, parenteral yoldan
kullanilabilirler.

Mantar enfeksiyonunun tanisinin konulamamasi veya ge¢ konulmasi
nedeniyle tedavide kullanilacak antifungal ilacin se¢imi, dozu ve kullanim siiresiyle
ilgili veriler yetersiz oldugu gibi antifungal ajanlarin in vitro ve in vivo duyarlilik
sonuglar1 da standartlagsmis degildir. Tedavinin basarili olabilmesi igin genis
spektrumlu, viicut doku ve sivilarina iyi dagilim gosteren ve konak¢idan daha fazla

fungal 6zgullugi yuksek olan ilaglara gereksinim duyulmaktadir.



Antifungal ilag tedavisi toksik etkilerinden dolayr 1950' li yillara kadar
potasyum iyodiir ve metilen mavisi ile simirli kalmistir. Daha sonra amfoterisin B
kesfedilmis ve 1950'li yillarda kullanima girmesinden bu yana sistemik mantar
enfeksiyonlarinin tedavisindeki 6nemini korumustur(37).

1950°1i yillara kadar iyod, fenol tlrevleri, salisilik asid ve turevleri, benzoik
asid gibi karbonik asidler kullanilmaktayken, 1951 yilinda hem oral hem de topikal
etkili poliyen antibiyotik olan nistatin bulunmustur. 1956’da polien bir antibiyotik
olan amfoterisin B’nin bulunmasi sistemik antifungal tedavide doniim noktasi
olmustur. Daha sonra flusitozin mantar tedavisinde kullanilmaya baslanmistir.
Amfoterisin B ve 5- flusitozin’in uygulamalarinin zor olmasi ve toksik olmalar
sebebiyle, yeni antifungal ilaglar gelistirilmis veya eski ilaglarin yeni formiilleri
olusturulmustur. 1958’de oral antifungal olan griseofulvin, 1969°da imidazol
tirevlerinden klotrimazol ve mikonazol, 1977°de ketokonazol ve 1980’li yillarda

genis etki alanina sahip flukonazol ve itrakonazol kullanima girmistir (38, 39).

2.2.3.2 Poliyen antifungaller:

Poliyen grubu antifungaller; nistatin, amfoterisin B ve piramisindir (natamisin).
Poliyenler fungal hiicre membraninda bulunan ergosterole baglanarak etki eder. Bu
baglanma hiicre igeriginin sizmasina ve hiicre oliimiine sebep olur.1955 yilinda
Streptomyces nodosus kokeninden elde edilen amfoterisin B, sistemik antifungal
tedavide kullanilan en eski ve en genis spektrumlu antifungal ilactir. Birgok maya,
kif ve dimorfik mantara fungisidal etkilidir. Amfoterisin B deoksikolat ve (g lipid
formilasyonu ( lipid kompleks, kolloidal dispersiyon ve lipozomal amfoterisin B)

sistemik fungal enfeksiyonlarda intravendz yolla uygulanmaktadir(40).

2.2.3.2.1 Amfoterisin B

Amfoterisin B, bir ucunda hidrofilik polihidroksil zinciri ve diger ucunda lipofilik
poliyen hidrokarbon zinciri bulunan amfoterik bilesiktir. Sudaki c¢oziiniirligi
zayifdir. Ticari olarak bulunan formulasyonu amfoterisin B deoksikolatdir.

Amfoterisin B’ nin nefrotoksik o6zelliginden dolayr lipid formulasyonlari
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gelistirilmistir. Kutantz kandidiyazda kullanilmak iizere topikal amfoterisin B

formulasyonlari da vardir(41).

Etki Mekanizmasi; Amfoterisin B, mantar hlicre membranindaki ergosterole
baglanir ve osmotik dengeyi bozar. Hucre membranmin osmotik gegirgenliginin
artmasina neden olur. Bunun sonucunda intraselliiler potasyum, magnezyum, seker
ve metabolitlerinin membrandan sizmasina ve hiicre 6liimiine neden olur. Lipozomal
amfoterisin B de ayn1 mekanizmayla etki gosterir. Amfoterisin B’ye bagl oksidatif
hasar kandidaya kars1 antifungal aktivitesine katkida bulunur(41). Amfoterisin B,
genig Dbir antifungal spektruma sahiptir. Bircok Candida turt, C.neoformans,
Aspergillus ve Mucor tarleri ile Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis gibi mantarlara bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir. Amfoterisin B’e karst azalmig duyarlilik
ya da direng gosteren Candida guillermondii, C.krusei, C.lusitaniae ve Aspergillus
terreus gibi bazi tirler de mevcutdur. Fusarium ,Pseudallescheria boydi,,
Trichosporon asahii, Sporothrix schenckii izolatlarinin amfoterisin B’e duyarliliklar
degiskenlik gostermektedir(41).

Amfoterisin B, akciger, dalak, bobrek gibi bircok organ ve dokuya gecebilir
fakat beyin omurilik sivisma gecisi zayiftir. Bu sebeple santral sinir sistemi
enfeksiyonlarinda intratekal kullanilabilir(41).

Amfoterisin B nefrotoksik bir ilagtir. Bunun yaninda ates, miyalji,
hipotansiyon, bronkospazm ve tromboflebit gibi yan etkiler olusturabilir.
Amfoterisin B’nin lipid formulasyonlar1 nefrotoksisite ve diger yan etkileri anlaml
bir sekilde azaltabilir(41).

Poliyenlere direng ergosterol miktarinin azalmasi sebebiyle plazma

membranindaki lipid kompozisyonunun degisimi sonucu meydana gelir(42).

2.2.3.2 Azoller:

Azol grubu antifungal ajanlar fungustatik etkili olup, imidazol ve triazoller denen iki
gruba ayrilir(41).
Etki Mekanizmasi; Azol grubu ilaglar sitokrom p-450 bagimli enzim

sistemine baglanarak lanosteroliin C-14_ demetilasyonunu inhibe eder. Bu enzim
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lanosterolii ergosterole dondstirdugi icin ergosterol sentezi inhibisyonuna ve
dolayisiyla fungal hiicrelerdeki membran sentezinin inhibe olmasina neden olur(41).

Imidazol grubu azol halkasinda iki nitrojen molekiilii igerir. imidazol grubu
icerisinde sadece ketokonazol sistemik etkili iken digerleri topikal tedavide
kullanilirlar(41).

2.2.3.2.1 Ketokonazol

Ketokonazol, imidazol grubu antifungal ajanlarin lipofilik iiyesidir. Sistemik mikoz,
dermatofitoz ve kutantz kandidiyaz tedavisinde kullanilmak iizere oral ve topikal

formlar1 vardir(41).

2.2.3.2.2 Flukonazol

Triazol tiirevi antifungaldir. Flukonazoliin avantajlar1 oral ve intravendz formlarinin
bulunmasi, hepatik, gastrik ve endokrinolojik toksisitesinin diisiik olmasidir(41).

Flukonazol C.neoformans ve Candida turlerine  etkilidir; C. krusei
flukonazole karsi intrensek direngli olup, C. glabrata’nin bazi izolatlar1 da
flukonazole karst doza bagimli duyarlilik (DBD) ya da direng gostermektedir.
Candida tropicalis, C. norvegensis, C.dubliniensis ve C. inconspicua tiirleri siklikla
flukonazol igin yiiksek MIK degerlerine sahiptir(41).

Flukonazol suda ¢6ziinen bir bilesiktir. Absorbsiyonu gastrik asiditeden ve
sindirilmis gidalarin yagl igeriginden etkilenmez. TUm organ ve dokulara yayilimi
lyidir. Suda iyi ¢0Oziinebilmesi sebebiyle beyin omurilik sivisina rahatca
gecebilmektedir(41).

Kandidiyaz, kriptokokkoz ve koksidioidomikoz tedavisinde kullanilabilir.
Histoplazmoz, blastomikoz ve sporotrikozda 2. sirada secilecek ajandir(41).

Flukonazol kullanimina bagli yan etki ve toksik reaksiyonlar nadirdir. Seyrek

olarak allerjik reaksiyonlar, anjiyoddem, trombositopeni ve alopesi gorilebilir(41).
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2.2.3.2.3 itrakonazol:

Itrakonazol, lipofilik triazol grubundan olup kapsiil veya solisyon iginde oral ve
intravendz olarak kullanilir. Candida turleri, C.neoformans, Aspergillus turleri,
dermatofitler, P.boydii, S.schenckii ve endemik dimorfik patojen mantarlar1 igine
alan genis bir antifungal aktiviteye sahiptir. Flukonazole direngli C.glabrata ve
C.krusei kdokenlerinin bazilarina etkilidir. Itrakonazol kandidiyaz, aspergilloz,
dermatomikoz, onikomikoz, kromoblastomikoz, histoplazmoz, koksidiomikoz,
parakoksidiomikoz, kriptokokkoz ve sporotrikoz infeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilir. Itrakonazol, lipofilik oldugundan dolay1 beyin omurilik sivismna gecisi
zayiftir. Piriilan eksudalara ve yag dokusuna yilksek konsantrasyonda geger.
Itrakonazole bagli yan etkiler flukonazolle benzerdir. Yiiksek dozlarda hipokalemi,

6dem ve hipertansiyona yol acabilir. Hepatotoksik etkisi nadirdir(41).
2.2.3.2.4 ikinci kusak triazoller

Ikinci kusak triazoller genis etki spektrumuna ve diisiik toksisiteye sahiptir. Etki
mekanizmalar1 benzer olan bu triazoller, flukonazole direncgli ve duyarli funguslara
gucli bir antifungal etki gostermektedirler. lkinci jenerasyon triazollerden
vorikonazol ve posakonazol; mayalar, C. neoformans ve Aspergillus, Scedosporium
ve Fusarium tiirlerinin bulundugu kiiflere etkinlik gostererek genis etki spektrumuna
sahiptirler. Flukonazol ve vorikonazole direncli Candida tdrlerine etki
gosterebilmesine ragmen, capraz direng de goriilebilmektedir. Posakonazolde ise,
flukonazol ile capraz diren¢ nadiren gozlenmektedir. Ayn1 zamanda bu ilag,

Zygomycetes tirlerine de etki gostermektedir(43).

Triazol grubunda klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarmin devam ettigi yeni
ilaglar bulunmaktadir. Bunlardan isavukonazol ve ravukonazol, uzun yar1 dmiirleri,
dokulara genis dagilimi1 ve invaziv aspergilloz ve kandidiyaza etkinliklerinin iyi
olmasi gibi benzer 6zelliklere sahiptirler. Diger bir ilag albakonazoliin de, Candida,
Cryptococcus ve Aspergillus tiirlerine etkinliginin iyi oldugu gosterilmistir. Ikinci
jenarasyon triazollerin, invaziv mantar enfeksiyonlarimin tedavi ve proflaksisinde

kullanimi giderek artmaktadir(44, 45).
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Vorikonazoliin etki spektrumu genis olup (flukonazole direngli bazi izolatlar
dahil) Candida tarleri, C.neoformans, Trichosporon tirleri, Blastoschizomyces
capitatus, Aspergillus tdrleri, Fusarium tdrleri, Scedosporium apiospermum, S.
prolificans, B.dermatitidis, H.capsulatum, C. immitis, Penicillium marneffei ve
dermatofitleri kapsar. Flukonazole direncli kandidalarin biyik bir kisminda, ¢apraz
reaksiyon sonucu, ketokonazol, itrakonazol ve vorikonazole de direng gorilmektedir.
Vorikonazol, nonnotropenik kandidemi, 0zofageal kandidiyaz ve hepatosplenik

kandidiyaz dahil sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (45).

2.2.3.2.5 Azol direnci

Azoller hiicre icine girebilmek icin ergosterol sentezinde yer alan, anahtar enzim
olan Lanosterol 14-demetilazi (14 DM) inhibe ederler (fungustatik). Lanosterol
demetilazin aktif baglanma boélgesinde hem molekiilii bulunmaktadir. Azoller azol
halkasindaki spesifik bir nitrojen atomu ile hemin demirine baglanir. Bdylece
lanosterolun demetilasyonunu, dolayisiyla ergosterol sentezini  Onler. Azol
direncinde farkli potansiyel molekiiler mekanizmalar vardir. Bunlarin ¢ogu hedef
enzimlerde mutasyonel degisiklik ve efluks pompasi araciligr ile disa atilim gibi
antibakteriyel direncle benzer 6zelliktedir(42,46).

