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OZET

Candida Tiirlerinde Subinhibitér Konsantrasyonda Antifungal ila¢
Uygulamalarinin Slime Faktor Olusumuna Etkileri

Candida’lar insanlarm normal florasmin bir iiyesi olup, dogada yaygin olarak
bulunurlar. Konagin hiicresel immiinitesinin bozulmasi, florali bolgelerdeki
fizyolojik kosullarin veya floradaki mikroorganizma igeriginin degismesi ile firsatgi
mantar enfeksiyonlarma yol agabilirler.

Candida’larla olusan enfeksiyon siklig1 giderek artmaktadir. Kullanilan
antifungal gjanlara direng goriilmesi de 6nemli bir problem olusturmaktadir.

Bu caligmada, klinik Orneklerden izole ettigimiz maya tiirii mantarlardan
Candida’larin tiir diizeyinde tanimlanmasi, slime olusturanlarin tesbit edilmesi,
antifungal duyarhilik paternlerinin belirlenmesi ve slime olusumuna subinhibitor
konsantrasyonlarda antifungallerin etkisini amacladik.

Calismada, hastanemiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarma
01.01.2005 ile 01.09.2006 tarihleri arasinda gonderilen c¢esitli orneklerden izole
edilmis toplam 250 Candida susunun tanimlamasi yapilmistir. Slime olusturan 64
(%25,6) Candida tiirii saptanmustir. Slime olusturan tiirler modifiye tiip adherens
metodu ile belirlenmistir. Bunlarin 41°i C.albicans (%64,1), 13’4 C.glabrata
(%20,3), 3’1 C.tropicalis (%4,6), 5’1 C.kefyri (%7,8), 1’i C.krusei (%1,6), 1’i C.sake
(%1,6) olarak tamimlanmustir.

Slime olusturan tiirlerin Amfoterisin B (Amp-B), Vorikonazol, Itrakonazol ve
Flukonazole karsi duyarliliklart mikrobuyyon dilusyon yontemi ile arastirilarak
incelenmistir. Antifungallere duyarliliklari; Amp-B’ye %98.4,  Vorikonazol’e
%68.7, Itrakonazol’e % 51.6, Flukonazol’e %53 saptanmustir.

Ayrica calismamizda slime olusturan suslar i¢in MIK degerleri ile birlikte iki
alt dilisyonlar da hazirlanmigs ve bu subinhibitér konsantrasyonlarm slime
olusumuna etkileri arastirilmstir.

Sonugta; c¢alismamizda antifungallerin subinhibitdr konsantrasyonlarinda 64
Candida tirinden Amp-B ile 41 (%64,1)’inin, vorikonazol ile 41 (%64,1)’inin,
itrakonazol ile 47 (%73,4)’sinin, flukonazol ile ise 35 (%54,7)’inin inhibe edildigi



saptanmistir. Calismamiza gore antifungaller subinhibitér konsantrasyonlarda slime
olusumunu % 64,1 oraninda inhibe etmistir.
Anahtar Sozciikler: Antifungal Duyarlilik, Slime faktér, Candida,

Flukonazol, Vorikonazol, Itrakonazol, Amfoterisin B



SUMMARY
Affects Of Subinhibitory Concentration Of Antifungal Drug Applications
On Slime Factor Forming At Candida Species

Candida is the member of normal human flora. They are found in nature
widely. Host cellular immunity deficiency can cause oppurtunistic fungal enfections
with flora, changing of physiological conditions of region or microorganism content
of flora.

The frequency of Candida infections has increased. The development of
resistance to the antifungal agents is also seen an important problem.

In this study, we aimed to identify the Candida species isolated from clinical
specimens, to detect slime forming species, to determine the antifungal susceptibility
paterns and affects of sub inhibitory concentration of antifungals on slime forming.

In this study, 250 Candida strains isolated from various specimens that has
been sent to the Microbiology and Clinical Microbiology Laboratory of our hospital
for 01.01.2005 bis 01.09.2006 has been described. 64 (25,6%) Candida species
detected that is slime forming. Slime forming strains has been determined. Of these
strains, 41 (64,1 %) were identified as C.albicans, 13 (20,3 %) as C.glabrata, 3 (4,6
%) as C.tropicalis, 5 (7,8 %) as C.kefyr, 1 (1,6 %) as C.krusei, 1 (1,6 %) as C.sake.

Susceptibility of these dlime forming strains to Amp-B, Voriconazole,
Itroconazole and Fluconazole were detected by using microbroth susceptibility
testing method.

Antifungal susceptibility were detected 98,4% for Amp-B, %68,7 for
Voriconozole, 51,6% for Itroconazole, 53% for Fluconazole.

Furthermore, in our study in addition to MIC values, 2 sub dilutions were
prepared for dime forming strains and investigated slime forming at subinhibitory
concentrations.

As result, in our study we detect that at antifungals subinhibitor concentration
of 64 Candida species. 41 Candida species (64,1 %) sime forming is inhibited by
Amp-B, 41 (64,1 %) is inhibited by Voriconazole, 47 (73,4 %) is inhibited by
Itraconazole, 35(54,7 %) is inhibited by Fluconazole.



In our study; preventing of slime forming at subinhibitory concentration of
antifungals were detected 64,1%.
Key Words: Antifungal Sensitivity, Slime factory, Candida, Voriconazole,

Itroconazole, Fluconazole, Amphotericine B



1. GIRIS VE AMAC

Candida’lar insan agiz, sindirim yolu, vajen mukozasi ve derinin kalici
mikroflorasinin iiyesi olup dogada yaygin olarak bulunurlar (1). Konagin hiicresel
immnitesinin bozulmasi, florali bolgelerdeki fizyolojik kosullarin veya floradaki
mikroorganizma igeriginin degismesi sonucunda kolonize olarak, firsatgr mantar
enfeksiyonlarma yol agabilirler. (2).

Candida’lar normal florada yaygin olarak bulunduklarindan, hastalik sebebi
olmaksizin  klinik  Orneklerden izole edilebilirler. Laboratuvar verilerinin
yorumlanmasindaki giigliikkler nedeniyle sonuglarin degerlendirilmesinde, mayalarin
tiplendirilmesi yaninda iyi bir klinik laboratuar isbirligi de gerekmektedir (3).

Son yillarda Candida enfeksiyonlarindaki artig, tibbi alanda kullanilan
protezler, endotrakeal tiipler, c¢esitli kataterler gibi  biyomateryallerin
yaygmlasmasiyla iligkili bulunmustur (4).

Biyomateryallerin yiizeyinde Candida slime faktér olusumu; kolonizasyon ve
enfeksiyonlar i¢in bir kaynak olup, ¢ogu kez mikroorganizmalardaki antimikrobiyal
direng ile de yakindan iliskilidir (5).

Subinhibitor  konsantrasyonlarda Candida kolonizasyonunda antifungal
ilaglarin  kullanimi  slime olusumunu engellerse kolonizasyon ve olast bir
enfeksiyonun dnlenmesi saglanabilir.

Bu caligmada; Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Hastanesine gelen klinik
orneklerden maya tiirli mantarlar icerisinde izole edilen Candida’larm tiir diizeyinde
tammlanmasi; slime oOlusturanlarin tesbit edilip; Amfoterisin B, Flukonazol,
Itrakonazol ve Vorikonazol ilaglarina karsi antifungal duyarlilik paternlerinin
belirlenmesi, subinhibitér konsantrasyonlarin hazirlanip slime olusumuna etkilerinin

incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Candida’larla ilgili ilk bilgiler Hippocrates’e kadar uzanir. Hippocrates debil
kimselerde aft ve pamukcugu tanimlamistir. Hausmann da 1875°de vajinal kandidoz
ile pamukgugun iliskisini ortaya koymustur. Bunu izleyen yillarda bir¢ok arastirmaci
tarafindan ¢esitli hastalik etkenleri olan maya tiirleri izole edilmistir. Ancak
C.albicans terimini ilk kullanan kisi Berkhout (1923) olmustur (5).

Candida'lar  Fungi  imperfekti  (Deuteromyces)  sinifi  igerisinde
Cryptococcaceae ailesinin bir iiyesidir (6).

2.2. Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.2.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Candida’lar  3-5 pm  ¢apinda, yuvarlak veya oval, tomurcuklanarak
(blastosporla) ¢ogalan maya seklinde funguslardir. Candida’lar deri, mukoza ve
gastro intestinal sistem (GiS)’in normal florasmda bulunurlar. Dogumdan hemen
sonra mukozalarda kolonize olurlar ve endojen enfeksiyon i¢in risk olustururlar.
Kandidiyaz en sik goriilen sistemik mikozdur.