Mantarlar tarafindan molekiiler seviyede olusturulan direng mekanizmalari

sunlardir:

a) Membranin sterol komponentinde degisiklik meydana getirerek ilacin girisini

azaltirlar.Bu sekilde amfoterisin B’ye de direng gelismis olur.

b) 14 DM enzimini kodlayan ERG 11 geninde spesifik nokta mutasyonlari
olusturarak enzimin yapisin1 degistirirler. Boylelikle ila¢ enzimi taniyamaz.Ya da
gende amplifikasyonun ve ekspresyonun artmasina yol agip, asir1 miktarda enzim

olusumuna ve ilacin bu miktardaki enzimi inhibe edememesine sebep olurlar.
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C) Bu grup ilaclar, ergosterol biyosentezinde yer alan diger enzimlerde bazi
degisiklikler olustururlar. Ornegin, delta 5,6 desaturazda inhibisyon yaptiginda,
membran yapisinda degisme izlenmekte, dolayisiyla mantar hiicresine girisi

azalmaktadir.

d) [lag atimindaki artis: ¢oklu ilag atim pompalari, ilaglarm ve kiigiik
molekiillerin hiicre i¢i konsantrasyonlarini azaltmaya yonelik ¢alisirlar(46). Ilag atim
pompalari iki aileden olusmaktadir. Bunlar; MDR1 geni tarafindan kodlanan major
fasilitator siiperfamilya (MFS) tasiyict ve CDR1, CDR2 geni tarafindan kodlanan
ATP baglayan kaset (ABC) tasiyicilardir(47, 48). ATP baglayan kaset (ABC)
tastyicilar, bir transmembran poru ile iki adet ATP baglayan kasetten olusur. Atim
icin gerekli metabolik enerjiyi kasetlerdeki ATP’den saglar. Kodlayan gen CDR’dir.
Hem azollerin hem de diger ilaglarin transportunda rol alir. ’Major fasilitator’” ise
tek bir transmembran porundan ibarettir. Metabolik enerjiyi membran
potansiyelinden alir veya kotransportu kullanir. Kodlayan gen BEN’dir. Sadece
flukonazol atiminda rol alir.CDR veya MDR genlerinin mRNA seviyesindeki artis
sonucunda ilacin disar1 atilma hizi artmakta, hiicre i¢inde azol birikimi azalmakta ve

direng gelisimi izlenmektedir (46, 48).

2.2.3.3 Antimetabolitler

2.2.3.3.2 Flusitozin

Antimetabolitler  icinde  kullanilan  tek  antifungal ajandir.  Antifungal
aktivitesini,pirimidin metabolizmasin1 bozarak, fungal hiicrelerdeki DNA, RNA ve
protein sentezini engelleyerek gosterir. Flusitozin, sitozin permeaz enzimi sayesinde
fungal hucre igerisine girer ve sitoplazmada deamine olarak 5-florourasile (5FU)
cevrilir. 5FU ise 5-florodeoksiiiridin’e doniisir ve bu da fungal DNA sentezini ve
niikleer boliinmeyi saglayan timidilat sentetazi inhibe eder(41).

Antifungal etki spektrumu Candida tirleri, C.neoformans, ve
kromoblastomikoza neden olan dematiase6z mantarlarla sinirhidir(41).

Yiiksek dozlarda serum, BOS ve diger viicut sivilarina gegebilir. Flusitozine

sekonder direng gelistiginden monoterapide kullanilmaz. Siklikla amfoterisin B ile
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kombine edilerek kullanilir. Amfoterisin B- Flusitozin kombinasyonunun kullanildigi
en sik endikasyon kriptokokkal menenjitdir. Bu kombinasyon ayni zamanda kandida
menenjitinde de yaralidir(41).

Kemik iligi supresyonu, hepatotoksisite ve gastrointestinal intolerans
flusitozinin major yan etkilerindendir. Flusitozin bobreklerden atilmaktadir. Bu
ylizden amfoterisin B gibi nefrotoksik ilaglarla kullanimi sirasinda renal disfonksiyon

gelisirse toksik kan seviyelerine ulasabilecegi i¢in dikkatli olunmalidir(41).

2.2.3.4 Allilaminler

Bu grupta sistemik oral ve topikal kullanilan terbinafin ve sadece topikal kullanilan
naftilin yer alir. Allilaminler “skualen epoksidaz” enzimini inhibe ederek ergosterol
sentezini azaltirlar. Terbinafin;  dermatofitler, Malassezia furfur, S.schenckii,
Aspergillus ve Candida turlerinin tedavisinde etkilidir.Terbinafinin oral ve topikal

formlart bulunmaktadir(41).

2.2.3.5 Griseofulvin

Griseofulvin dermatofit enfeksiyonlarinda kullanilan bir antifungaldir. Mantar
hlcrelerinin mikrotiibiiler proteinlerine baglanip mitozu baskilayarak etki gosterir.
Oral kullanilan formlar1 vardir. Ilacin bulanti, basagrisi, diyare, hapatotoksisite,

dokintu ve norolojik belirtiler gibi yan etkileri vardir(41).

2.2.3.6 Ekinokandinler

Ekinokandinler, fungal hiicre membraninda protein yapisinda bir makromolekiil olan
ve hiicre duvarmin yapisal bitiinligiinii saglayan 1,3,-D glukan sentezini inhibe
eder. Bunun sonucunda duvar biitiinliigli, hiicre morfolojisi bozulur ve hiicrenin
6limd ile sonuglanir(49).

Ekinokandinler genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip lipopeptidlerdir.
Kullanimda olan ekinokandinler; kaspofungin, anidulafungin , mikafungin’dir.

Anidulafungin ve mikafunginin Candida tiirlerine kars1 in-vitro aktiviteleri
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kaspofungine oldukca benzerlik gosterir. Anidulafungin oral ve intraventz olarak
kullanilabilir(41).

Fungisidal 6zellikte olan bu grup, esas olarak diger antifungallere direncli
olan suglar dahil olmak Uzere kandidalara etkilidir. Candida parapsilosis ve
C.guilliermondii'ye etkinlikleri daha az olmakla beraber klinik 6nem tagimaz,
C.neoformans'a etkili degildir. Aspergillus’lara etkili olmakla beraber, ¢ogalmakta
olan hiflere etkisi sinirlidir(49).

Ekinokandinlerin C.albicansdaki molekiler hedefi beta-(1-3)-D-glukan
sentazin FKS1 alt iinitesidir. Kaspofungin direnci siklikla FKS1 gen mutasyonuyla
iligkilidir(50).

Candida albicans, C.glabrata, C.parapsilosis ve C.krusei kokenlerinde
ekinokandinlere kars1 artan direng gorulebilmektedir(51).

Invaziv kandidiyazis ve ozefageal kandidiyazisde kullanim lisans:
bulunmaktadir. Kaspofungin, orofarengeal ya da 6zefageal kandidiyaz tedavisinde
kullanildiginda hem amfoterisin-B deoksikolat, hem de flukonazol kadar etkili
oldugu gosterilmistir(49).

Tum Candida tiirlerine karsi aktiftir, bununla beraber C.parapsilosis ve

C.guilliermondii gibi bazi izolatlarin MiK degerleri oldukca yliksektir(49).

2.2.3.7 Diger Yeni Antifungal Ajanlar

Gunumiizde birgok antifungal ajan arastirma asamasindadir. Bunlar nistatinin
lipozomal formu, kitin sentaz inhibitori (nikomisin Z) ve sordarin ve azasordarin
deriveleridir. Sordarin ve azasordarinler mantar protein sentezi i¢in énemli olan

elongasyon faktor-3’ii (EF-3) bloke ederek fonksiyon gormektedir(41).
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2.2.4. Antifungal Duyarhlik Testleri:

Tedavi seceneklerini belirlemeye yol gosterebilecek standartlastirilmis, in vitro
verileri klinikle uyumlu antifungal duyarlilik deneyleri gelistirilmesi {izerinde yogun
caligmalar yapilmaktadir. 1982 yilinda Amerika'da National Committe for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), Antifungal Duyarlilik Deneyleri Alt Komitesi
olusturulmus; bir dizi isbirligi ¢alismalarindan sonra 1992 yilinda Candida turleri ve
C.neoformans'in amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve ketokonazole karsi in Vitro
duyarliligini 6lgmeye yonelik standartlagtirilmig bir referans makrodiliisyon yontemi
(M27-P belgesi) gelistirilmistir. Bu yontem referans laboratuvarlar i¢in uygun
olmakla beraber rutin laboratuvarlar i¢in daha kolay ve daha az zaman alic1 bir
yontem gelistirilmesi amaciyla 1995 yilinda bir referans mikrodiltsyon rehberi
(M27-T) yayinlanmisgtir. Bu yoOntemle Onerilen gorsel okuma zor oldugundan
spektrofotometrik okuma ve bazi oksidasyon rediiksiyon indiktorleri kullanilarak
okumay1 deneyen ¢alismalar yapilmistir. Bir goriis birligi slreci igerisinde
laboratuvarlar aras1 uyum ve tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmis ve her iki belge

gelistirilerek 1997 yilinda M27-A referans rehberi olusturulmustur (52).

Glivenilir ve tekrarlanabilir duyarlilik yontemleri gelistirildikten sonra direng
simirlarinin - belirlenmesi  ve direngli kdkenlerin ortaya ¢ikarilmasi iizerinde
calisilmaya baslanmig; NCCLS referans yontemleri uygulanarak elde edilen minimal
inhibitdér konsantrasyon (MIK) degerleri ile klinik yanitlar arasindaki korelasyonun
genellikle saglandigi goriistine varilmistir. Mayalar i¢in duyarlilik kategorileri
bakterilerde oldugu gibi duyarli (S), orta duyarhi (I) ve direngli (R)'ye olarak ifade
edilmekte; flukonazol (FKZ), itrakonazol (ITZ) igin yeni bir terim olan doza bagiml
duyarli (DBD) da kullanilmakta; kandida enfeksiyonlarinda MIK degeri DBD
kategorisinde olan kokenlerle karsilasildiginda, FKZ igin > 400 mg/gun gibi ylksek
dozlarda tedavi planlanmasi; sindirim yolundan emilimi sorunlu olan ITZ igin ise iyi
bir emilimin saglanmasina gayret edilmesi ve 0.5 mg/ml kan seviyesine ulasilmasi
onerilmektedir(52). Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (NCCLS)’nin
antifungal duyarlilik testleri alt komitesi tarafindan, 2002°de degisikliklerle M27-A2
rehberi yayinlanmistir. Bu rehber Candida tirleri ve C.neoformans’a yoénelik olarak

metodolojisindeki  makrodilisyon ve mikrodilisyon yontemlerini  yeniden
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standardize etmistir (53). Son olarak 2008 yilinda BMD’e dayali M27-A3 y0nergesi

kullanima sunulmustur(3).

2.2.4.1 Antifungal Duyarhhlik Test Yontemleri:

2.2.4.1.1 Diliisyon temeline dayah yontemler

a) Buyyon makrodiltsyon yontemi: Genellikle pH indikatorli RPMI 1640
besiyeri kullanilmaktadir. Antifungal ilaglar 6nce, uygun ¢oziiciilerde ¢ozuldiikten
sonra,steril  edilmis besiyeri ile sulandirilir. Mayanin steril SF igerisinde
slispansiyonu ve takiben besiyerinde son inokiiliim miktar1 hazirlanir. Hazirlanan
antimikotiklerden 0,1 ml; Gizerine de maya iceren soliisyondan 0,9 ml deney tiplerine
eklenir ve karistirilir. 35°C’de 46- 50 saat inkiibasyon sonunda ilagli besiyeri tiipleri,
tireme kontrol tiipleri ile kiyaslanarak gorsel olarak degerlendirilirler (54).

b) Buyyon mikrodilisyon yontemi (BMD): Makrodillisyon yontemine
benzer.Fakat yapilmasi daha kolay, daha ucuz ve daha az zaman alic1 olup 24 saatte
sonu¢ almabilir. Once ilaglarn ve mantarlarin uygun sulandirimlar1 hazirlanir.
Deneyler U tabanli 96 kuyucuklu steril mikroplaklarda c¢aligilir. Kuyucuklara 100’er
ul ilag solusyonu ve 100’er ul maya siispansiyonu dagitilir. Plaklar 35°C’de 24- 48
saat inklbe edilir. Test c¢ukurlari tireme kontrol g¢ukuru ile gorsel olarak
degerlendirilir. Elde edilen bulaniklik 0’dan 4’e kadar rakamla ifade edilir:

0: Bulaniklik yok

1: Hafif bulanik (kontrole gore % 0- 25 bulaniklik )

2: Bulaniklikta belirgin azalma (kontrole gore %25- 50 bulaniklik)

3: Bulaniklikta hafif azalma (kontrole gore %75- 100 bulaniklik)

4: Bulaniklikta azalma yok (kontrole gére %100 bulaniklik)

Bu kriterler gdz Oniine alindiginda MIK degeri amfoterisin B icin hig
bulanikligin olmadigi 0 degeri, azoller igin ise 2 degeridir (54).

c) Agar dilisyon yontemi: Agar besiyeri hazirlanirken igerisine 1/10
oraninda ilag¢ diliisyonlar: ilave edilir. Ureme kontrolii igin de ilagsiz besiyeri
hazirlanir. Maya stspansiyonu diger yontemlerdeki gibi hazirlanir ve bunlardan

besiyerine 1- 3 ul ekim yapilir. Ekimler 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
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degerlendirilir. Koloninin iiremesini inhibe eden en diisiik ila¢ konsantrasyonu MiK

degeri olarak belirlenir (54).

2.2.4.1.2 Diftizyon Yontemleri:

a) Disk difiizyon yontemi: Kolay, hizli, ucuz bir yontem olup kandida ve
diger mayalara karsi flukonazol ve vorikonazol i¢in direng durumunu belirlemede
kullanilir (53).

b) E-test yontemi: Antifungalin ¢esitli konsantrasyonlarinin emdirildigi
seritler ile ¢aligilir. Pahali fakat uygulamasi kolay, ek malzemeye ihtiya¢ olmadan
MIK degerlerini saptayabilen bir yontemdir(54).

2.2.4.1.3 Akimsitometri (Flowcytometry) Temeline Dayanan Yoéntemler:

DNA’ya baglanan vital boyalar ile 6lii ve canli hiicre ayirma temeline dayanir.
Ortama eklenen floresanli boyalar hiicrelerde ilaca bagli membran hasarn
olustugunda hiicre igine girmektedir. Bu sekilde antifungal ilaglarin etkinligi ve MIK

degerleri belirlenebilmektedir (54).

2.2.4.1.4 Diger YOntemler:

a) CLSI ile yiksek uyumlu olan ergosterol biyosentezinin
engellenmesini dlgen test, azoller i¢in kullanilir.

b) Ureme olup olmamasma goére XTT, MTT gibi tetrazolyum
bromir,tetrazolyum hidroksit boyalarinin  kolorimetrik ayira¢ olarak renk
degistirmelerine dayanan testlerdir.

C) [lacin etkinligini hiicre ici ATP yogunlugunu 6lgerek belirleyen testtir
(53, 54).

2.2.4.2 Ticari MiK Metodlari:

Klinik kandida izolatlarmin flukonazol duyarliligini belirlemede 3 ticari iiriin US

FDA tarafindan onay almistir.Bunlar:
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a) E Test(AB Biodisk, Solna ,Isvicre)

b) Sensititre Yeast One colorimetric plate

c) Vitek2 Yeast Susceptibility Test (BioMérieux, Inc, Durham, NC)
Sensititre Yeast One ayrica itrakonazol ve flusitozin i¢in de FDA’den onay
almigtir(55).

Gliniimiizde antifungal duyarlilik testlerinin hizli ve giivenilir bir sekilde
yapilmasini amaglayan, kullanima hazir ticari sistem ve kitler gelistirilmektedir. Bu
testler;

a) Candifast (International Microbio/Stago Group, italya),

b) Integral Systems Yeasts (Liofilchem Diag, Italya),

c) Fungitest (Bio-Rad SDP, Fransa),

d) ATB Fungus ( bioMérieux,Fransa),

e) Mycostandard (Institut Pasteur, Fransa),

f) Mycototal (Behring Diagnostic, Fransa) gibi testlerdir .

Mycototal, Mycostandard, ATB Fungus, Candifast mikrodillisyon yontemini
esas alan ticari sistemlerdir. Aralarinda kullanilan besiyerleri ve denenen antifungal
ilaglar yoniinden farklar vardir. Bu ticari sistemler kirilma noktalar1 (break point) ile
sinirht ilag konsantrasyonlarina sahiptirler. Bu sistemlerden sadece ATB Fungus,
Mycostandard ve Mycototal, M27-A metoduna uygun sekilde tasarlanmistir(56, 57).

Son yillarda gerek Tirkiye’de gerekse diger iilkelerde yeni glincellesen
Candida albicans dis1 tiirlerin, klinik materyallerden artan oranda izole edildikleri
goriilmektedir. Bunlar arasinda C.dubliniensis, C.intermedia, C.lusitaniae, C.sake,
C.lipolytica, C.famata, C.norvegensis, C.inconspicua, C.pelliculosa, C.pulcherrima,
C.utilis, C.melibiosica ve C.sphaerica dikkat ¢eken turlerdir. Ancak bu turlere ait
antifungallere duyarlilik profilleri hakkinda yeterli bilgi olusmamistir. Bu tiirlerin
insan hastaliklarinda oynadiklar1 roliin meydana ¢ikmasi i¢in dogru tanimlama ve
tirler arasinda giivenilir bir ayrimin yapilmast ve en uygun antifungal duyarhilik
yonteminin belirlenmesi gerekmektedir.

Son yillarda albicans dis1 Candida tiirlerinin artis gostermeye baslamasi ve
bununla birlikte saptanan antifungal direng artis1 klinisyenin uygun tedavi se¢imine

yardimci olacak laboratuvar verilerinin glincellenmesini gerektirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada 2002—2009 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvart Mikrobiyoloji Biriminde cesitli klinik materyallerden izole
edilen, etken olmas: muhtemel olarak degerlendirilmis ve API ID 32C (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, France) sistemi ile tanimlanmis izolatlardan yeni giincellesen tiirler
olan; Candida intermedia, C.lusitaniae, C.lipolytica, C.famata, C.catenulata,
C.utilis, C.pulcherrima, C.melibiosica, C.pelliculosa, C. inconspicua, C.dubliniensis,
C.sake kokenlerinin antifungal duyarliliklar1 E test (AB BioDisk), “Sensititre
Yeast One” (TREK Diagnostic Systems) ve AST YSO1 Vitek 2 cards
(bioMerieux) olmak Uzere 3 farkl ticari yontem ile belirlenmis ve sonuglar CLSI
M27 A3 referans yontemle saptanan MiK degerleri ile karsilastirilarak, testlerin hizli
sonu¢ kapasiteleri ve giivenilirlikleri degerlendirilmistir. Caligmamiz Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan 09.2010.0094 protokol

numarast ile 20.01.2011 tarihinde onay almistir.

3.1 Geregler

3.1.1 Calismaya alinan yeni giincellesen albicans dis1 Candida tiirleri

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde 2002-2009 yillar1 arasinda
Mikrobiyoloji Laboratuvaria gonderilen materyallerden izole edilen nadir rastlanan

albicans dis1 60 kandida kdkeni ¢calismaya alinmistir.

3.1.2. Standart Kokenler
. C.parapsilosis ATCC 22019 kokeni
. C.krusei ATCC6258

3.1.3. Besiyerleri
Sabouraud Dekstroz Agar (Oxoid)

Bacto Agar (Bacto)
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3.1.4. Kimyasal Maddeler

NaCl (Merck)

Morfolino propan silfonik asit (MOPS) (Biochemica)
DMSO (dimetil stilfoksit) (Sigma)

RPMI (L glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) (Sigma)
Glukoz (Merck)

3.1.5. Antifungal Duyarlihk Testleri icin Gerekli Materyaller ve flaclar

Vitek-2 Cihaz1 (BioMérieux)
Densicheck (BioMérieux)

AST YS01 Vitek 2 cards (BioMérieux)
Sensititre Yeast One” (TREK Diagnostic Systems)
Etest Flukonazol (AB BioDisk)

Etest Vorikonazol (AB BioDisk)

Etest Amfoterisin B(AB BioDisk)
Etest Kaspofungin (AB BioDisk)
Flukonazol (Sigma)

Vorikonazol (Pfizer)

Amfoterisin B (Sigma)

Kaspofungin (Merck)

3.1.6. Diger Kullanilan Araclar ve Aygitlar

Hassas terazi (Sartorius)
Kaba terazi (Scaltec)

Etlv (Memmert)

Otoklav (Hirayama)

Pastor firin1 (Memmert)
Dondurucu (-20°C) (Ugur)
Dondurucu (-40°C) (Biohit)
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Buzdolabi (Argelik)

Santrifuj (Elektro-Mag)

Vorteks Karistirict (Yellow line)
Manyetik karistirict (Yellow line)

pH metre cihazi (Ino Lab)

Isik mikroskobu (Nikon)

Tek kanall1 otomatik pipetler (Biohit Isolab)
Cam pipetler 1, 2, 5, 10 ml

Enjektor 5, 10 ml

0.22 pm’ lik membran filtre (Sartorius)
pH indikator kagidi (Merck)

U tabanl steril mikroplaklar

Petri kutular

Balonlar

Tupler

Mezdrler

100 pl’ lik ve 1000 pl” lik pipet uglari

3.2 Antifungal Duyarhlik Testleri

3.2.1 Buyyon Mikrodilusyon Yontemi (BMD)

CLSI tarafindan yayimlanmis M27- A3 yonergesine uyularak BMD yontemi
kullanildi(52).

3.2.1.1 Besiyerinin Hazirlanmasi

900 mL distile suda 10,4 gr RPMI 1640 (glutaminli, bikarbonatsiz ve pH indikatorii
olarak fenol kirmizisi igeren) toz besiyeri ¢ozildi. 34,53 gr MOPS (3- N-morfolino
propansulfonik asit) (Sigma) eklenerek ¢oziilene kadar karigtirildi. 1 mol/L NaOH
kullanilarak oda 1sisinda besiyerinin pH’s1 7.0’a ayarlandi. Son hacim 1 L olacak

sekilde distile su eklendikten sonra 0.22 um’lik filtre ile sterilize edilerek kullanildi.
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3.2.1.2. Antifungal Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Flukonazol ve amfoterisin B i¢in etken hammadde kullanilirken, vorikonazol ve
kaspofungin’in i.v preparatlar1 kullanildi. C6ziicl olarak flukonazol icin distile su,
suda c¢ozinmeyen amfoterisin B icin DMSO (dimetil slfoksit), vorikonazol ve
kaspofungin icin ise kendi cozlculeri kullanildi. Stok soliisyonlari hazirlanirken

antifungal ila¢ miktarlar1 asagidaki formiile gore hesaplandi.

Hacim (mL) x Konsantrasyon (pug/mL)

Agirlik (mg) =
Potens (ng/mg)

Antifungal stok soliisyonlari, membran filtreden gegirilerek 1mL’lik hacimlere
boliiniip steril eppendorf tiiplerine kondu ve kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.
Amfoterisin B 1siktan korunacak sekilde kaplandi.

3.2.1.3 Mikroplagin Hazirlanmasi

Calismaya baslamadan once ilag stok soliisyonlar1 oda 1sisina getirildi ve her biri
RPMI besiyeri ile sulandirilarak 2x final konsantrasyonlart amfoterisin B icin 16-
0.0313 pg/ml, flukonazol igin 64-0.125 pug/ml, vorikonazol i¢in 16-0.03 pg/mL ve
kaspofungin icin 8-0.015 pg/mL olacak sekilde seri sulandirimlart yapilarak
hazirlandi. U tabanli, 96 kuyucuklu steril mikroplagin her yatay sirasi boyunca,
mikroplagin  1-10. kuyucuklarma diliisyon sirasina uyularak 100’er pl ilag
solusyonlar1 dagitildu.

11. ve 12. kuyucuklara ila¢ soliisyonu konmadi. Ureme kontrol olarak 11.
kuyucuga 100 uLL RPMI besiyeri ve 100 uL. maya inokiiliimii kondu. Sterilite kontrol
olarak 12. kuyucuga sterii RPMI besiyerinden 200 pL kondu. Bu sekilde

plaklar,maya inokiilasyonu i¢in hazir hale gelmis oldu.
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3.2.1.4 inokiilasyon Islemi

Kokenlerin  SDA besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirleri kullanildi. Yaklasik 1 mm
capinda 5 tane koloni alinarak 5 mL (% 0.85) steril serum fizyolojik icinde slispanse
edildi ve 15 saniye vortekslendi. Daha sonra steril serum fizyolojik kullanilarak
bulaniklig1 0.5 McFarland degerine ayarland: (yaklasik 1 x 10 °- 5 x 10° hiicre/mL).
Bu siispansiyon RPMI besiyeri kullanilarak, énce 1/50 oraninda, daha sonra tekrar
1/20 oraninda sulandirildi. Sonugta maya stok siispansiyonu 1/1000 oraninda
sulandirilmis ve 2x test inokiilasyon konsantrasyonuna getirilmis oldu (1 x10°- 5 x
10° hiicre/mL). Mikroplak kuyucuklarma, 12. kontrol kuyucugu harig,1/1000
oraninda sulandirilmis olan maya siispansiyonundan 100’er pl dagitildi. Boylece
ilaglarin konsantrasyonlar1 final degerlerine ulasti. Maya inokulumu da son
konsantrasyonuna ulasmus oldu (0.5 x 10° — 2.5 x 10° hiicre/mL).Plaklar, 35°C’de
inkbe edildi.

3.2.1.5 MiK Degerlerinin Saptanmasi

Kaspofungin 24 saat sonra; flukonazol, amfoterisin B ve vorikonazol 48 saat sonra
degerlendirildi. Mikroorganizma iireme kontrol kuyucugunda (11. kuyucuk) Ureme
oldugu ve besiyeri kontrol kuyucugunda (12.kuyucuk) tlireme olmadigi tespit
edildikten sonra MIK degerleri CLSI kriterlerine gore saptandi. Kontrol igin
C.parapsilosis ATCC 22019 ve C.krusei ATCC 6258 kokenleri kullanilda.
Degerlendirme, deney kuyucuklarinin, Greme kontrol kuyucugu ile gorsel olarak
karsilastirilmast ve olusan bulaniklik derecesinin asagidaki gibi skorlanmasi ile

yapildi.