2.2.2. Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Birkag istisna disinda, Candida cinsi igindeki mayalarin makroskopik ve
mikroskopik 6zellikleri farklilik gostermez. Heps, 25°C ya da 37°C'de 2-3 giinde
Sabouraud Dekstroz Agarda (SDA pH. 5.5) 2-3 mm ¢apinda, beyaz veya krem
renginde, diizgiin ylizeyli veya gobekli ve uzayan inkiibasyonla birlikte kivrimli hale
gelen, mat yada parlak koloniler olustururlar. Tiirler arast morfolojik farkliliklar
ancak, misir unlu agar gibi 6zel besiyerlerinde saptanabilir (7).

Candida cinsinde yer aan blastosporlar (mayalar) g¢ogunlukla anamorf
(aseksiiel) organizmalardir. Ancak bazilar1 teleomorf (seksiiel) evreye de sahiptir.
Candida’lar tomurcuklanarak ¢ogalirlar. Tiirlerin ¢ogu “’yalanci hif”” olustururlar.
C.albicans ve ¢ok seyrek izole edilen C.dubliniensis ve C.norvegensis tiirleri gergek
hif olusturma 6zelligine sahiptir (7).

Candida tirleri gram olumludur. Maya elemanlarinin klinik 6rneklerden
aranmasinda Potasyum Hidroksit-Calcofluor White Fluorescent boyanmasi kullanilir.

Bu boya ile maya hiicresi yesilden maviye degisen renklerde floresan verir (8).



2.2.3. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida’lar, aerop kosullarda zenginlestirilmis ya da minimal ortamda, 2-8
arasinda degisen pH ve 20-40 °C arasindaki 1silarda iirerler. Besiyeri ortaminda
glukoz, amonyum tuzu, fosfat, biotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi)
bulunmas: yeterlidir. Kemoheterotrofturlar, yani organik bir azot ve karbon
kaynagimna gereksinimleri vardir. Biitiin tiirler glikozu fermente eder, higbirisi nitrati
asimile edemez. Kiltirlerinde etanol, asetoin ve asetik asit, formik asit, laktik asit,
propionik asit, piriivik asit, suksinit asit gibi organik asitlerden zengin metabolik son
tiriinler olusur (8).

Candida tiirleri aerobik ortamda en iyi liremeyi gostermekle birlikte, yiiksek
karbondioksitli ortamlarda daha da iyi iirerler.

Tiim patojen tiirler 37 °C’de iyi iiremekle birlikte, bu 1s1 6zellikle C.albicans ve
C.tropicalis gibi iki viriilan tiir i¢in optimaldir (8).

Cogalma hizlar1 ortama gore degismekle birlikte C.albicans ve C.tropicalis
i¢in bir saatten daha kisa bir siiredir (9).

Klinik 6rneklerden izole edilen bazi Candida tirlerinin kiiltiirel, mikroskobik

morfoloji ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1 *de 6zetlenmistir (9).



Tablo 2.1: Klinik 6rneklerde tiretilen Candida tiirlerinin kiiltiir, mikroskopi ve biyokimyasal 6zellikleri .

= L ' . .
TURLER o E| £ 3= 28| & ASIMILASYON FERMANTASYON 3 8 :
P2 ELE | ST 5 a : 2 > 25
L5 | S g 35 D M|S|L|GIM|S|IT1|K| R|T|D| D M S L S =) G Z2
C. albicans + + + + + |+ |+ -+ - - - -+ - F F - - F - - -
d
C. catenulata +d + + - + |+ - -+ |-+ -|-|-|H - - - - - - -
C. dubliniensis + + + + + |+ |+ |+ |+ ]| - - [ - - - - B - B _ R R
d
C. famata + - - - + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ -]+ +]+]|+] K - Fd - - - - -d
d d
C.glabrata + - - - + - - - - - - -] - - F - - - - - - -
C.guilliermondii + + - - L N AT A R I I B A F - F Fd F - - -d
C.kefyr + + - - L I R R R I N A F - F Fd F - - -
d d d
C.krusei + + - - + -] RO - - - +d - -d
C.lambica +d + - - T R O I T I R I - - - - - - - -d
C.lipolityca + + - - T R O e i A I - - - - - + - -d
C.lusitaniae + + - - L R R N R I A N O F - F - F - - -d
C.parapsilosis + + - - 200 e e e T I e N o F - - - - - - -
C.pelliculosa + + - - L R I I A A O F Fd F - F - + +
d
C.pintolopestisii + - - - L e R I R I T I R I F - - - - - - -
C.rugosa + + - - L T R e O e e O A I - - - - - - - -
d
C.tropicalis + + N - + |+ [+ -]+ -T+]-1T+]-71+]- F F F - F - - -
C.zeynaloides - + - - L T R R T e O R I - - - - - - - -
d d

+: olumlu, -: olumsuz, d: degisken, F: Fermantatif, *: C.tropicalis nadir olarak klamidospora benzer yapilar olusturabilir. D:dekstroz, M:maltoz, S:sukroz, L:laktoz, G:galaktoz, M:mellobiyoz, S:sellebiyoz,

T:inositol, K:ksiloz, R:rafinoz, T:trehaloz, D:dulsitol



2.3.Tibbi Oneme Sahip Bazi Candida Tiirleri

C.albicans: Maya-hif dontisimii gostermesi ve bazi hidrolitik enzimleri
tiretmesi nedeniyle, viriilansi en yiiksek tirdiir. C.albicans'm A ve B serotipleri
vardir. Candida stellatoidea farkl1 bir tiir olmayip, C.albicans'in bir varyantidir.
C.albicans kokenleri misir unlu agarda, 3 giinliik inkiibasyon sonunda blastospor,
yalanci hif klamidospor olustururlar. Serumda, 37°C' de, 2 saat inkiibasyon sonunda
hiicrelerden bogum olusturmaksizin uzayan ¢imlenme borular: (germ tiip) misir unlu
agarda klamidospor yapimy, tiir i¢in tan1 koydurucudur (10,11).

C.dubliensis: Son yillarda tanimlanmistir ve C.albicans ile filogenetik agidan
yakin akrabadir. Germ tiipii olusturabilen bu organizmayi1 C.albicans’tan ayiran
ozellikleri; 42°C'de iireyememesi ya da c¢ok zayif iiremesi ve beta-glukosidaz
aktivitesinden yoksun olmasidir. Ayirimlarinda genotiplendirme c¢alismasinin
dogrulayici olacagi belirtilir (11).

C.glabrata Onceden Torulopsis glabrata olarak bilinen bu tiiriin, Candida
cinsine alinmasinin taksonomik agidan tartismali oldugu belirtilmektedir. Ancak
literatiirde her iki isim de kullanilmaktadir, bu tiirde yer alan organizmalar, yalanci
hif olusturamazlar (10,11).

C.guilliermondii: Teleomorf formu Yamadazyma guilliermondii olarak
adlandirilan ve askosporlariyla ¢ogalan bir mayadir. Misir unlu agarda, kokene bagl
olarak yalanci hif olusumu ¢ok fazla ya da ¢ok seyrek olabilir. Blastosporlar kisa
zincirler ya da kiimeler halinde g6zlenebilir (11).

C.kefyr (C.pseudotropicalis): Teleomorfu, askosporlari ile ¢ogalan
Kluyveromyces marxianus'tur. SDA'da, 25 °C'de, 3 giinliik inkiibasyon sonundaki
kolonileri, diger tiirlerinkine gore daha kiigiiktiir. Misir unlu agarda, yalanci hif ve
yer yer 16 pm’ye kadar uzamis blastosporlar olustururlar (11).

C.krusei: SDA'da diiz yiizeyli ve biiyiik koloniler olusturur. Bir haftalik
inkiibasyon sonunda, uzayan blastosporlarin boyutu 25 um’ye erisir. Sabouraud
buyyonun yiizeyinde 25 °C'de 3 giinlikk inkiibasyon sonunda kalin bir pellikiil
(zarims1 katman) olusturur. Teleomorfu, askosporlariyla cogalan Issatchenkia
orientalis'tir (10,11).

C.norvegensis: Teleomorfu, Pichia norvegensis adin1 alan ve askosporlar1 ile

cogalan bir mayadir.
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C.parapsilosis: (C.parakrusei). Misir unlu agarda, 3 ginliik inkiibasyon
sonunda uzun, diizenli olarak dallanan ve "¢am ormanmi" andiran yalanci hifler
olusturur (10,11).

C.pelliculosa: Teleomorfu, Hansenula anomala ya da Pichia anomala olarak
adlandirilan ve askosporlariyla ¢gogalan bir mayadir (12).

C. tropicalis: (C. paratropicalis): C. tropicalis kokenleri Sabouraud dekstroz
buyyonun yiizeyinde, 25 °C'de 2 giinliik inkiibasyon sonunda ince bir pellikiil
olustururlar. Teleomorfu, askosporlari ile ¢ogalan Pichia jadinii'dir (13).