0: Hig bulaniklik yok (optik olarak berrak)

1: Hafif bulanik

2: Bulaniklikta belirgin azalma (kontrole gore %50 bulaniklik)
3: Bulaniklikta hafif azalma

4: Bulaniklikta azalma yok (iireme kontrol kuyucugu ile ayni)
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Amfoterisin B igin O; flukonazol, vorikonazol ve kaspofungin i¢in 2 degerini

veren konsantrasyonlar ilgili ilacin MIK degeri olarak kabul edildi. CLSI’de,

antifungaller icin gecerli olan sinir degerler Tablo 1°de verilmistir(32).

Tablo 1. Kandidalarda in vitro duyarlilik testlerinin yorumu

ANTIFUNGAL DOZA BAGIMLI | ORTA DUYARLI
AJAN DUYARLI | DUYARLI (DBD) DUYARLI |DIRENCLI | DEGIL
< >
KASPOFUNGIN <2 pg/m| - - 2 pg/ml
< - >
FLUKONAZOL <8 ng/ml (16-32) pg/ml _ >64 pg/ml _
< >
VORIKONAZOL <1 pg/ml 2 pg/ml _ >4 ng/ml _

Amfoterisin B i¢in CLSI tarafindan bir direng siir degeri belirlenmemis

olmakla birlikte, MIK degeri >1 upg/ml olan kokenler olasi direncli kabul
edilmektedir (52).

3.2.2 Etest Yontemi ile Antifungal Duyarlihk Testi

Etest agar difuzyonuna dayali antibiyotik duyarlilik testidir. Antimikrobiyal ilacin

konsantrasyon gradientinin bulundugu, plastik seritlerin kullanildig1 agar difiizyon

metodudur. Bu gradient MIK belirlenmesini saglar. Etest icin amfoterisin B,

kaspofungin, flusitozin, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol ile

hazirlanmis ticari seritler vardir. Bununla beraber sadece flukonazol, itrakonazol ve

flusitozin i¢in FDA onay1 alinmistir.

3.2.2.1 % 2 Glukozlu RPMI 1640 Agar Hazirlanmasi

1 litre igin;
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1) 450 ml distile suda RPMI 1640 (L-glutaminli) 8.4 gr ve MOPS 34.5 gr.ilave
edilerek 0.22 m filtreden gecirilerek sterilize edildi.
2) 450 ml distile suda Bacto agar 15 gr, D glukoz 18 gr ilave edilerek, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

[k hazirlanan besiyeri 45°C’e 1sitilirken, 2. besiyeri 45-50°C’e kadar sogutuldu.
1 M NaOH ile pH’1 7.0’a ayarlanarak, hacim steril distile su ile 1 litreye tamamlandi

ve 15 cm ¢apli steril Petri kaplarina dokaldu.

3.2.2 .2 Maya inokilumii

Maya kokenlerinin SDA besiyerindeki 24 saatlik taze kultlrlerinden yaklagik 1 mm
capinda  kolonileri steril (% 0.85) serum fizyolojik icinde suspanse edildi ve
bulanikligi 0.5 McFarland degerine ayarlandi. Bu siispansiyon, Petri kutularinda
hazirlanmis olan % 2 glukozlu RPMI agar yizeyine pamuk uclu steril ekivyon
yardimiyla yayildi. Amfoterisin B igin ( 0.002-32 mg/ml), flukonazol igin ( 0.016-
256 mg/ml), vorikonazol igin (0.002-32 ug/ml), kaspofungin i¢in (0.002-32 ug/ml)
araliklarinda ilag konsantrasyon gradienti igeren seritler besiyerinin ortasina gelecek
sekilde yerlestirildi. Hazirlanan plaklar, 35°C” de 24-48 saatlik inkiibasyona alindi.
Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon elipsleri degerlendirilirken, Gretici firma ve
CLSI onerileri dogrultusunda amfoterisin B i¢in Gremenin tam inhibe oldugu (%100
inhibisyon) deger; azoller ve kaspofungin igin ise tiremenin %80 inhibe oldugu
deger, o ilag icin MIK degeri kabul edildi.

Elde edilen MIK degerlerine gore kokenlerin test edilen antifungale kars:
duyarlilik veya diren¢ durumu, CLSI M27A-3 Onerileri dogrultusunda yorumlandi ve

kokenler duyarli, az duyarli veya direngli olarak siniflandirildi.

3.2.3. Sensititre YeastOne Plaginin Hazirlanmasi

Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, Ohio) mikrodilusyona
dayal1 olarak antifungal duyarlilik belirleyen kolorimetrik bir metoddur. Dokuz adet
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antifungal ajanin  kuru formatta dilusyonlarini iceren 96 kuyucuklu plaktan
olusmaktadir. Kuyucuklar indikator olarak Alamar mavisi boyasi i¢cermektedir.
Firmanin Onerileri dogrultusunda hazirlanan maya inokiiliimii her kuyucuga 100’er
ul olmak iizere tiim plaga dagitildi. 35 °C de inkibe edildi. Uremesiz kuyucuklar
mavi olarak gorindrken, Gremeli kuyucuklarm  kirmiziya donlismesi izlendi.
Uremenin oldugu en diisiik ila¢ konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul edildi.

Tim test kokenlerinin ve kontrol olarak C.parapsilosis ATCC 22019 ile C.
krusei ATCC 6258 kokenlerinin antifungal duyarliliklart firmanin Onerileri
dogrultusunda Sensititre YeastOne plaklari ile galisildi.

3.2.4. Vitek 2 Maya Duyarhlik Testi (bioMérieux, Inc, Durham, NC)

Vitek2 Yeast Susceptibility Test (BioMérieux, Inc, Durham, NC) antifungal
duyarlilik sistemi tam otomatize ticari bir sistemdir. Vitek 2 sistem maya tremesini
spektrofotometrik olarak degerlendirerek MIK belirlemektedir. 4 tane antifungal ajan
icin MIK belirlemektedir. Bu antifungaller; flukonazol, amfoterisin B, flusitozin ve
vorikonazoldur. Mikrodilusyon metoduna dayanir. Her bir antifungal ajan icin 64
tane kuyucuk icermektedir. Optik okuyucu yardimi ile mayanin iiremesi antifungal
duyarlilik sonucunu olglip software program ile degerlendirilir.  Bu sistemin
antifungal duyarlilik sonucu verebilecegi mayalar; C. albicans, C.dubliniensis,
C.glabrata, C.guilliermondii, C.haemulonii, C.inconspicua, C.intermedia,C.kefyr,
C.krusei,C.lypolitica, C.lusitaniae, C.norvegensis, C.parapsilosis, C.pelliculosa,
C.rugosa, C.tropicalis, C.utilis, C.neoformans, S.ciferrii’dir.

Bu nedenle ¢alismamizda C.famata (n: 4), C.sake (n: 4), C.pulcherrima (n:
2), C.catenulata (n: 1), C.mellibiosica (n: 1) olmak (zere toplam 12 adet kdkene
Vitek2 sistemi ile duyarlilik ¢alisilamamis, geriye kalan 48 adet kdkenin ve kontrol
olarak C.parapsilosis ATCC 22019 ile C. krusei ATCC 6258 kokenlerinin
antifungal duyarliliklar1 bu sistemle calisilarak MiK degerleri belirlenebilmistir.

Test hazirlig1 olarak; her bir maya kdkeninin inokulumu steril polistiren tiip
icinde, DensiChek (bioMérieux) cihazi kullanilarak 2.0 McFarland olarak ayarlandi.

Uretici firmanim 6nerileri dogrultusunda maya inokulumu ve Vitek 2 maya duyarlilik
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kart1 cihaza yerlestirildi. Inkubasyon ve MIK okunmasi cihaz tarafindan otomatik
olarak gerceklestirildi. Calisma yaptigimiz donemde VITEK-2 AST Yeast
kartlarimizda kaspofungin yer almadig: icin izole edilen kékenlerde bu antifungale

duyarlilik hakkinda bu sistemle ilgili bilgi verilememistir.
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4. BULGULAR

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2002-2009 yillar1 arasinda
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik materyallerden izole edilen nadir

rastlanan albicans dis1 60 kandida kokeni ¢alismaya alinmustir.

Kokenlerin 25 i (%41.6) C.lusitaniae; 12’ si (%20) C.intermedia; 4’ er tanesi
(%6.6) C. famata; C. dubliniensis, C.sake; 2’ ser tanesi (%3.3) C.inconspicua,
C.lipolytica, C.pulcherrima, C.utilis; 1° er tanesi (%1.66) C.catenulata,

C.mellibiosica ve C.pelliculosa’ dir.

Kokenlerin tir ve klinik materyallere gore dagilimi, Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2: Kokenlerin Tiirlere ve Izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore

Dagilimi

2 =
- 5
= S
= =

0
C. lusitaniae 142|521 [ -|-|-]1-[-|-]1-1/25
C. intermedia 6|12 -2 -]1-1-11]-1-1-11]-]12
C. famata al - - - -1 -1-1-1-!-11]-1-]4
C.pulcherrima | 2 | - | - | - -| - - -|-|-|-1| - -2
C. pelliculosa -l - - -]-1-1-1-1-1-1-1-/1
C. catenulata 1| - - -1 - -l-1-!-1-1-1-]-11
C.inconspicua | 1| - | 1| -| -| -| -| - -|-|-1]-|-1/2
C.dubliniensis | 2 | 1| -| - -| -| -| - -|-|-1]-| -1/ 4
C. lipolytica {1l - -1 -!-1-1-1-11]1-1-1]-12
C. sake 1 -/ -/ -[r}\ -1/ -/ -/-1-1-14
C. mellibiosica | - 1| - - -1-1-l-1-1-1-1-11
C. urilis -1 - -] -]-l-]1-[-1-1-]-]2
TOPLAM 30 8141211117111 ]1})1)1]1]60
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izolatlarin flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungine kars1 duyarlilik
profilleri, ticari olarak mevcut “Sensititre Yeast One” (TREK Diagnostic Systems),
Etest (AB BioDisk), ve AST YS01Vitek 2 cards (bioMe'rieux) AFY’leri ile
calisilmig ve sonuglar altin standart olarak kabul edilen CLSI M 27 A3’e dayali
BMD ile kiyaslanmistir. Karsilastirmay kolaylastirmak adina C. lusitaniae kokenleri
Grup 1 olarak; C. intermedia kokenleri Grup 2 olarak; geriye kalan C. famata, C.
dubliniensis, C. sake, C. inconspicua, C. lipolytica, C. pulcherrima, C. utilis, C.
catenulata, C. mellibiosica ve C. pelliculosa kokenleri ise Grup 3 (diger kandida

kokenleri) olarak gruplandirilmistir.

Tim yontemlerin Kkarsilagtirllmasinda, 48 saatlik inkubasyon sonunda
yapilan degerlendirmeler dikkate alinirken, kaspofungin igin CLSI ve Sensititre
YeastOne MIK belirlenmesinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi degerler dikkate
almmustir. Etest MIK degerleri hem 24 saatte hem de 48 saatte okunarak boylece
Etest icin her iki okuma saatinin CLSI ile uyumu degerlendirilmistir. Antifungal
ilaglara kars1 dort farkli AFY ile elde edilen MiKsy, MiKgy degerleri ve MIK
araliklar1 (pug/ml) olarak Tablo 3°de gosterilmistir.
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Tablo 3: Antifungal ilaglara kars1 dort farkli AFY ile elde edilen MiKso, MiKgg

degerleri ve MIK araliklari.