2.4. Candida’larin Hiicre Ince Yapisi

2.4.1. Hiicre Iskeleti

Fungal iskelet, turgor basincina karsi koyan ancak, dinamik bir sistemdir.
Iskelet, hiicre duvari ve hiicre membrani ile baglantilidir. iskelet komponentlerinden
olan mikrotiibiiller, membranin hareketliliginde rol alirlar. Iskeletin bir diger bileseni
olan aktin, sitoplazmik akiskanliktan sorumludur. Miyozin ise, aktinle birlikte
organellerin hareketliligini saglar.

Iskelet komponentlerinin birbirleri ile iliskileri acismdan Ca™, Mg™ ve H*
iyonlarinin yogunluklari 6nemlidir. Bu iyonlarin hiicre igine giris, ¢ikislar ile
organellerin hareketliligi ve hifal uzama diizenlenir. Iyonlar, ek olarak mitoz, mayoz,
tomurcuklanma, septum olusumu yani morfogenez ya da protein kinaz gibi bazi
enzimlerin regiilasyonunda da rol alirlar (14,15).

2.4.2. Hiicre Duvan ve Antijenik Yapi

Hiicre duvart hiicreye sekil veren, sert bir yapidir. Hiicrenin ozmatik basing ile
patlamasina karsi koyar. Cesitli molekiillerin i¢ ve digs ortama gegislerinde rolii
vardir. Hiicre duvari, maya hiicresinin degisik yiizeylere tutunmasinda (adezyon)
dogrudan gorev alir. Duvar yapisinda bulunan bazi maddeler antifungal ajanlar igin
hedef olustururken, bazilar1 ayn1 zamanda immiinolojik determinantlar: tasir. Duvar
bilesenlerinin %80-901 karbonhidratlar, %5-15'1 proteinler ve %2-5'i lipidlerden
olusur. Karbonhidratlarin ise %20-30'u mannoprotein, %50-601 B-glukanlar ve
%0,6-9'u kitin yapisindadir. C.albicans'n maya ve hifal formlarmda glukan ve
mannan igerigi benzerdir, fakat hifal hiicrelerde kitin miktar1 maya hiicresine gore ii¢
kat fazladir (15,16).
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Elektron mikroskopik c¢alismalara gore, Candida’larin hiicre duvari en az 5
katmanlidir. Maya-hif doniistimii siirecinde bu sayr ve kalinlik degisir. Ayrica
ortamda yiiksek yogunlukta seker varhiginda en distaki mannoprotein katman
kalinlasir ve fibriller olusumlar artar (17).

2.4.3. Hiicre Membran

Hiicre membrani tasidigi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dis
ortama gegisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi, duvar komponentlerinin sentezinde rolii
olan enzimler de membranda bulunurlar. Ayrica C.albicans'in morfogenezi (maya-
hif doniisimii ve hifal ugtan uzama) igin gerekli olan sinyal iletiminde rol alan
fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de membranda yer alirlar (15).

Candida’larin hiicre membraninda; fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin,
fosfatidil serin ve fosfatidil inozitol gibi fosfolipidler bulunur. Tiim mantarlarda
oldugu gibi, Candida’larin da hiicre membranmnda bulunan sterol, membran
lipidlerinin %20'sini olusturur. Steroliin %95'i, ergosterol formundadir. Ergosterol,
antifungal ilaglar i¢in en 6nemli hedefdir (15).

2.5. Candida’larin Viriillans Faktorleri

Candida’larin  6zellikle de major patojen olan C.albicans'm kandidiyaz
patogenezinde roli oldugu ileri siiriilen viriilans faktorleri asagidaki bashiklarda
toplanabilir (17).

2.5.1. Konak Hiicre Yiizeyine Tutunma (Adezyon):

Adezyon, mayamn konak ile iliski kurmasinda ilk basamagi olusturur.
C.albicans, aderanst en yiiksek tiir olmakla birlikte, ayni tiir iginde adezyon
yetenekleri farkli kokenler bulunabilir. Maya hiicresinin konak hiicre yiizeyine
tutunmasinda, konagm hormonal ve immiinolojik kosullarinin yaniSira, mantarin
yiizey 6zelliklerinin de 6nemi vardir (17)

A-Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Ozelligi: Negatif yiiklii yiizeylerin birbirini
cekmeleri, hidrofobik ~ molekiillerin ~ varhigi ile  miimkiindiir. =~ Ornegin,
hidrokarbonlarin ve non-polar organik maddelerin (fenil alanin, methionin gibi)
adezinlerle birlikte hiicre yiizeyine tutunmayi destekledigi belirtilmektedir (17).

Yiiksek galaktoz yogunlugunda iireyenlerin yamsira, 25°C'de iireyen mayalarin
ve hifal formlarin hidrofoblugu daha fazladir (17).
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B-Yiizey adezinleri: Konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutunmada rolleri
olan molekiillerdir (18).

ICsb reseptorii: Maya hiicre yiizeyindeki bu molekiil, konak hiicre
yiizeyindeki arjinin-glisin-aspargjin (RGD) tabiatindaki reseptorlere tutunur. Bu
molekiil, memelilerdeki CR-3 integrin reseptorleri ile benzerlik gosterir. Molekiiliin,
notrofiller tarafindan mayanin fagositozunu engelledigi de one siiriilmektedir (18).

Csd reseptorii: Komplemanin C3d komponenti igin reseptor gorevi goren ve
memelilerdeki CR-2 integrin reseptorii ile benzerlige sahip bir molekiildiir. Glukoz
ve mannoz agisindan da zengin olup, 6zellikle plastik yiizeylere tutunmada rol alir
(18).

Fibronektin reseptorii: Konak hiicreye tutunmada Ca™ iyonlarina bagimlilik
gosteren bir molekiildiir. C.albicans ve C.tropicalis Kokenleri fibronektin reseptorleri
aracilig1 ile subendotelyal ekstra selliiler matriks proteinlerine (EMP) tutunur; ayrica
bobrek, karaciger ve beyindeki hiicrelerde bulunan (RGD) peptidlerine baglanirlar
(18).

Estrojen reseptorii: Ureme hormonlarmin vajen epitellerindeki glikojeni
artiric1 etkisi ve maya hiicrelerindeki estrojen reseptorleri, vajinal kolonizasyonu
kolaylastirir (18).

Yapiskan mannoprotein: Bu glikoproteinin ifadesi, yiiksek galaktozlu
ortamda fibriller yapisimin artisi ile paralellik gosterir. C.albicans'm mannoproteini
ile yiizeyinde fukoz bulunduran epiteller arasi iliski ilgi ¢ekicidir. Gerek "O" kan
grubuna sahip olan gerekse, sekretuvar olmayip Lewis antijeni tasiyan bireylerin agiz
ve vajen epitellerinde bulunan fukoz ile Candida mannoproteinleri arast birbirini
tammaya dayali iliski; belirtilen 6zellikteki Kisilerde oral ve vajinal kandidiyaza
egilimi agiklamaktadir (19).

Salgisal asit proteinaz: Konak hiicrelerinde invazyon ve kavitasyon gibi
olaylardan sorumlu olan bu enzim, ayni zamanda hiicrenin enfeksiyonuna yol agan
bir adezyon faktoridiir (19).

Faktor 6 (Antijen 6): C.albicans serotip A kokenlerinde mannoprotein
katmanini en disinda yer alan bir epitoptur. Faktér 6 defektli mutantlarm konak

hiicre ylizeyine goreceli olarak zayif tutunduklar: saptanmustir (19).
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Laminin reseptorii: Bu reseptorlerin aracihigi ile Candida’lar, aortik ve
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ligandlara tutunurlar. Laminin reseptorleri,
C.albicans'in sadece germ tiip ve hifal formunda saptanmustir (19).

Fibrinojen baglayan proteinler: Bu reseptérler C.albicans'm germ tiip ve
hifal formunda bulunur. Ozellikle bobrek ve iiretral epitellere tutunmada rol alirlar
(29).

2.5.2. Maya-Hif Dimorfizmi:

Ozellikle C.albicans kokenlerinde kromozomal diizeyde onemli degisiklikler
olabilmektedir. Bu degisikliklerin yansimalari arasinda yer alan dimorfizm, maya
germ tiip (hif) doniisiimiinii belirleyen bir silire¢ olup, 6nemli bir viriilans faktoriidiir.
Bu siireci etkileyen dis faktorlerden CO2, pH (7.5-8.0), 1s1 (37°C); N-asetil glukoz,
prolin ve aminoasitler maya hiicresinin membranindaki reseptorler tarafindan
algilanan sinyaller olup, hiicre igine iletilirler. Hiicre iginde cAMP, cGMP ve bazi
iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir. Olusan iyon akimi sonucunda
hifal uzama gerceklesir. Hifal forma doniisiimiin ilk basamagi germ tiiptiir.
Sinyalizasyon zayif, 1s1 ve pH diisiik ise septum yapimi gecikir, iyon akimi olmaz ve
daha plastik bir duvar olusur ve buradan disar1 dogru balonlasma sonucu kiiresel
hiicre (tomurcuk) sekillenir. Hif formu, maya formuna gore dokuya ve plastik
yiizeylere daha fazla yapisir; fagosite edilemez (16,19,20).

2.5.3. Fenotipik Degisimi:

C.albicans kokenlerinde yiiksek siklikta spontan fenotipik degisim
saptanmustir. Bu degisim, baslica iki kategoride gergeklesmektedir:

a) Kolonilerdeki White-Opagua (w-0) renk degisimi, 10* siklikta olusur ve
koloni diizeyinde oldugu kadar, makroskobik olarak da hiicrelerin kiiresel ya da
uzamis sekilde farkl goriintiilerine yol agar.

b) Koloni morfolojisinde 10-2, 10-3 siklikta olusan degisim sonucu ‘’Smooth
(9)”” tipinden migelyal forma; yildiz tipi halka tipi gibi degisik formlara degisim
olabilir, in vivo kosullarda da gergeklesen bu fenomenin, antifungal ilaglara karsi
direng gelisiminde etkili oldugu belirtilmektedir(19,21).

2.5.4. Salgisal Aspartil Proteinazlar:

Kimyasal 6zelliklerinden dolay1 karboksil proteinaz, asit proteinaz isimlerini

de alan salgisal aspartil proteinaz, asit pH'da ve yegane nitrojen kaynagi olarak bir
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proteinin bulundugu ortamda salgilanir. Enzim, C.albicans kokenlerinin ¢ogu tarafin-
dan ve daha az oranda C.tropicalis ve C.parapsilosis Kokenlerince iretilir. C.kefyr,
C.krusei, C.guilliermondii ise nadiren salgilar. Proteinaz; serum abumini,
ovalbumin, hemoglobin, keratin, kollgjen, laminin, fibronektin, 1g A, Ig G'nin Fc
kismi ve komplemanm C3 komponentini hidrolize ederek, basta C.albicans olmak
tizere Candida kokenlerinin viriilansint ve dokularda invazyon olusturma
yeteneklerini  artirict  etki  gostermektedir. Pepstatin, proteinazin  6zgiill bir
inhibitoriidiir ve Candidal enfeksiyonlar: 6nleyici bir ajan olarak kullanilabilirligi ile
ilgili caligmalar siirdiiriillmektedir (19, 22).

2.5.5. Fosfolipazlar:

Maya ve hifal formdaki C.albicans kokenlerinin %79'unda fosfolipaz aktivitesi
saptanmustir. Ozellikle membran fosfolipidlerini pargalayarak epitelyal hiicrelere
tutunmada bu enzimlerin rolii oldugu ve dolayisiyla viriilansa katkida bulunduklar:
belirtilmektedir (19,23)

2.5.6. Slime Faktor:

Bir kistm mikroorganizmalarin dogada saprofit hayatta ve insan viicudunda ya-
samaya uyum sagladiklarinda in vivo Kat1 yiizeylere yapisma ve kalinligi birkag
milimetre’ye varan hiicre tabakalarmdan olusan biyofilm olusturma &zelliklerinin
bulundugu, bu yapismanin o6zgiin olabildigi veya olmadigi bilinmektedir. Bu
biyofilm damar i¢i kateter veya protez uygulamalarinda baslica komplikasyon olan
enfeksiyonlara da yol agabilmektedir. Bu yabanci cisim organizmada fibronektin,
fibrinojen, vitronektin veya laminin ile kaplanr ve mikroorganizmalar konagmn bu
matriks proteinlerine yapisabilirler ve burada hiicre disi matriks salgilayabildik-
lerinde yiizeye yapisan, ¢ogunlukla polisakkarit yapisinda bir biyofilm olusur
(24,25).

C.albicans ve C.parapsilosis de katetere yapisarak kolonizasyon sonucunda
nozokomiyal enfeksiyonlara yol acabilmektedirler. Kateterde ortaya ¢ikan
biyofilmlerde hem mikroorganizmaya hem de konaga ait faktorlerin rol oynadigi; bu
yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin slime faktoriiniin, konagin da fibrin ve
fibronektinlerinin gerekli oldugu; diger patojenlik faktorlerinin yanisira C.albicans
ve C.albicans dis1 kokenlerde biyofilmlerin dnemli bir viriilans faktorii oldugu 6ne

siiriilmiisse de son giinlerde yapilan arastirmalarda mucin, fibronektin ve mannan
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baglayan protein gibi tiikriik veya serum proteinlerinin Candida biyofilmi olusmasini
kolaylastirmadig; akrilik yiizeylerde Candida biyofilmi olusmasmin karmasik bir
olay oldugu bildirilmistir (25).

Diger yandan, insan tiikriigiinde bol miktarda bulunan histidinden zengin 12
cesit proteinler olan histatinlerin fizyolojik yogunluklarda hiicre duvarini etkileyerek
C.albicans dahil bir kisim Candida tirleri, Saccharomyces cerevisiae Ve
Cryptococcus neoformans lizerine in vitro antifungal etkinliklerinin oldugu gosteril-
mis; ancak bunlarin C.albicans’1 6ldiirme veya ¢imlenmeyi baskilama mekanizmalari
heniiz agiklanamamustir. Histatinlerin C.albicans’in hiicre zarina baglandig1 fakat
memelilerin hiicre zarlarina baglanmayarak segici Oldiiriicii etkinlilik gosterdigi
belirtilmistir. Bunlar arasinda ¢esitli biyolojik etkinliklerine sahip olan histatin 3’{in
bu ara proteazlari da baskiladigi, mantar hiicresinin yiizeyine baglandigi, ancak
hiicrenin 6Imesi i¢in diisiik bir hiicre dis1 tuz yogunlugunun da bulunmasi gerektigi
gosterilmis, dolayisiyla histatin 3’tin Candidasid etkisinin yalnizca hiicre yiizeyine
baglanmasiyla ilgili olmayip hiicreyi de etkilemesine bagl oldugu 6ne siiriilmiistiir
(26).

Kateterler, ekstraseliiler matriks iginde biyofilm olusturan mikroorganizmalar
ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmasi ¢ogu kez
septisemi  ile  sonuglanmaktadir. Hastane kaynakli kan dolasimi ile ilgili
enfeksiyonlarm basinda Gram negatif bakterilerden sonra mantarlar gelmektedirler
(27).

Fungeminin en yaygmn etkeni olan C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis,
C.krusei ve Cglabrata Qibi Candida’larin slime yapimi da virilansta etkili
olmaktadir (28).

Ancak proteolitik enzimler, fosfolipaz, dimorfizm gibi diger viriilans
faktorlerinden daha az 6neme sahip olabileceginin de 6ne siiriildiigli bilinmektedir
(27).

Bu yorum, slime faktoriiniin viriilans etkisinin diger etmenlerde oldugu gibi
tiim viicut bolgeleri i¢cin genel anlamda gecerli olmayip yalnizca katater gibi yabanci
bir cisme bagli enfeksiyonlarla sinirli bir ¢evrede kalmasindan kaynaklanmakta
olmalidir. Ancak; gectigimiz on yil icerisinde hizla 6ne ¢ikmis olan ve bagisikligi

bozulmus kisilerde gorildigii kabul edilen, ¢ogu Oliimle sonuglanan firsatgi
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mantarlarin sebep oldugu enfeksiyonlara ek olarak; son giinlerde bu gibi hususlarin
da bir yansimasi olarak artik bagisikligi tam konaklarda da yasami tehdit eden
firsat¢1 mikozlardan s6z edilmeye baslandig1 dikkati gekmektedir.

2.6. Candida Infeksiyonlarinda Bagisikhk Sisteminin Rolii

Hiicresel Bagisikhik

Intakt deri, kutenéz kandidiyaza kars1 diren¢ saglar ancak maserasyon, deriyi
Candida invazyonuna duyarli kilar. Maya hiicresi dermise invazyon yapip dolasima
gegerse, polimorfoniikleer 16kositler (PNL) pseudohiflerde hasar olusturur ve de
blastosporlar: fagosite ederler. Eozinofiller de Candida’yr o6ldiiriir. Ozellikle
miyeloproksidaz ve hidrojen peroksit C.albicans'in 6ldiiriilmesi igin gereklidir; diger
tirler ise oksidatif olmayan mekanizmalarla 6ldiriiliir. Monosit, makrofajlar ise,
miyeloperoksidaza bagimli ya da bagimsiz yollardan Candida’lar1 6ldiiriirler.
Ornegin pulmoner dokuda alveolar makrofajlar, C.albicans'm dldiiriilmesinde 6nemli
rol alir (29).