. . MIiK
TURLER | ANTIFUNGALLER | YONTEMLER MIK 5, | MIKg ARALIGI
pg/mi pg/mi ug/mi
FLUKONAZOL CLSI BMD 0,25 1 0,125-1
VITEK 2 <1 <1 <1
SENSITITRE YEASTONE |1 2 0,25-4
E TEST 2 4 0,25-8
VORIKONAZOL CLSI BMD 0,03 0,03 0,03-0,125
VITEK 2 <0,12 <0,12 <0,12
L SENSITITRE YEASTONE | 0,008 0,015 <0,03-0,03
C.lusitaniae E TEST 0,06 0,125 <0,03-0,5
(n:25) AMFOTERISIN B CLSI BMD 1 2 0,25-2
VITEK 2 0,5 0,5 <0,25-1
SENSITITRE YEASTONE |1 1 0,5-2
E TEST 0,25 0,25 <0,03-0,5
KASPOFUNGIN CLSI BMD 24 saat 2 2 0,5-2
YEAST ONE 24 saat 0,12 0,25 0,06-0,5
E TEST 24 saat 0,125 0,5 <0,015-1
E TEST 48 saat 0,25 0,5 0,125-1
FLUKONAZOL CLSI BMD 0,5 8 0,125-8
VITEK 2 <1 8 <1-16
SENSITITRE YEASTONE |1 64 0,5->64
E TEST 2 32 0,5->64
VORIKONAZOL CLSI BMD 0,03 0,5 0,03-0,5
VITEK 2 <0,12 <0,12 <0,12
. . SENSITITRE YEASTONE | 0,015 2 <0,03-4
C.intermedia E TEST 0,06 1 <0,03-4
(n:12) AMFOTERISIN B CLSI BMD 1 2 0,25-2
VITEK 2 0,5 2 <0,25-8
SENSITITRE YEASTONE |1 2 0,125-2
E TEST 0,125 0,25 <0,03-0,5
KASPOFUNGIN CLSI BMD 24 saat 1 2 0,5-2
YEAST ONE 24 saat 0,12 1 0,03-2
E TEST 24 saat 0,125 0,125 0,03-2
E TEST 48 saat 0,25 1 0,125-2
FLUKONAZOL CLSI BMD 0,5 8 0,125-32
VITEK 2° <1 16 <1-16
SENSITITRE YEASTONE |1 64 0,125-128
E TEST 2 32 0,5->64
VORIKONAZOL CLSI BMD 0,03 0,5 0,03-1
VITEK 22 <0,12 <0,12 <0,12-1
SENSITITRE YEASTONE | 0,03 2 <0,03-2
N . E TEST 0,06 1 <0,03-1
Digerleri AMFOTERISIN B CLSI BMD 2 2 0.25-2
(n-23) VITEK 2 ° 05 05 <0,25-2
SENSITITRE YEASTONE |1 2 0,5-2
E TEST 0,125 0,25 <0,03-1
KASPOFUNGIN CLSI BMD 24 saat 0,12 0,5 0,03-0,5
YEAST ONE 24 saat 0,125 0,25 <0,015-0,5
E TEST 24 saat 0,25 0,5 0,06-1
E TEST 48 saat 0,25 0.5 0,06-1

2 : Vitek-2 ile ¢ahgilan koken sayisi= 11
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Analizi kolaylastirmak amaciyla, *2 log, ‘e gére MIK degerlerinin
belirlenebilmesi icin biyik (>), ya da kigcilk (<) olarak saptadigimiz MiK degerleri
bir iist ya da bir alt kesin MIK degerine yuvarlanmistir. Ayrica, E-test seritlerindeki
ilaglarin gradient konsantrasyonlarmin CLSI yonteminden farkli olmasi sebebiyle
karsilastirmay1 kolaylastirmak adina E-test ile elde edilen MIK degerleri, CLSI ile

elde edilen MiK degerinin en yakin bir {ist konsantrasyonuna yuvarlanmistir.

Calismaya alinan tiim kokenlerin antifungal duyarlilik profilleri standart
CLSI yontemine gore degerlendirildiginde; flukonazol igin iki adet C.inconspicua
kokeni 16 ug/ml ve 32 pg/ml olarak doza bagimli duyarli (DBD) saptanirken, geriye
kalan 58 adet koken hassas olarak belirlenmistir. Vorikonazol ve kaspofungin i¢in
tim kokenler hassas olarak degerlendirilirken, amfoterisin B icin smir degerler

bilinmediginden degerlendirilememistir.

Bir koken bir yontemle direngli veya duyarli bulunup diger yontemle (DBD)
bulunmasi halinde “’kiigiik hata’’; uygulanan ticari yontemlerle direncli ancak CLSI
ile duyarli bulunmasi halinde °’ biiyiik hata’’; ticari yontemlerle “’duyarli’” ancak
CLSI ile direncli bulunmasi halinde “’cok biiyiilk hata’” olarak yorumlanmistir.
Amfoterisin B igin sinir degerler belirlenmediginden diger degerlendirmeler geriye

kalan Ug ilag icin yapilmistir.

C.intermedia ve grup 3’de yer alan kdkenlerimizde AFY’lerin hata yiizdeleri
yiikksek olarak saptanmis olup C.lusitaniae tlrl icin flukonazol, vorikonazol,
kaspofungin agisindan ¢alisilan tiim yontemlerde hi¢ hata saptanmamistir; bulgular

Tablo 4’de gosterilmistir.

Dért farkli antifungal icin, dort farkli AFY ile elde edilen MIK degerlerinin,
+2 log; sulandirimdaki farkliliklarina gore CLSI ile uyumlari; Amfoterisin B
disindaki antifungaller igin, {i¢ ticari AFY nin CLSI’a gére saptanan hata oranlar1 ve

duyarhilik/direnglilik profiline gére uyum ytizdeleri Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo 4: Kandida Gruplarina Gore

Hata Oranlar

AFY’lerinin CLSI’a Gore Uyum Yiizdeleri ve

DUYARLILIK/ . KUCUK
: ; ) DIRENCLILIK | [\ I]()ILIIJI[_J ISIZI?ERIN A BUYUK HATA
TURLER ANTIFUNGALLER YONTEMLER PROFILINE GORE UYUM HATA SAYI SAYI
GORE UYUM (YUZDE) (YUZDE)
FLUKONAZOL VITEK-2 100 100 0 (%0) 0 (%0)
N 100 88 0 (%0) 0 (%0)
C.lusitaniae
(n: 25) ETEST 100 56 0 (%0) 0 (%0)
VORIKONAZOL VITEK-2 100 100 0 (%0) 0 (%0)
SENSITIiTRE
YEASTONE 100 96 0 (%0) 0 (%0)
ETEST 100 92 0 (%0) 0 (%0)
AMFOTERISIN B VITEK-2 a 76 a a
SENSITiTRE a 100 a a
YEASTONE
ETEST a 48 a a
KASPOFUNGIN VITEK-2 b b b b
SENSITIiTRE
YEASTONE 100 12 0 (%60) 0 (%0)
ETEST 100 68 0 (%0) 0 (%0)
FLUKONAZOL VITEK-2 96 100 0 (%0) 0 (%0)
SENSITiTRE
YEASTONE 83.3 75 2 (%16.6) 0 (%60)
ETEST 83.3 58.3 1 (%8.3) 0 (%0)
C.intermedia VORIKONAZOL SE‘II\II:I?I(Ti . 100 83.3 0 (%0) 0 (%0)
n: 12 0 0
(n:12) YEASTONE 83.3 83.3 1 (%8.3) 0 (%0)
ETEST 83.3 91.6 1 (%8.3) 0 (%0)
AMFOTERISIN B VITEK-2 a 83.3 a a
SENSITiTRE a 100 a a
YEASTONE
ETEST a 16 a a
KASPOFUNGIN VITEK-2 b B b b
SENSITITRE 0 .
YEASTONE 100 25 0 (%60) 0 (%0)
ETEST 100 58 0 (%0) 0 (%0)
FLUKONAZOL VITEK-2 90.9 81.8 0 (%60) 1 (%9)
SENSITITRE o o
YEASTONE 78.2 74 1 (%4.3) 4 (%17.3)
Digerleri (n: ETEST 78.2 65 0 (%60) 5 (%21.7)
23) VORIKONAZOL VITEK-2 100 72.7 0 (%0) 0 (%0)
SENSITITRE 0 0
YEASTONE 91.3 60.8 0 (%60) 2 (9%8.6)
ETEST 100 95.6 0 (%0) 0 (%60)
AMFOTERISIN B VITEK-2 a 63 a a
SENSITiTRE
YEASTONE ) an C) 2
ETEST a 39.1 a a
KASPOFUNGIN VITEK-2 b b b b
SENSITITRE 0 .
YEASTONE 100 26 0 (%60) 0 (%60)
ETEST 100 65 0 (%0) 0 (%60)

a : Amfoterisin B igin sinir degerler belirlenmediginden yalnizca dilusyon farkliliklarina dayali uyum géz éniinde bulundurulmustur.

Hata Oranlari belirlenmemistir.

b: Kaspofungin Vitek-2 sisteminde ¢alisiimamistir.
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Duyarlilik-direnglilik kriterine gore CLSI ile (%90-100) uyum g0steren
AFY’ler calisilan kandida gruplart i¢in herbir antifungale yonelik olarak
degerlendirilmis ve gruplar i¢in Onerilebilecek alternatif ydntemler Tablo5’de
gosterilmistir. Amfoterisin B i¢in sinir degerler belirlenmediginden, CLSI’a gore

diliisyon farkliliklarina dayali uyum ag¢isindan degerlendirilmistir.

Tablo 5: Calisma Gruplarina gore Onerilebilecek Ticari yontemler

FLUKONAZOL | VORIKONAZOL | KASPOFUNGIN | AMFOTERISIN B
C.lusitaniae VITEK-2 VITEK-2 YEASTONE YEASTONE
YEASTONE
YEASTONE ETEST
ETEST
ETEST
C.intermedia VITEK-2 VITEK-2 YEASTONE YEASTONE
ETEST
Digerleri VITEK-2 VITEK-2 YEASTONE YEASTONE
YEASTONE ETEST
ETEST
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5. TARTISMA

Bu ¢alisgmada seyrek rastlanan ve yeni giincellesen Candida tirleri icinde yer alan
60 adet klinik izolatin AFD’lar1 {i¢ farkli ticari ve otomatize yontemle test edilmis ve

sonuclar CLSI M 27-A3 baz alinarak degerlendirilmistir.

2002-2009 yillar arasinda albicans dis1 kandidalar arasinda en siklikla izole
ettigimiz tiir C.lusitaniae’dir. Bu tir son yillarda yapilan genis kapsamli ¢aligmalarda
da en sik izole edilen nadir giincellesen tiir olarak bildirilmektedir(57, 58).

Calismanizda gruplandirdigimiz kdkenlerin dért AFY ile MiK araliklarini ve
MiKs/MiKgg degerlerini kiyasladigimizda;

Flukonazol icin 25 adet C.lusitaniae(Grup 1) kokenimizin (Tablo 3) MIK
araligi (0,125-1 pg/ml) ve MIiKs/MiKg — degerleri (0,25 / 1 upg/ml) olarak
literatiirdeki caligmalarla benzer olarak bulunmustur. Diekema ve arkadaslar1 171
tane C.lusitaniae kokeninin yaklasik %95’ini  flukonazole hassas olarak
saptamuglardir. Espinell Ingroff ve arkadaslar1 C.lusitaniae(n: 53) kokeninin MIK
araligini (0,12-2) pg/ml bularak tamamini flukonazole duyarli olarak saptamislardir.
Candida lusitaniae(n: 25) kokenlerimizin hepsi her dort yontemle edilen MIK
araliklarina gore hassas olarak saptanmistir.Bu agidan sonuclarimiz literatiirle

uyumlu ¢ikmistir(58, 60, 61, 62).

Calismamizda en yiiksek MIK araligi (0,125-8 pg/ml) olarak Etest
yonteminde elde edilmis olmakla beraber duyarlilik sinirini agmamistir. Tiim bu
verilere dayanarak yeni giincellesen bir tir olan C.lusitaniae’nin flukonazol

acisindan tedavide sorun yasatmayacagini ileri surebiliriz.

Flukonazol agisindan Grup 2’yi (C.intermedia) irdeledigimizde CLSI ile
MIK araligi (0,125-8 pg/ml), MiKso/MiKgg degerleri ise (0,5 / 8 pg/ml) bulunarak
tim kokenler duyarlilik sinirlart iginde saptanirken, YeastOne ve Etest ile (0,5->64
pg/ml) MIK araliginda bulunmustur (Tablo 3). Her iki yontemle de yiiksek MiK
degeri veren kokenlerin CLSI MIK degerleri 8 pg/ml olarak bulunmustur.Bu iki
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koken daha sonra yontemler bazinda tartisilacaktir. Literatiirde C.intermedia ile

flukonazol duyarliligi hakkinda yeterli veriye rastlamadik.

Flukonazol acisindan Grup 3’iin (diger Candida tirleri) CLSI ile MiK aralig1
(0,125-32 pg/ml), MiKso/MiKgg degetleri ise (0,5 / 8 pg/ml) olarak bulunmus olup
diger ii¢ yontemle bulunan MIK araliklari en fazla 2-3 diliisyonluk farklilik
gostererek yakin MiK degerleri elde edilmistir(Tablo 3). Bu diliisyon farkliliklarmimn
grup i¢inde ¢ok farkli tiirlere ait izolatlarin bulunmasindan kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Ornegin bu grup iginde yer alan fakat Vitek-2 profilinde bulunmayan
C.famata (n: 4) izolatimiz uygulanan her ii¢ AFY ile diisiikk konsantrasyonda benzer
MIK araliklar1 vermistir. Candida famata kokenlerimizin CLSI’a gére MIK aralig
(0,125-0,5 pg/ml) olup flukonazole duyarhidir. Candida famata ile yapilan en
kapsamli calisma olan D.J Diekema ve arkadaslarma aittir. Arastiricilar MIK
araligmi(1-16 pg/ml), MiKgy degerini 16 pg/ml olarak yiiksek bulmuslardir.
Calismamizda koOkenlerimizi duyarli bulmakla birlikte, kiyaslama agisindan

sayilarimiz yetersizdir(58).

Diger tiirler i¢in hem sayimizin ¢ok az olmasi hem de literatiirdeki verilerin
azlig1 nedeniyle yorum getirilememistir. Sadece C.inconspicua(n: 2) kdkenlerimiz
disinda digerlerini flukonazole hassas olarak buldugumuzdan, bu tirlerle ilgili
flukonazolle  tedavi  sirasinda  sorun  yasanmayacagimi  diisiinmekteyiz.
C.inconspicua(n:2) kokenlerimiz CLSI ile 16 pg/ml ve 32 pg/ml olarak DBD
saptanirken diger AFY ile >64 pug/ml ve 128 pg/ml olarak , 2-3 diltisyonluk farkla,
direngli saptanmistir. Bu 6nemli sonucun ileride tartisacagimiz yontemlere bagh
farkliliklardan ~ kaynaklandigin1 ~ diiginmekteyiz.  Nitekim  C.inconspicua’nin
flukonazole kars1 yiiksek MIK veya direng gosterdigini sdyleyen calismalar
vardir(63).

Ornegin Bourgeois ve arkadaslarmin ¢alismasinda C.inconspicua mn(n: 5)
flukonazol MiKso/MiKgy degerini 16/16 pg/ml olarak bizimkine benzer
bulmuslardir(64).
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Candida dubliniensis (n: 4) kokenlerinden 3’ BMD y0ntemine gore hassas
MIK araliklar1 verirken, bir kokenin CLSI MIK degeri 8 pg/ml ile hassas olarak
saptanmistir. Ayn1 koken  YeastOne ve Etest yontemleri ile 32 pg/ml ile (2
dilusyonluk  farkla) DBD olarak bulunmustur. Kokenlerimizde direng
saptamamamizin nedeni bunlarin oral lezyon disindaki izolatlar olmasi ile
aciklanabilir .Nitekim literatiirdeki pek ¢ok c¢alismaya gore flukonazole direncli

C.dubliniensis izolatlarinin ¢ogunun oral izolatlar oldugu bildirilmektedir(65, 66).

Vorikonazol agisindan (C.lusitaniae) kokenlerimizin hepsi dort AFY ile
diisiik MIK araliklarinda duyarl olarak belirlenmistir(Tablo 3). CLSI MiK araliklari
(0,003-0,125 pg/ml) ve MiKso/MiKgy degerleri (0,03 / 0,03) pg/ml olarak
bulunmustur(Tablo 3). Diekema ve Pfaller’in yaptigi genis kapsamli
caligmalarda(58, 59) ve diger ¢alismalarda (67, 68, 69) C.lusitaniae vorikonazol
degerleri benzer sonuglar vermistir; bu veriler bu tiir igin vorikonazole karsi heniiz

bir direng sorunu olmadigini gostermektedir(58).

Grup 2 (C.intermedia); bizim uyguladigimiz yontemler c¢ergevesinde
literatirde C.intermedia ile ilgili yapilmis yeterli veriye rastlamadigimizdan bu
konuda sadece kendi 12 izolatimiz hakkinda yorum yapabilmekteyiz. Caligmamizda
MIK aralig1 (0,03-0,5 pg/ml) ve MiKso/MiKgg degerleri (0,03 / 0,5 pg/ml) olarak
bulunmus olup, vorikonazol agisindan tedavide bu tlir igin sorun yasanmayacagini
one surebiliriz. Sadece bu kokenlerden iki tanesinin CLSI MIK’i 0,5 pg/ml ile hassas
olarak saptanirken, YeastOne ve Etest yontemlerinde 2-3 dillsyonluk farkla DBD ve
direngli olarak bulunmustur. Bunun ileride tartisgacagimiz yontemlere bagh

farkliliklardan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Vorikonazol agisindan Grup 3’iin(Digerleri, n: 23) CLSI MIK araliklari
(0,03-1 pg/ml) ve MiKso/MiKgy degerleri (0,03 / 0,5 pg/ml) olarak duyarli
saptanmistir(Tablo 3). Grup 3’de yer alan ve nadir olarak izole edilen tiirler i¢inde
yer alan kokenlerimizin ¢ogunlugu dort AFY ile vorikonazole duyarli saptanmistir.
Istisna olarak sadece C.lipolytica (n: 1), C.dubliniensis (n: 1) kokenlerimiz

YeastOne yonteminde iki diliisyon sapma gostererek DBD olarak saptanmistir.
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Literatirde C.dubliniensis (n: 18), C.famata (n:16), C.lypolitica (n: 16),
C.pelliculosa (n: 40) kokenlerinin yer aldig1 en kapsamli ¢alismada CLSI sonuglarina
gore bir adet DBD sonucu veren C.famata kokeni hari¢ tim kokenler vorikonazole

kars1 hassas olarak bildirilmistir(58).

Pfaller’in bir ¢alismasinda C.dubliniensis (n: 8) kdkenleri vorikonazole karsi
duyarl olarak bildirilmistir(69).

Koken sayimiz az olmakla birlikte, sonuglarimiz yukaridaki c¢aligsmalarin

sonuclartyla uyumlu olarak nadir tiirler arasinda da vorikonazol agisindan direng

yasanmayacagini gostermektedir.

Amfoterisin B agisindan Grup 1 (C.lusitaniae, n: 25) icin CLSI MIK
araligi (0,25-2pug/ml) ve MiKso/MIKgg degeri 1/2 pg/ml olarak belirlenmistir(Tablo
3). Amfoterisin B igin direng sinir degeri belirlenmemis olmakla beraber >1 pg/ml
MIK degerlerinin olas1 direng olarak nitelendirilip, klinik basarisizlikla
sonlanabilecegi kabul edilmektedir(61). Literatirde C.lusitaniae dahil nadir gorilen
tirlerde amfoterisin B’e diren¢ oraninin yiiksek olmadigi gorulmektedir. Bunun
nedeni bu ilaca kargi direncin daha siklikla sekonder yani tedavi altinda iken
gelismesidir(70). C.lusitaniae kokenlerimizin 8 tanesi (%32) amfoterisin B’ e olas1
direngli olarak belirlenmistir. C.lusitaniae ve diger izolatlarimizin hasta bilgilerine
ulasamadigimizdan bu direncin primer veya sekonder olduguna dair yorum

yapamamaktayiz.

Grup 2 (C.intermedia, n: 12) icin CLSI MIK araligi (0,25-2 pg/ml) ve
MIKso/MiKgy degeri 1/2 pg/ml olarak belirlenmistir(Tablo 3). Bu grupda yer alan

kokenlerin 3 tanesi (%25) amfoterisin B’ e olasi direngli olarak belirlenmistir.

Grup 3 (Digerleri, n: 23) icin CLSI MIK araligi (0,25-2 pg/ml) ve
MIKs0/MiKgp degeri 2 / 2 ng/ml olarak saptanmustir(Tablo 3). Bu grupta yer alan
C.dubliniensis (n: 1), C.famata (n: 2), C.sake (n: 1), C.catenulata (n: 1), C.lypolitica
(n: 1), C.inconspicua (n: 2), C.pelliculosa (n: 1), C.pulcherrima (n: 1), C.utilis (n: 1)

olmak Gzere 12 kokende (%52,1) amfoterisin B’ e olas1 direng gozlenmistir.

Amfoterisin B duyarlilik profili agisindan kendi sonuglarimizla

kiyaslayacagimiz ¢alisma, Diekema ve arkadaslarinin yaptig1 ¢caligmadir. Buna gore
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171 C.lusitaniae’nin yalnizca 2 tanesinde, 16 adet C.lipolytica’nin 10 tanesinde Etest
yontemi ile amfoterisin B’e direng¢ saptanmistir(58). Diger nadir tiirlerde ise
C.dubliniensis(n: 18), C.pelliculosa(n: 40), C.famata (n: 16) kokenlerinin hepsini
amfoterisin B’e duyarli olarak bildirmislerdir. Calismamizda kdken sayilarimizin
azlig1 nedeniyle tlrler bazinda direnglilik/duyarlilik gibi yorum yapmamiz miimkiin
degildir. Ancak bu nadir tiirlerin yer aldigi Grup 3’de %52 gibi yiiksek oranda
amfoterisin B’e diren¢ saptamis olmamiz bu tiirler agisindan amfoterisin B igin

antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasini gerekli kilabilir yorumunu yapabiliriz.

Her G¢ grupta da amfoterisin B icin Etest yonteminde (<0,03-1) pg/ml ile
diger yontemlere gore daha diisiik MIK araliklar1 elde edilmistir(Tablo 3). Bunun

ileride tartisacagimiz yontem farkliliklarindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

Kaspofungin agisindan Grup 1, 2 ve 3’de MIK araliklar1 (0,25-2 pg/ml)
arasinda olup, MIKso/MiKgy degerleri sirasiyla (2 /2 pug/ml), (1 /2 pg/ml), (1/2
pg/ml) olarak bulunmustur(Tablo 3). Her (¢ grupta da YeastOne ve Etest
yontemlerindeki MIK araliklarinin ve MiKso/MiKgg degerlerinin ise CLSI’a gore
daha diisiik degerlerde oldugu gozlenmektedir.

Kaspofungin agisindan nadir kokenlerle yapilan en kapsamli sonuglar
Diekema’nin yaptigi ¢alismada elde edilmis olup; bu ¢alismada 166 C.lusitaniae
kodkeninin MIK araligi (0,015-4pg/ml) iken, MIKso/MIKgg degeri (0,25-0,5 pg/ml)
olarak bildirilmistir. Bizim kokenlerimizde Diekema’nin ¢alismasindan = (2-4)
diliisyonluk farklilik gézlenmekle birlikte sonug olarak bu tiire giren kdkenler her iki
calismada da kaspofungine karst duyarli olarak belirlenmistir. Dolayisiyla hali
hazirda nadir veya yeni gilincellesen tiirler agisindan in vitro ve tedavi agisindan

direng olasilig1 goziikmemektedir(58).

Ancak Grup 1, 2 ve 3’de yer alan kokenlerimizin sirasiyla (%68’1), (%41,6)1,
(%43,5)’u 2 ng/ml gibi kritik bir MIK degeri gostermesi dikkat cekicidir. Cunk
kaspofungin igin >2 ug/ml MIK degerleri “’duyarli degil”> olarak
yorumlanmaktadir(3). Bu nedenle 2 pg/ml sonug veren kokenlerin MiK degerlerinde
yukselme olmasi olasiligi nedeniyle bu izolatlara bagli enfeksiyonlarin takibi ve

tekrarlayan iremelerde antibiyogramlarin yinelenmesi dnerilebilir.
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Calismamizda dort farkl ilag i¢in dort farkli yontem uyguladik. Bunlardan
biri altin standart olarak kabul edilen ve BMD’e dayali CLSI M27 A3 yontemidir.
Diger ti¢ yontem ise CLSI ile uyumlu olarak hazirlanmis olan Vitek-2 (otomatize),
ticari olarak mevcut Sensititre YeastOne ve Etest yontemleridir. Sonuglarimiz altin
standart CLSI BMD yontemi esas alinarak uyumluluk ve hata oranlari agisindan
kiyaslanmstir(Tablo 4).

Vitek-2 Sisteminde:

Bu sistemin veri tabaninda bulunmayan C.famata (n: 4), C.sake (n: 4),
C.pulcherrima (n: 2), C.catenulata (n: 1), C.mellibiosica (n: 1) olmak Uzere toplam
12 adet koken disinda geriye kalan tirler icinde yer alan 48 adet kdken igin
antifungal duyarlilik belirlenebilmistir.

Flukonazol agisindan +2 diltisyon Kriterine gore t¢ grubun uyumu (%81,8-
100) arasinda iken, duyarlilik-direnclilik durumuna gére uyumu (%90,9-100)
arasinda degismektedir(Tablo 4).

Vorikonazol agisindan £2 diliisyon kriterine gore U¢ gruptaki uyum (%72,7-
100) arasinda iken, duyarlilik-direnclilik durumuna gére uyumu (%2100) olarak
belirlenmistir(Tablo 4)

Amfoterisin B i¢in £2 dilisyon kriterine gore ¢ gruptaki uyumu (%63,6-
83,3) arasinda degismektedir.(Tablo 4)

Vitek-2 sisteminin profilinde yer alan 48 kokende flukonazol agisindan 2
kiigiik hataya rastlanmustir. C.lusitaniae tirinde flukonazol icin hi¢ hata
belirlenmezken, Grup 2 ve Grup 3’de birer kokende kiiclk hata saptanmistir( Tablo
4). Grup 2 (C.intermedia) (n: 1), Grup 3’de yer alan C.lypolitica (n: 1) kdkenlerinin
CLSI MIK degerleri 8 pg/ml olarak smirda hassasiyet gosterirken, bu kokenler
Vitek-2 ile (16 pg/ml) MIK degeri yani bir diliisyon farklilikla DBD olarak

nitelendirilmislerdir.
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Vitek-2, CLSI ile kiyaslandiginda vorikonazol agisindan  hi¢ hata

vermemistir(Tablo 4).

Pfaller ve arkadaslar1 2007 yilinda 426 kandida kokeninin antifungal
duyarhiliklarim1 Vitek-2 sistemle ve CLSI M27 A2 yontemiyle calisarak iki
yontemin uyumunu flukonazol ile (%93,7) olarak bulmuslardir. Cok biyuk hata ve
biiyiilk hataya rastlamadiklarini, kiiciik hatalarin hepsinin de C.glabrata ve
C.norvegensis 'den kaynaklandiginmi bildirmislerdir; C.glabrata’da(n: 83) kiglk hata
oran1 %53 olarak bulunmustur. Arastirmacilar bu kdkenlerin MIKso/MiKg 16/>128
gibi yliksek bir deger gosteren kokenlere ait oldugunu bildirmektedirler(71). Pfaller
ve arkadaglarinin ayn1 kokenlerle yaptigi diger bir c¢alismada amfoterisin B,
vorikonazol ve flusitozin igin Vitek-2’nin CLSI ile uyumunu >%98 olarak
saptamiglardir(69).