Mannan, lenfosit yamtini1 belirleyen en 6nemli yapisal komponenttir. Fakat
lenfositlerin Candida’lara kars1 savunmadaki rolii ve olusan hiicresel bagisikligin
Oonemi tam anlasilmamistir. Ancak, Kronik Mukokutan6z Kandidiyaz (KMK) ve
AIDSlilerin kutenéz kandidiyazlarmda hiicresel savunma sistemindeki bozukluklarin
roli agiktir (30,31).

Sivisal Bagisikhik

Mayanin nétrofillerce yutulmasinda IgG sinifindan opsonik antikorlarin roli
vardir. Serum IgG yaniti, dissemine kandidiyazda yiikselme gosterir. Kompleman
fraksiyonu olan C3b, opsonin olarak C.albicans blastosporlara baglanabilir (30,31).

2.7. Patoloji

Yiizeysel kandidiyazlarda mukozal yiizeyler tutulur; vaskiiler ve derin organ
invazyonu olmaz; nétrofiller, nekrotik debris, maya ve hifler goriilir. GIS
enfeksiyonunda iilserasyon ve bunun {izerini 6rten ve de nekrotik debris, fibrin, maya
ve yalanci hif igeren pseudomembran olusur. Kronik mukokutenéz kandidiyazda
stratum korneumda maya ve hifal formlar bulunur; epidermis, dermis invazyonu
olusabilir; hiperkeratoz ve akantoz belirgindir.

Lokal invaziv kandidiyazda (pnémoni, piyelonefrit gibi) keskin sinirh iilserler

goriiliir. Fungus submukozal gelisim gosterir ve listteki mukozada nekroza yol agar;
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boylece olusan iilserlerin tabanini 6rten pseudomembran iginde fungal yapilar yer
alir. Anjioinvazyon sonucu derin katmanlara yayilabilir (30).

Invaziv enfeksiyonun bir formu olan dissemine kandidiyazda mukozal yiizeyler
disindaki iki ya da daha fazla organ tutulur. Coklu parankimal apseler kalp,
karaciger, dalak, bobrek, akcigerde goriilebilir. Dissemine kandidiyazda
polimorfoniikleer hiicrelerden olusan mikroapseler ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu tipiktir. Kroniklesen olgularda histiyositler, dev hiicreler ve epiteloid
hiicrelerin yer aldig1 graniilomat6z reaksiyonlar da gézlenebilir.

Agir immiin yetersizligi olan hastalarda inflamatuvar reaksiyon ¢ok azdir veya
yoktur; apseler yalmzca Candida’lar1 ve nekrotik dokuyu igerir (31).

2.8. Candida’larin Patogenezi:

Konak savunma mekanizmalari ve mikroorganizmanin virilanst Candida
enfeksiyonlarinin gelisiminde rol oynar. Saglam deri ve mukozalarin Candida
enfeksiyonlanmn gelisimini 6nlemede rolii biiyiiktiir. Deri maserasyonuna neden
olan her tiirlii olay, saglikli kisilerde de duyarh bolgelerde Candida invazyonunaizin
verir. Candida’lar dermise veya kan dolasimma gectiginde polimorfoniikleer
[6kositler savunmaya katilir. Notrofillerden baska monosit ve eozinofiller
fagositozda yer alir. Doku makrofajlarinin ve yerlesik retikiiloendotelyal hiicrelerin
de Candida’lar1 61diirme kapasiteleri vardir (25).

Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ve Siiperoksit anyon sistemi fagositlerin
Candida’lar1 ~ 6ldiirmelerindeki  baslica mekanizmalardir. Ayrica fagositler
kimotripsin benzeri katyonik proteinler iiretip membran gegirgenligi arttirarak etki
ederler. Isiya duyarli ve direngli opsoninler, nétrofillerin Candidal fagositozunu
kolaylastirir (25).

Yerlesik floradaki bakteriler, besin maddelerini hizla tiiketerek, ¢evre
kosullarimi Candida’lar i¢in uygun olmayacak sekilde degistirir veya toksik maddeler
ireterek Candida’larin gogalmasimi engeller (29).

Hipoparatiroidizm, adrenal yetmezlik, kronik lenfositik troidit, diabet, over
hipofonksiyonu ve adrenokortikotropik hormon eksikligi gibi endokrin bozukluklar
kronik mukokutendz Candida enfeksiyonlari ile iliskilidir (29).

Candida’lara kars1 humoral ve hiicresel bagisiklik gelismekle beraber hiicresel

bagisikligin rolii daha biiylktir. Genel olarak yiizeysel deri enfeksiyonlarinda
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hiicresel bagisikligm, sistemik enfeksiyonlarda ise dogal direncin yaninda humoral
bagisikligin 6ne ¢iktig1 soylenebilir (25).

Candida hiicre duvarinda bulunan mannan, T lenfositlerin duyarlanmasinda
basta gelen antijendir. Duyarlhilasan T lenfositleri lenfokin salgilarlar ve makrofajlari
aktive ederler (18,25). Mannan antijenik yap1 olmasinin yanisira viriilansta da rol
oynar. Kronik mukokutenz kandidiyaziste hiicresel bagisikligi inhibe eder. Geg tip
asin duyarliigr baskilar ve kronik kandidiyaziste mannoprotein ve mannan
metabolitleri IL-1, EL-2 ve TNF aktivitesini etkiler (18). Hidrolitik enzimlerinden
fosfolipazlar membran fosfolipidlerini, asit proteinazlar salgisal IgA'y1 pargalayarak
epitelyum hiicrelerine yapismada rol oynarlar (18).

Kompleman opsonizasyon i¢in gereklidir. Candida’lar tarafindan daha g¢ok
aternatif yol olmak iizere her iki yoldan da aktive edilirler. C3b komponentinin
blastosporlara  baglandigi  gosterilmistir.  Kronik — mukokutenéz  Candida
enfeksiyonlarinda deri bazal membraninda kompleman komponentlerinin biriktigi
gosterilmistir. Ayrica insan kompleman reseptorleri CR2 ve CR3'e benzer Candida
yiizey molekiilleri tespit edilmistir (25).

Candida’lar enfekte dokuda maya ve hif formu seklinde bulunurlar. Aktif
semptomatik enfeksiyon hif formu ile iliskilidir. Hif formu maya formuna gore,
dokuya 50 kez daha fazla yapisir. Normalde insanda kommensal olarak bulunan
Candida’larin patojen hale gegmeleri i¢in savunma mekanizmalarmin baskilanmasi
gerekir. Bu dogal veya iyatrojenik olarak gelisebilir (30).

Diabetes mellitusta glikoz diizeyinin yiikselmesi doku invazyonu olmaksizin
fungal iremeyi arttirir. Ciddi yanik lezyonlarina Candida’lar kolonize oldugunda,
deri bitiinligi bozulmus oldugundan doku invazyonu gelisebilir. Gebelikte dstrojen
ve vajinal glikojen miktarinin artmasi, vajinal kolonizasyona sebep olabilir (25).

Candida’larin glikoprotein yapisindaki toksinleri patojenitede rol oynayan
viriilans faktorlerindendir. Bakteri toksinleri gibi pirojen olup hayvanlarda anaflaktik
soka neden olabilir, ancak bakteri toksinleri kadar etkin degildir (18).

Kemoterapi ve radyoterapi sonrasi maserasyona bagli doku invazyonu
gelisebilir. Hiperalimentasyon sivilar: intravaskiiler hiperglisemik ortam saglayarak
Candida enfeksiyonlarim kolaylastinr. intravaskiiler kateterler, basing izleme aletleri,

prostetik kalp kapaklari ve pacemaker yerlestirilmesi dissemine kandidiyazise yol
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acar. Genis spektrumlu antibiyotiklerle flora bakterilerinin baskilanmasi Candida
enfeksiyonlarina yol agabilir (25).

2.9. Candida Enfeksiyonlar1 ve Tanisi

Candida’lar, mukozal kolonizasyondan ¢oklu organ tutulumuna kadar genis bir
yelpazede yer alan enfeksiyonlara yol agabilir (31).

2.9.1. Yiizeyel Candida infeksiyonlari

Yiizeyel Candida enfeksiyonlari ¢ogunlukla kisinin kendi florasmdan koken
alir, bazen bagska kisilerden bulas yolu ile de kazanilabilir (32).

Oral Kandidiyaz

Farkli klinik formlar1 vardir.

¢ Akut Pseudomembranéz Oral Kandidiyaz (Pamukcuk): En ¢ok siit emen
bebeklerde ve yashilarda goriiliir. Bu yas gruplarinm disinda. CD4<"> hiicre
say1st <200/mm° olan HIV (+) hastalarda, kanserlilerde ve steroid inhaler
kullananlarda ortaya ¢ikabilir. Dil, yanak mukozasi, sert damak ve gingivada
ve bazen bogazda beyaz yamalardan olusan yalanct membran meydana gelir.
Y amalarda, dokiilen epitel hiicreleri, l[6kositler, mayalar ve bakteriler bulunur.
Membran kaldirildiginda kanama olur. AIDS'liler disindaki gruplarda oral
kandidiyazlar genellikle kendini smirlayici niteliktedir (33).

e Kronik Atrofik Kandidiyaz: Takma dis stomatiti olarak da bilinir. En ¢ok
"angular selit" denilen ve dudak koselerinde catlaklarin olustugu formda
goriiliir (33).

e Kronik Hiperplastik Kandidiyaz: Candidal 16koplakia lezyonlarinin %15-
20'si malign doniisiim gosterebilir.

Tami: Mukozal lezyonlarin goriiniimii  klinik tamda yardimcidir. Ancak
graniilositopenik hastalarda, Herpes simplex ya da bakteriyel lezyonlardan ayirt
edilmelidir.

Dil basacagiyla lezyondan alman 6rnegin %10 KOH ile mikroskopik incelenmesinde
tomurcuklanan maya hiicrelerinin ve hifal formlarin goriilmesi ve kiiltiirde mayanin

tiretilmesi tam koydurucudur (31).
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Candida Ozofajiti

Derin kandidiyaz sinifina da alinabilen bu hastalik, orofarengeal kandidiyazla
birlikte, ya da bagimsiz bir bulgu olarak ortaya cikabilir. Ozellikle AIDS'lilerde
goriiliir (31).

Tani: Yutma giigliigli olan hastanin endoskopik muayenesi sirasinda, yogun
inflamasyon ve yamalar goriiliir. Klinik materyalin histopatolojik yontemlerle
incelemesinde mayalarin gériilmesi ve kiiltiirde tiretimi ile kesin tani konur (32).

Candida Vulvovajiniti ve Balanit

Kadinlarin %75'1 yasamlarinda en az bir Candida vulvovainit epizodu
gegirirler. Tedavinin basarisiz oldugu bazi olgularda tekrarlar ve israrct semptomlar
olabilir. Olgularin %80'inden C.albicans sorumludur. Bunu %5 ile C.glabrata izler,
ilimli seyreden enfeksiyona karsin bu tiirde azollere karsi direng gelisimi goz oniinde
tutulmalidir (31).

Diyabetes mellitus, gebelik ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi en 6nemli risk
faktorleridir.

Hastalarda vulva ve vajende kasinti, eritem ve yanma; diziiri ve dispariini siklikla
rastlanan bulgulardir. Kalin ve siit kesigi kivaminda vajinal akint1 bulunabilir (32).
Penil kandidiyaz (balanit), erkeklerde en ¢ok diyabetes mellitus ile baglantilidir.
Vulvovajinitli kadinlarin cinsel eslerinde de ortaya ¢ikabilir. Uzun siireli penil
kateteri olan hastalarda da kronik enfeksiyonlar meydana gelebilir. Glans penisde
kasinti, eritem ve vezikiilopiistiiler lezyonlar bulunur (32).

Tam: Vgina akintinin % 10 KOH ile mikroskopik incelemesinde maya ve
hifal yapilarin goriilmesi ve kiiltirde mayanin tiretilmesi vajinal kandidiyaz i¢in tani
koydurucudur.

Penil kandidiyaz durumunda ise koronal sulkustan ve subpreputial keseden alinan
ornegin mikrobiyolojik incelemesi yapilmalidir (33).
2.9.2. Primer Kutenoz Kandidiyazlar
e Intertrigo diyabetli sisman kadmlarda sik gériilen bir hastaliktir. Kasik, meme
alti, koltuk alt1 gibi maserasyon ve okliizyonun fazla oldugu bdolgelerde
vezikiiller ve pustiiller olusur (31).
e Ayak parmak aralarinin Candida enfeksiyonunda, eritem ve c¢atlaklarla

seyreden agrili lezyonlar vardir. Su ile temasi fazla olanlarda sik goriiliir (31).
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o Konjenital kutendz kandidiyaz, dogumda veya dogumun hemen sonrasinda
sit emen bebeklerde gorilen ve eritemli zeminde vezikiilopistiiler
lezyonlarla seyreden nadir bir klinik formdur. Olgularin %50'si gebe
annedeki vajinal kandidiyazla baglantilidir. Kendiliginden iyilesebildigi gibi,
agir seyirli derin enfeksiyona kadar gidebilir (32).
e Diyaper ras; bebeklerin perianal bdlgesinde ortaya ¢ikan ve bez kullanimi ile
iligkilendirilen ve nadiren C.albicans'm da rol aldig1 bir enfeksiyondur (32).
Tani: Lezyondan alinan kazmtinin %10 KOH ile mikroskopik incelemesinde
mayalar ve hifal formlar, tani koydurucudur. Pozitif kiiltiir de tantya yardimcidir (31).

Onikomikoz ve Paronikya

Tirnak enfeksiyonlarinin %5-10'unda etken Candida’lardir. Daha ¢ok su ile
normalden fazla temasi olanlarda goriilen bu enfeksiyonda bas ve orta parmaklar
daha ¢ok etkilenir. C.albicans ve C.parapsilosis en onemli etkenlerdir. Candida
paronikyasi genellikle proksimalden baglar; tirnak yatagi siser; eritem ve agri
meydana gelir. Kutikula tirnak yatagindan ayrilir. Proksimal tirnak bolgesinde beyaz,
yesil ve siyah lekeler olusur. Tirnaklarda gukurlasmalar goriiliir. Distal Candida
enfeksiyonunda onikolizis ve subungual hiperkeratoz goriilebilir (31).

Tami: Tirnak kazmtilarmin KOH ile mikroskopik incelemesinde maya ve
yalanci hiflerin gériilmesinin yansira bu 6rneklerden hazirlanan kiiltiir de tireme
olmasi ile tan1 dogrulanir. Paronikya durumunda, aspire edilen irinde mikroskopik
inceleme ve kiiltiirde Candida varhginin gosterilmesi miimkiindiir (31,32).

Kronik Mukokutenéz Kandidiyaz (KMK)

Konjenital endokrinopatiler veya hiicresel bagisiklik  sistemindeki
bozukluklarla baglantili olarak ortaya ¢ikan ve sagli deri; ayaklar, yiiz ncelikli ol-
mak lizere; bazen tirnak ve parmak uglarini da tutan bir enfeksiyondur. Hayatin ilk
tic yilinda gelisebilir ve nadiren derin bir enfeksiyona doniisiir (32).

Tani: Kroniklesmis deri ve mukoza lezyonlarinda C.albicans'in saptanmasi ve
timoma gibi bulgularin varligi ile konulur (31,32).

2.9.3. invaziv Candida Infeksiyonlar

Yaygin (dissemine) ya da sistemik kandidiyaz olarak da adlandirilan
enfeksiyonlardir. Bu formun endoftalmit, artrit, osteomiyelit gibi lokalize belirtileri
olabilir (32).
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Kandidemi

Kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan kiiltiiriinde
Candida tiremesi demektir. En sik rastlanan belirtisi yiiksek atestir (> 38°C).
Onceleri kandidemi, kontamine kateterle iliskili ve gegici bir durum olarak
degerlendirilirken; Candida’ya bagli mortalitenin %40 oldugunun belirlenmesi,
kandideminin 6nemini gostermistir. Dahasi; ciddi organ tutulumu olanlarin
yaklasik %50'sinde kandidemi saptanamayabilir. Ote yandan kan Kiiltiirii (+)
¢ikanlarin hepsinde derin enfeksiyon oldugu iddia edilemezse de kaninda Candida
saptanan hastalar, gerek enfeksiyonun akut etkilerini gerekse uzun donemli
sekellerini 6nlemek tizere tedavi edilmelidir (33).

Akut Dissemine Kandidiyaz

Fulminant bir enfeksiyondur ve genellikle antibakteriyel tedaviye direng
gosteren bir ates vardir. Notropenik olan ve olmayan hastalarda goriilebilir.
En sik rastlanan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, renal apse, miyokardit,
endokardit, endoftalmit, kutendz apselerdir (33).