Borghi E. ve arkadaslarinin Candida spp., C.neoformans ve Geotrichum
capitatum kokenlerinin amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MIK degerlerini
Vitek 2 ve CLSI M27A2 ile karsilastirmalari sonucunda bu ilaglar agisindan
yontemler arasi uyumu sirasiyla; (%99,5), (%92), (%98,2) olarak bulmuslardir(72).

Estrella ve arkadaslar1 2009’da yaptiklar1 ¢alismada 149 kandida kokeninin
Vitek-2 sistem ile CLSI M27 A3 uyumunun flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B
ve flusitozin agisindan %95’in iizerinde oldugunu bildirmislerdir. CLSI M27 A3
sonuglariyla kiyasladiklarinda 6 kdkende ¢ok blyuk hata , 41 kdkende kii¢iik hata
saptanmugtir. Arastiricilar Vitek-2 sisteminin  hizli sonug¢ vermesi ve pratik olmasi
nedeniyle rutinde kullanilabilecegini vurgulamiglardir(73).

N.Bourgeois ve arkadaslar1 2010 yilinda flukonazol ve vorikonazol agisindan
Vitek-2 sistem ile CLSI ve Etest yontemlerinin uyumunu  kiyaslamislardir.
Calismalarinda azoller icin CLSI BMD MIK degerleri olduk¢a diisiik bulunup
duyarh olarak degerlendirilen Candida albicans, parapsilosis, tropicalis, lusitaniae,
dubliniensis, kefyr, guiliermondii’den olusan 128 kdkenin sonuglarina gore; Vitek-2
sisteminin CLSI M27 A3 ile olan uyumunu (% 95.4- 100) arasinda belirlemislerdir.
Bu kdkenler icin Vitek-2 sistemi ile E test yontemi arasindaki uyumu ise (% 89.3-
100) arasinda bulmuslardir. Aym ¢alismada flukonazol MIKso/MiKgg degeri (8 / 32)
ug/ml ve vorikonazol MiKsy/MiKgy degeri (< 0,12 / 2) pg/ml olarak yiiksek ¢ikan

C.glabrata (n: 56) kokenlerinde ise Vitek-2 ile CLSI uyumu bu ilaglar i¢in sirasiyla
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(%94,6) ve (%89,3) olarak saptanmistir. Bu kdkenlerde Vitek-2 ile E test yontemi
arasindaki uyum flukonazol ve vorikonazolde sirasiyla (%25) ve (%32)’lere
diismiistiir. Arastiricilar, C.krusei (n: 14) icin  vorikonazol agisindan Vitek-2
sisteminin CLSI ile uyumunu (%100)’lerde saptarken, Etest ile olan uyumunu
(%64)’lerde saptamiglardir. Sonug olarak bu ¢alismada; Vitek-2 sisteminin CLSI ile
uyumunu tim tirlerde yiksek bulunurken, E test yontemiyle uyumu ise bazi tiirlerde
(C.glabrata ve C.tropicalis) diisiik olarak saptanmistir(64).

Ay calismada arastiricilar 205 adet kandida kokeninde Vitek-2 sistemle
flukonazol ve vorikonazol duyarlilik sonucunda toplam 30 hata tesbit etmislerdir.
Bunlarin ¢ok biiyiik bir kismi1 kii¢iik hata olup, ¢ok biiyiik hataya rastlamadiklarin
bildirmislerdir. Sonug olarak arastiricilar MiK degerleri yiiksek saptanan tiirlerde de
Vitek-2 sisteminin kullanilabilir ve giivenilir oldugunu 6ne siirmiislerdir(64).

Posteraro ve arkadaglari, C.albicans (n: 36) ve C.glabrata (n: 86)
kokenlerinin flukonazol ve vorikonazol duyarliliklarini Vitek-2 sistemle ve CLSI
M27 A3 ile calismislardir. Iki yontemin uyumunu flukonazol icin (% 97.5),
vorikonazol igin (%98.3) olarak belirlemislerdir. Toplam 122 kokende 6 kiguk hata
saptanirken, biyik ve c¢ok buyuk hataya rastlanmamistir. Vitek-2 sisteminin
glivenilirligini saptamak i¢in kokenlerin %70 kadar1 C.glabrata’yr igermek Uzere,
flukonazol ve/veya vorikonazole direncgli kokenler de ¢alismaya dahil edilmistir.
Aragtiricilar saptanan 6 kiigiik hatanin 5’inin yine bu turden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Ve azol direnci gosteren kokenlerde de Vitek-2 sisteminin CLSI ile
uyumlu sonuglar vermesi nedeniyle bu sistemin gilivenilir oldugunu
bildirmislerdir(74).

Calismamizda flukonazol ve vorikonazol agisindan Vitek-2 ile CLSI uyumu
literatiirdeki c¢alismalara benzer olarak bulunmustur. Flukonazol, vorikonazol ve
amfoterisin B i¢in bu iki yontem arasindaki uyumun en diisiik goriildiigii koken
grubu Grup 3 olarak belirlenmistir. Grup 3’lin vorikonazol agisindan 2 dilisyon
farkliliklarina gore iki yontem arasindaki uyum (%72,7) iken, duyarlilik/direnclilik
profili agisindan uyum (%2100) olarak belirlenmistir. Amfoterisin B agisindan Grup
3’tin diliisyon farkliliklarina gore iki yontem arast uyumu (%63,6) olarak
saptanmistir(Tablo 4). Bu grupta Vitek-2 profilinde yer alan C.dubliniensis (n: 4),
C.inconspicua (n: 2), C.lypolitica (n: 2), C.pelliculosa (n: 1), C.utilis (n: 1)’den
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olusan nadir turlerin koken sayilarinin az olmasi, bu tirlere 6zgu bir yorum
yapmamizi zorlastirmaktadir. Ayrica bu kékenlerin yaklasik (%54)’Unde amfoterisin
B’¢ olas1 diren¢ saptamis oldugumuzdan dolayr bu gruptaki tlrlerden hangilerinin
diisik uyuma neden oldugu hakkinda yorum yapamamaktayiz. Nadir ve yeni
giincellesen tiirlerin amfoterisin B i¢in duyarliliklarinin degerlendirilmesinde Vitek-
2’nin yerinin belirlenmesi i¢in, CLSI ile karsilastirmali ve ¢ok sayida kokenle
yapilan ¢alismalara gereksinim vardir.

Vitek-2 sistemi, kullanimda pratik ve zahmetsiz olup, 24 saatden kisa siirede
hizl1 sonug veren bir sistemdir. Ek olarak, sik rastlananlarin yani sira antifungal veri
tabaninda nadir tirlere de yer vermesi bu sistemi flukonazol ve vorikonazol
duyarlilign saptanmasinda tercih edilecek kullanigh,  glvenilir  bir ydntem
kilmaktadir.

Sensititre YeastOne yontemi:

Flukonazol agisindan +2 dilisyon kriterine gore CLSI ile karsilastirildiginda; (¢
grup icin uyumu (%74-88) arasinda iken, duyarlilik/direnglilik durumuna gore
uyumu (%78,2-100) arasinda degismektedir(Tablo 8-10).

Vorikonazol agisindan +2 dilisyon kriterine goére {i¢ gruptaki uyumu
(%60,8-96) arasinda iken, duyarlilik/direnclilik durumuna gére uyumu (%83,3-100)
olarak belirlenmistir.(Tablo 4)

Amfoterisin B agisindan +2 diliisyon kriterine gore U¢ gruptaki uyumu
(%100) olarak bulunmustur(Tablo 4).

Kaspofungin icin £2 dilisyon Kriterine gore ti¢ grup agisindan uyumu  (%12-
26) arasinda ve duyarlilik-direnclilik durumuna gore uyumu ise (%100) olarak
belirlenmistir(Tablo 4).

Flukonazol agisindan Sensititre YeastOne yonteminde toplam 60 kdkende 7
hata belirlenmistir. Grup 1(C.lusitaniae)’de hi¢ hata belirlenmezken, Grup 2’de
(C.intermedia) iki biiyilk hata, Grup 3’de bir buylk, doért kucik hata
gosterilmistir(Tablo 4).
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Vorikonazol agisindan Grup 1’de hi¢ hata belirlenmezken, Grup 2’de bir
blyik, bir kiiclik hata , Grup 3’de ise iki kiiglik hata belirlenmistir(Tablo 4).

Kaspofungin agisindan  Sensititre  YeastOne yonteminde hi¢ hata

saptanmamustir(Tablo 4).

Espinel Ingroff ve arkadaslar1 1999’da Sensititre YeastOne ve CLSI M27 A2
ile antifungal duyarlilik yaptiklar1 ¢alismada; 465 adet C.albicans kdkeninin 48
saatlik sonuglarinin uyumunu amfoterisin B igin (%97), flukonazol igin (%60),
flusitozin i¢in (%56), itrakonazol i¢in (%54), ketokonazol icin (%56) bulmuslardir.
Yine bu c¢alismada 64 adet yeni giincellesen kandida kokenlerinde (C.ciferrii,
C.famata, C.guillermondii, C.kefyr, C.lambia, C.lypolitica, C.rugosa, C.zeylanoides)
her iki yontemin uyumunu amfoterisin B icin (%90), flukonazol igin (%94),
flusitozin igin (%99), itrakonazol igin (%91), ketokonazol igin (%94) olarak
bildirmislerdir. Arastiricilar kokenleri duyarli, DBD ve direngli olma durumlarina
gore de yontemler bazinda kiyaslamislardir. Flukonazole hassas olan C.albicans
kokenlerinde iki yontemin uyumu (%89), flukonazolde DBD olan kokenlerde (%75),
flukonazole direncli olan kokenlerde ise uyumu (%93) olarak bulmuslardir.
itrakonazole hassas olan C.albicans kokenlerinde iki yontemin uyumu (%91),
itrakonazol icin DBD olan kdkenlerde (%24), itrakonazole direncli olan kdkenlerde
(%50) olarak bildirmislerdir(75).

Espinel Ingroff ve arkadaslar1 2004 yilinda 100 adet kandida kokeninin CLSI
M27 A2 ile bulduklar1 antifungal MIK degerlerini Sensititre YeastOne MIK
sonuclart ile karsilastirmiglardir. Kaspofungin, posakonazol, ravukonazol ve
vorikonazol duyarlilik sonuglariin uyumlu olduklarini belirtmislerdir. Bu ¢alismada
5 adet C. lusitaniae kokeninde bu dort antifungal ilag agisindan iki yontemin
uyumunun (%87-100) arasinda oldugunu bildirmislerdir(68).

Estrella ve arkadaglar1 2009°da 154 kandida kokeni ile yaptiklar1 ¢alismada
Sensititre YeastOne ile yapilan hata sayilarini; ¢ok biyik hata (1), blyik hata (1),
kigiik hata (51) olarak bildirmislerdir(73).

Calismamizda genel olarak YeastOne yonteminin dillisyon farkliliklarina
gore CLSI ile uyumu flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B agisindan (%80-100)

arasinda olup literatiirdeki ¢calismalara benzer olarak saptanmistir.
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Vorikonazol agisindan; YeastOne yonteminde CLSI MIK degerine gére 2-3
dilusyonluk farklilik ile 4 k6kende hata saptanmustir.

Flukonazol icin CLSI MIK degeri (8-32) pg/ml ile duyarli veya DBD olarak
saptanan 7 kokenden duyarli olan 3 tanesi YeastOne yonteminde direncli olarak
saptanip, blyik hata olarak degerlendirilirken; DBD olan 2 kdken de yine direncli
olarak belirlenip, kuclk hata olarak nitelendirilmistir.

Kaspofungin agisindan iki yontemin diliisyon farkliliklarina gore uyumu
(%12-26) olarak ¢ok diisiik bulunmakla birlikte duyarlilik/direnclilik profiline gore
uyumu (%100) olarak saptanmistir(Tablo 4).

Amfoterisin B agisindan iki yontemin uyumu her 3 grupta (%100) olarak
saptanmigtir. Dahas1 kdkenlerimizin ¢ogunun CLSI yontemine gore amfoterisin B’e
olas1 direncli (>1pg/ml) oldugunu kabul edersek, bu nadir gorilen ve amfoterisin B
icin yiiksek MIK degeri gosterebilecek yeni giincellesen tiirler icin amfoterisin B
duyarliligi saptanmasinda CLSI yontemiyle en iyi uyumu gosteren alternatif olarak
Sensititre YeastOne yontemini 6nerebiliriz(Tablo 4).

En sik rastlanan tiir olan C.albicans icin bile Sensititre YeastOne yonteminde
bazi antifungaller i¢in CLSI ile kiyaslandiginda diisiik uyum ortaya g¢ikabilecegini
gOsteren genis kapsamli bir ¢alisma da Espinel Ingroff’un ¢alismasidir(75).

Yine de dokuz farkli antifungal ila¢ igin MIK degeri elde edilebilmesi,
indikator renk ayiracina gore gorsel olarak MiK degerlerinin kolay yorumlanabiliyor

olmasi bu yontemin avantajlaridir.

Etest yontemi:

Flukonazol agisindan (i¢ mantar grubu igin +2 diltisyon kriterine goére CLSI uyumu
(%56-65) arasinda iken duyarlilik/direnclilik durumuna gére uyumu (%2100) olarak
belirlenmistir(Tablo 4).

Vorikonazol agisindan +2 diliisyon kriterine gore ii¢ gruptaki uyumu (%91,6-
91,2) arasinda iken duyarlilik-direnclilik durumuna goére uyumu (%83,3-100)

arasinda belirlenmistir(Tablo 4).
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Amfoterisin B icin +2 diltsyon kriterine gore (¢ grup i¢in bu yontem CLSI ile

(%16-48) arasinda zayif uyumlu olarak belirlenmistir(Tablo 4).

Kaspofungin agisindan £2 diltsyon Kriterine gbre ¢ mantar grubu icin
uyum (%58-68) arasinda iken, duyarlilik-direnclilik durumuna gore uyumu (%2100)
olarak belirlenmistir.(Tablo 4)

Flukonazol agisindan; CLSI ile kiyaslandiginda Etest yonteminde toplam 60
kokende 7 hata belirlenmistir. Iging olarak aynm1 zamanda bu kékenler flukonazol igin
hata belirlenen kokenler Sensititre YeastOne yontemi ile de hata belirledigimiz
kokenlerdir. Etest yontemi ile Grup 1(C.lusitaniae)’de hi¢ hata belirlenmezken, Grup
2’de (C.intermedia) bir blyuk , bir kicuk hata, Grup 3’de bes kiicik hata
gosterilmistir(Tablo 4).

Vorikonazol agisindan Etest yonteminde Grupl ve Grup 3’de hi¢ hata
belirlenmezken, Grup 2’de(C.intermedia) bir blyuk, bir kicik hata
belirlenmistir(Tablo 4).

Kaspofungin a¢isindan Etest yonteminde hi¢ hata saptanmamustir(Tablo 4).

Estrella ve arkadaslar1 2009°da yaptiklar1 ¢alismada 154 kandida kokeni ile
dort antifungal icin E test ile saptanan toplam hata sayilarini; en ¢ok flukonazol icin
olmak Uzere toplamda ¢ok buyuk hata (n: 1), blyik hata (n: 2), kiicik hata (n: 61)
olarak bildirmislerdir(73).

L.Majoros ve arkadaslar1 2005 yilinda flukonazole direngli bulduklar1 48
C.inconspicua kokeninin kaspofungin duyarliliginit CLSI M27 A3 referans yontemle
ve E test ile ¢alismiglardir. TUm kokenleri 24 saatlik sonuclara goére kaspofungine
hassas olarak saptadiklarimi ve diliisyon farkliliklarina gore de yontemler arasi

uyumun iyi oldugunu bildirmislerdir(76).

Sewell ve arkadaslarimin 1994’de 238 kandida kokeniyle yaptiklar
calismada; flukonazol duyarliliklarini E test yontemi, CLSI BMD ve makrodilusyon
yontemi ile belirlemislerdir. 48 saatlik CLSI BMD ve makrodilusyon sonugclar

arasindaki uyumu (%94) olarak bulmusken, E test ile makrodiliisyon sonuglarinin
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uyumunu C.glabrata icin( % 34), albicans dis1 diger kandida kokenlerinde ise (%97)
olarak belirlemislerdir(77).

Mazuelos ve arkadaslar1 CLSI ve E test arasindaki uyumu flukonazol i¢in (%

74,5), itrakonazol igin ise (%61,4) olarak bildirmislerdir(78).

Yiicesoy ve arkadaslar1 77 C.albicans kdkeninin flukonazol ve amfoterisin B
duyarhiliklarin1 CLSI M27 A mikrodiltusyon ile ve E test yontemi ile arastirmiglardir.
Amfoterisin B icin +2 diliisyon icindeki MIK degerleri arasindaki uyum (%85,7)
iken, flukonazol icin bu oran (%62,8 )olarak bulunmustur. Duyarli/direngli olma
durumlart agisindan testler arast uyumlarin amfoterisin B icin (%93,5), flukonazol
icin ise (%80- 90,7) arasinda oldugunu bildirmislerdir(79).

Serefko ve arkadaslar1 2008’de C.glabrata(24), C.tropicalis (16), C.kefyr
(10), C.famata (8), C.parapilosis (4), C.dubliniensis (3), C.maris (3), C.sake (2),
C.krusei (2), C.lusitaniae (2), C.inconspicua (1), C.norvegensis (1)’den olusan
toplam 76 kokenin kaspofungin duyarliigina E-test ve CLSI yontemi ile
arastirmislardir; 48 saatlik inkubasyon sonunda saptadiklari CLSI ve E-test MIK
degerleri arasindaki +1 diliisyonluk uyum %71 iken +2 diliisyonluk uyumu %92
olarak saptamiglardir(80).

Ozcan K. S. ve arkadaglarinin 46 kandida kokeninin antifungal
duyarliliklarmi CLSI M27 A3 ve E test ile calismuslardir. E test ile belirlenen MIK
degerleri CLSI ile kiyaslandiginda flukonazol igin (%80.4); vorikonazol igin
(%93.4); amfoterisin B igin (%84.7) ve kaspofungin icin (%95.6) uyum oldugunu
bildirmislerdir(81).

Koga-ito ve arkadaslar1 2008’de yaptiklar1 ¢alismada CLSI ile Etest yontemi
arasinda ki flukonazol i¢in (%53,3), itrakonazol igin (%45) gibi zayif uyum
oldugunu bildirmislerdir.Yine ayn1 ¢alismada amfoterisin B i¢in (%66,67), flusitozin
icin ise (%65) oranlarini iyi uyum olarak nitelendirmislerdir(82).

Maxwell ve arkadaslari nadir tiirlerin yer aldig1 genis kapsamli ¢caligmalarinda
flukonazol ve vorikonazol i¢in Etest ile CLSI uyumlarini sirasiyla (%96) ve (%95)
olarak bulmuslardir(83).
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Calismamizda iki yontem arasinda duyarlilik-direnclilik durumuna gore
flukonazol ve kaspofungin icin sirasiyla (%88,3) ve (%100) ile iyi uyum
belirlenirken, diliisyon farkliliklarina gore flukonazol ve kaspofungin igin sirasiyla
(%60) ve (%65) olarak diisik uyum elde edilmistir. Yine amfoterisin B igin
dilisyon farkliliklarina goére iki yontem arasinda (%40) ile zayif uyum elde
edilimistir. Sadece vorikonazol agisindan iki yontemin uyumu hem dillisyon
farkliliklarina gore (%91,6), hem de duyarlilik-direnclilik durumuna goére (%96,6)
olarak yiiksek uyumluluk diizeyinde bulunmustur.

Literatlr verilerini de gbz Oniinde bulundurarak; g¢alismamizda Etest
yonteminde kullandigimiz antifungaller arasinda diltisyon farkliliklarina goére en
uyumlu antifungal vorikonazol olarak belirlenmistir(82, 83).

Tirlere velveya ilaglara gore Etest yontemi diisiik ya da yiksek dilisyon
farkliliklar: sergileyebilmektedir. Ornegin; Sewell ve arkadaslarmin ¢aligmasinda
Etestle saptanan flukonazol MIK degerleri CLSI makro ve mikrodiliisyon yontemine
gore; C.albicans icin daha yiksek iken; C.glabrata ve C.krusei turleri icin daha
diisiiktiir. Benzer olarak ¢alismamizda yer alan nadir tiirler i¢cin genel olarak Etest
MIK degerleri CLSI MIK degerlerine gore; flukonazol igin (2-6) diliisyon fark ile
yuksek sonuclar verirken, kaspofungin icin (0-4) dilisyon ve amfoterisin B icin (0-
7) dilusyonluk fark ile diisiik degerler gostermistir.

Etest ile CLSI aras1 uyum farkliliklarinin bir diger nedeni Etest i¢in kullanilan
besiyerinin igerigidir. Ornegin Pfaller ve arkadaslarinin yaptig1 7 farkl tiir i¢inde yer
alan 726 kandida kokeninden olusan genis kapsamli bir ¢alismada; Etest igin
kulanilan ¢ farkli besiyeri ile kaspofungin i¢in almman sonuglar CLSI’e gore
kiyaslanmistir. En yiiksek uyum(%94) ile RPMI’da saptanirken, Casitone ve AM3
besiyerleri igin sirasiyla (%82), (%79) uyum belirlenmistir(84).

Literatiirdeki c¢aligsmalara gore kandidalar acisindan tr-ilag ve besiyeri
kombinasyonlarina dayali standartlagsmis bir uygulamanin heniiz mevcut olmamast,
azoller icin elde edilen MIK noktalarinda keskin smirlar bulunmamasi, inhibisyon
elipsinin i¢inde iireme yogunlugunun degerlendirilmesindeki giicliikler, biiytlik
koloniden kiigiik koloniye gecisler gibi durumlar nedeniyle gorsel olarak
okumalarmin  yoruma agik olmasi ve pahali bir yontem olmasi Etest’in

dezavantajlaridir.
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Ancak ek bir ekipman gerektirmemesi ve kolay uygulanabilir olmasi bu testin
avantajl yonleridir. Cok sayida kokenle yapilan kiyaslamali ¢aligmalar arttikca Etest
yonteminin Onerilebilecegi tiir, besiyeri ve antifungal ilaglarin belirlenmesi

gerceklesecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda nadir goriilen ve yeni giincellesen tiirlere yer vermemizin nedeni, bu
tiirlerin antifungal duyarlilik profilleriyle ilgili olarak literatiirde baz alinacak yeterli
bilgi birikiminin olmamasidir.

Ilging olarak bu nadir gorilen turlerde toplamda %38,3 oraninda amfoterisin
B’ye karsi direng olarak nitelendirilebilecek 1pg/ml’in iizerinde MIK degeri
saptamig olmamiz ¢aligmamizin dikkat ¢ekici bulgularindan birisidir.

Kaspofungin ic¢in Vitek-2 disinda diger iki ticari yontemi CLSI ile
kiyasladigimizda; blyik ya da kiiglik hata saptanmamis oldugundan
duyarhilik/direnclilik profiline gore Sensititre YeastOne ve Etest CLSI ile %100
uyumlu bulunmustur. Ancak, CLSI’a gére oldukca diisiik MIK degerleri vermeleri
nedeniyle, diliisyon farkina gére zayif uyumlu olarak belirlenmistir. Dolayisiyla bu
testlerle direngli kokenlerin belirlenememesi ihtimali bulunmaktadir. Ancak,
zorunluluk dahilinde bu testlerin uygulanabilecegini onerebiliriz.

Nadir ve yeni giincellesen tiirlerde yer alan kokenlerimiz amfoterisin B
acisindan direngli kabul edilebilecek ve de kaspofungin agisindan hassas olmakla
birlikte smirda duyarlilik gibi kritik MIK degerleri sergilemis oldugundan bu gibi
Klinik izolatlarda her iki antifungal igin antibiyogram yapilmasmin gerektigini
diistinmekteyiz.

C.intermedia ve grup 3’de yer alan diger albicans dig1 kokenlerimizde
AFY’lerin hata yiizdeleri yiliksek olarak saptanmis olup C.lusitaniae tirl icin
flukonazol, vorikonazol, kaspofungin agisindan ¢alisilan tiim yontemlerde hi¢ hata
saptanmamistir. Yontemlerdeki hata oranlariin yiiksek olarak belirlenmis olmasi
koken sayimizin yetersiz olmasina baglanabilir. Bu tiirler agisindan ¢ok sayida
izolatla yapilacak caligmalar, alternatif testlerin hata ve uyum oranlarinin daha iyi
belirlenmesini saglayacaktir.

Calistigimiz kandida gruplari igin duyarlilik-direnclilik uyum Kkriterine uygun
olarak onerebilecegimiz, CLSI’a alternatif ticari yontemler; C.lusitaniae igin her iki
azolde her u¢ yontem, C.intermedia icin Vitek-2 sistemi, grup 3 (Digerleri) igin

flukonazolde sadece Vitek-2, vorikonazol igin her {i¢ yontem olarak belirlenmistir.
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Kaspofungin ag¢isindan duyarlilik-direnclilik kriterine dayali uyumlarina gore
uc kandida grubu icin, Sensititre YeastOne ve Etest yontemlerinin her ikisini de
onerebiliriz.

Amfoterisin B’e kars1 duyarlilik ssaptanmasinda ise, diliisyon farkliliklarina
dayali uyum agisindan her ii¢ kandida grubu i¢in Sensititre YeastOne yontemini

uygun bir secenek olabilir.
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