Kronik Dissemine Kandidiyaz

Cogunlukla, 16semili hastalarin nétropenik déneminde ortaya ¢ikar; herhangi
bir organ tutulum belirtisi olmayabilir; ancak israrc1 ates vardir. Notrofil sayisi
normale donse de ates ve kilo kayibi devam eder. Karaciger-dalak biiyiiyebilir;
alkalen fosfataz genellikle ¢cok yiiksek olup, tomografide ¢oklu lezyonlar goriiliir (32).

Tani: Biyops materyalinin mikroskopik incelemesinde mantarin goriilmesi ile
tan dogrulanir. Ancak kiiltiir pozitifligi %30'dur; kan Kiiltiirleri ise negatiftir.
En sik rastlanan etken C.albicans ve C.tropicalisdir (31).

Gastrointestinal Kandidiyaz

Ender bir klinik tablodur. En c¢ok agr durumdaki kanser hastalarinda,
AIDSlilerde goriiliir. Mukozada iilserler olusur.
Y eni doganlarda C.albicans'abagh diyareler olabilmektedir (32).

Pulmoner Kandidiyaz

Ender goriilen bir tablodur. Notropenik hastalarda mikroorganizmanin
hematojen yayilimi sonucu; diisiik dogum agirlikli bebeklerde ise agiz salgisinin

aspirasyonu sonucu ortaya cikar. Ozgiil klinik ve radyolojik bulgular yoktur (31,33).
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Tami: Balgam ve bronkoskopi sirasinda alinan salgilarda maya varligi tani
koydurucu dcgildir; ¢ilinkii Candida’lar orofarengeal kontaminasyona bagh olarak
balgam kiiltiirlerinin %3-85'inden izole edilebilir. Ag¢ik akciger biyopsisi veya
akciger lezyonlarmin perkutendz aspirasyonu incelemeye uygun klinik materyallerdir
(31).

Merkezi Sinir Sistemi infeksiyonlar

Sik rastlanmayan klinik tablolardir.

Menenjit

Dissemine kandidiyazin bir belirtisi olarak ya da bagimsiz bir klinik tablo
seklinde gelisebilir. Diisiik dogum agirlikli bebeklerde veya ventrikiiloperitoneal
sant1 bulunan hastalarda, hematojen yayilim sonucu ya da bir travma ile mantarin
dogrudan subdural bolgeye inokiilasyonuna bagl olarak ortaya ¢ikar. Antibiyotiklere
yanit vermeyen menenjitlilerde ya da norolojik belirtiler ortaya ¢ikan dissemine
kandidiyazlilarda mutlaka akla getirilmelidir (33).

Beyin Apsesi ve Metastatik Ensefalit

Nadir goriilen hastaliklardir. Biiyiik beyin apseleri fokal norolojik belirtiler
verir; hematojen yayilim sonucu olusan mikroapseler ise norolojik bozukluklara yol
acmayabilirler.

Tam: BOSda protein yiikselir, glukoz normal ya da diisiik diizeyde olabilir;
notrofilik ya da lenfositik pleositoz vardir. En 6nemli etken C.albicans'dir. BOSun
gram boyasi ile mikroskopik incelemesinde ve kiiltiiriinde maya varligi taniy1r des-
tekler. Biiyiik beyin apseleri MRI, CT ile goriintiilenebilir (31).

Endokardit

Tiim endokardit olgularmmin %2'si Candida’lara bagl olarak gelisir. Enfeksiyon,
ozellikle protez kalp kapagi olanlarda ve damar i¢ci madde bagimlilarinda giderek
artis gostermektedir. Y egane 6zgiil tamsal bulgular; biiylik vejetasyonlar ve biiyiik
damarlarin embolizasyonudur (33).

Tani: Kan Kiltiirleri ve embolilerden alinan pihtidan yapilan kiiltiirler tam
koydurucudur. Ancak, kapaktan dolasima giren mayalarm Kapiller yatakta
sSiiziilmeleri sonucu, venoz dolasima gegememeleri nedeniyle kandan izolasyon oram
diismektedir (33,34).
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Miyokardit

Endokarditin bir komplikasyonu olarak apse gelisebilir ya da genellikle
hematojen yayilim sonucu gelisen dissemine enfeksiyonun bir belirtisi olarak ortaya
¢ikabilir. Candida miyokarditli hastalarin %50'si dissemine enfeksiyondan oliir.

Tam: Tan koymak zordur. Dissemine kandidiyazli ya da kandidemili hastada
saptanan kardiyak apseler, enfeksiyona sekonder olarak degerlendirilir. Lezyonlardan
mantarm izolasyonu kesin tani koydurucudur (33,34).

Trombofilebit
Damar i¢i araglarin varligi ile baglantilidir. Biiyiik ve ¢evresel damarlarda kismi ya
datam tikanmalar olusur (33).

Tam: Klinik muayenenin yanisimi venografi, MRI yardimci testlerdir. Venden
alinan aspirattan mantar iretilebilir (34).

Uriner Sistem Infeksiyonlari

Diyabetes mellitus, uzun siireli antibiyotik kullanimi, Foley kateter ve iriner
sistemde diger yabanci cisimlerin varlig: risk faktorleridir. Renal toplayici sistemde
fungus topu ve alt iiriner sistemde enfeksiyon gelisebilir (31).

Renal Kandidiyaz: Dissemine kandidiyazli hastalarin %80'inde, genellikle
organizmanin hematojen yayilimi sonucu gelisir. Apse olusumu siktir. Bazen hif
kiimeleri pelvis ve tireterleri tikayarak hidronefroza veya aniiriye yol agabilir.

Alt Uriner infeksiyon: Genellikle bir iiretral kateterden ya da genital veya
GIS'den yayilim sonucu meydana gelir. Diyabetli ya da iiriner sisteminde anormallik
veya hasar bulunanlar risk altindadir. Kandidiiri olgularmin ¢ogu asemptomatiktir
(33).

Tam: C.albicans en sk rastlanan etken olmakla beraber; iiretral kateterli ve
diyabetes mellituslularin  %30'undan C.glabrata izole edilmektedir. idrardan
C.tropicalis izolasyonu, dissemine kandidiyazin belirtisi olarak kabul edilmektedir.
Semptomatik hastalarin idrarinda 16kositlerie birlikte mayalarm varligi st idrar
yollarinda aktif enfeksiyonu gosterir (32).

Sistit olgularinda ise mesane mukozasinda pamukguk benzeri olusumlar
sistoskopi ile tammlanabilir. Kiiltiirlerin yorumunda 103, 104, 105 maya/ml idrar {ist,

alt triner sistem enfeksiyonunu ayirt ettirmedigi gibi, kolonizasyon ile aktif
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enfeksiyonun ayiriminda da kesin fikir vermez. Ancak genel klinik durum ile birlikte
degerlendirildiginde az sayida maya varligi bile 6nemli olabilir (31).

Osteomiyelit

Genellikle hematojen yayilim sonucu ortaya ¢ikar. Bazen aspirasyon ya da
kortizon injeksiyonu sirasinda ve daha seyrek olarak bir travma sonrasi gelisebilir.
Kanser hastalarinda ve diisiik dogum agirlikli bebeklerde daha fazla goriiliir (35).

Tam: Kan kiiltiirii genellikle negatif ¢ikar. Tamyi dogrulamak i¢in biyopsi
incelemesi ve kiiltiirii gereklidir.

Artrit

Hematojen yayilim ile ya da enfekte kemikten yayilim sonucu veya travmayi
takiben mikroorganizmann direkt inokiilasyonu sonucu olusur. Genellikle omuz, diz
gibi biiyiik eklemler tutulur ve 6zgiil olmayan pek ¢cok semptomlar da belirir.

Tam: Sinoviyal sividan Candida’min iiretilmesi tanida dnemlidir (31).

Endoftalmit

Organizmann hematojen yayilimini ya da okiiler travmayi takiben ortaya ¢ikar.
Koriyoretinit olarak baslar; makiila tutulabilir; korliik olabilir.

Tam: Fundus muayenesinde sari-beyaz retinal, korioretinal veya vitreoretinal
lezyonlar goriiliir. Vitreusun mikroskopik incelemesinde ve/veya kiiltiiriinde mayalar
goriilebilir veya goriilemeyebilir. Kan kiiltiiriinde Candida tiremesi taniyr dogrular
(31, 33).

2.9.4. Allerjik Kandidiyazlar

Id Reaksiyonlari: Kronik deri ve mukoza kandidiyazlarinda hem erken hem
de geg tipte "id" denilen ve seril sivi igeren vezikiillerden olusan allerjik
reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir. Ayrica ekzema, astim, huzursuz barsak sendromu
seklinde allerjik olaylara darastlanabilir (36).

2.10. Ekoloji ve Epidemiyoloji

Candida tirlerinin hemen hepsi, diinyada yaygindir. Ancak, C. wiswanatii
yalnizca Hindistan'da saptanmustir.

Candida tirlerinin ¢ogu ilkel hayvanlardan ve ¢evreden izole edilmekle
birlikte, insan enfeksiyonlar1 genellikle endojen kdkenlidir. Insan viicudunda basta
GIS, orofarenks, vajen ve deri olmak iizere, ¢esitli bolgelerden Candida tiirleri izole

edilebilir. Bu izolatlarm basinda C.albicans tiirii gelmektedir. izole edilen C.albicans
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oranlarinin kisilere gore farkliliginda, yemek aliskanlhiklar1 ve yas gibi kisisel
ozellikler etkilidir. Oddsun bir arastirmasmna gore agiz boslugundan izole edilen
C.albicans oram % 1.9-41.4 arasinda degismektedir, GiS i¢in bu oran % 0-55 ve
vajen i¢in % 2.2-68 arasindadir. C.albicans't siklik agisindan izleyen C.tropicalis en
fazla orofarenksden; C.glabrata vajenden ve gastrointestinal sistemden izole edilir.
Hastanede yatan hastalardaki kolonizasyonun, saglikli insanlara gore daha fazla
oldugu gézlenmistir (7).

C.albicans, diger tirlere gore, g¢evreden ¢ok az izole edilir. Bu durum
organizmanin parazitik yasama yiiksek adaptasyonunun bir sonucu olabilir. Yiyecek
ve icecek kontaminanti olarak en fazla C.krusei, C.tropicalis, C.parapsilosis,
C.guilliermondii, C.kefyr, C.glabrata ve C.albicans saptanmaktadir. Ornegin; elma
suyu, portakal suyu, domates suyu, iiziim suyu ve limonata en fazla etkilenen
igecekler iken; hububat, salatalar, sebzeler ve meyveler de yiiksek oranda kontamine
olmaktadir. Ek olarak; tavuk, kola, tereyagi ve tuzlu fistiklar da mayalarla kontamine
olabilirler (8).

Candida tirlerine bagl nozokomiyal enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisinda, hastane
personelinin ve kontamine materyalin rolii molekiiler yontemler ile belirlenmistir.
Maya enfeksiyonlarinin prevalaninda, son 10 yildan bu yana artis oldugu
belirtilmektedir. Bunda; patolojik ve iyatrojenik immunosupresyon ve genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimindaki artis basta gelen en 6nemli iki nedendir.
Candida’larin 80'den fazla tiirii bilinmektedir; fakat bunlarin kiigiik bir kismi1 insanlar
i¢in patojendir. Son yillarda, C.albicans dis1 tiirlerin, tibbi 6nem kazandigi
gozlenmistir. Ancak, halen C.albicans, kandidiyaz olgularindan en sik izole edilen
etkendir (9).

C.albicans: GIS, vajen ve agiz boslugu normal flora iiyesi olan bu tiir, ayni
zamanda firsatgr mantar enfeksiyonlarina yol agan major insan patojenlerinden
biridir.

Klinik izolatlar arasinda serotip A, serotip B'den daha fazladir. Ancak AIDS
dahil, immiin sistemi baskilanmis hastalar arasinda serotip B'nin insidansi son
yillarda artmistir. Serotip A 5-florositozine (flusitozin) karsi duyarh iken, serotip B
direnglidir (7).
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C. catenulata: Insan hastaliklarindan ¢ok seyrek izole edilir. Ancak diski,
kilsiz deri ve ayak derisinde flora elemanm olarak bulunabilir. Onikomikoz etkeni
olarak bildirilmistir (8).

C. ciferii: Onikomikoz etkeni olarak izole edilmistir (8).

C. dubliniensis: Bu organizmamn patojen potansiyeli, en ¢cok HIV (+)
hastalarin agiz lezyonlarindan ve HIV (-) hastalarin seyrek de olsa kanlarindan izole
edilmesiyle ortaya ¢ikmistir (7,11).

C. glabrata: Agiz boslugundan ve takma dis stomatitli olgulardan en fazla
izole edilen tiirdiir. Candidal enfeksiyonlarda, etken olarak insidansi giderek
artmaktadir. Flukonazole karsi direng egilimi, ileride de bu artisin siirecegini
gostermektedir (8).

C. guiliermondii: Ylizme havuzu, toprak, deniz suyu gibi degisik ¢evrelerden
ve de kurbagalardan, vahsi ve evcil kuslardan ve insan derisi dahil memelilerden
izole edilir. Damar i¢i madde bagimliligi olanlarda endokardite yol acabilmektedir.
Ayrica, bir yenidogan yogun bakim servisinde, heparin soliisyonlarindan
kaynaklanan nozokomiyal enfeksiyonda, etken olarak saptanmustir (7).

C.haemulonii: Seyrek olarak kandidemiye yol agtigi bildirilmistir. Deri
enfeksiyonlarma da neden oldugu belirtilmistir (8).

C.kefyr: Bu mantar zaman zaman vajen, kulak, tirnak ve GIS ve iiriner sistem
ve akciger enfeksiyonlarindan izole edilebilir. Yine de tibbi 6neme sahip mantarlar
arasinda prevalans agisindan son Siralarda yer almaktadir (7).

C.krusei: Degisik ¢evresel kaynaklardan izole edilmekle birlikte, saglikli
tastyicilarin mukozal yiizeylerinden seyrek olarak izole edilir. Firsat¢1 patojen olarak
Oonemi giderek artan bir mayadir. Notropenik hastalarda agir tablo ile seyreden firsat-
¢1 enfeksiyonlara yol agarken, siit bebeklerinde diyareden sorumlu olabilmektedir.
Flukonazole karst dogal direng gdstermesi de Onemini artwrmistir; bu o6zelligi
nedeniyle etken olarak izolasyon sikliginda artis beklenmektedir (8).

C.lipolytica: Cok seyrek rastlanan ve viriilansi diisiik bir tiirdiir. Fungemiye yol
acmasi i¢in bir dallar i¢i yabanci cismin varligi gerekmektedir. Saglikli bireylerin
diski, balgam ve orofarenksinden izole edilebilmektedir (7).

C. lusitaniae: T1ibbi a¢idan son yillarda 6nem kazanan bir tirdiir. Bagisiklik

sistemi ¢okmiis hastalarda sistemik kandidiyaza yol agmakta ve kan, balgam, iiriner
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ve GIS orneklerinden izole edilmektedir. Amp-B'ye Kars1 dogal direng gostermesi,
Oonemini artrmustir (7).

Candida norvegensis: Seyrek olarak kandidiyaza yol acan ve son yillarda
onem kazanan bir mayadir. Ik kez, bobrek nakli yapilan ve bagisiklik sistemi
baskilanmig bir hastamin kan, periton sivisi, solunum yolu salgilarindan izole
edilmistir. Amp-B ve flusitozine kars1 direnglidir (8).

C. parapsilosis: Dogada yaygm olarak bulundugu gibi, 6zellikle subungual
bolgelerde normal insan florasinda da yer alir (7).

Bu tiirlin, yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren c¢ozeltilerde ve protezlerde
kontaminant olarak varligi dikkat ¢ekmektedir. Yogun bakim {initelerindeki sepsis
olgularimdan izole edilmektedir. C.parapsilosis’in, Kkateter uglarinda biyofilm
olusturma 6zelligine bagl olarak intraparenteral beslenen hastalarda izolasyon siklig1
yiiksektir. Nozokomiyal enfeksiyonlarda; hastane personelinin ellerindeki ve hastane
¢evresinde bulunan giivercin pisliklerindeki C.parapsilosis kontaminasyonu, kaynak
olusturabilmektedir. Bu tiir, damar i¢i madde bagimmlilig1 olan kisilerde endokardit
nedeni olabilmektedir. Mercek implantasyonunu takiben C.parasilosis'e bagh
endoftalmit olgular1 da bildirilmistir (8).

C. pelliculosa: Bitki, toprak ve meyve sularmda bulunan bir tiirdiir. Bagisiklik
sistemi ¢6kmiis hastalardaki damar i¢i kateter kokenli fungemi olgularindan izole
edilmekte olup, yeniden giincellesen mayalar arasinda yer almistir (12).

C. pulcherrima: Cok seyrek olarak bagisiklik sistemi ¢okmiis kisilerde hastalik
etkeni olabilmekledir (28).

C. rugosa: Kanserli ve kateter takili hastalardan nadiren fungemi etkeni olarak
izole edilmistir (25).

C. tropicalis: C.albicans'dan sonra en sik karsilasilan firsat¢i patojen tiirdiir.
Endojen enfeksiyonlarn yanisira; yenidogan yogun bakim iinitelerinde gorevli
personelin  elindeki kontaminasyon ile iliskilendirilen fungemi olgular1 da
bildirilmistir (7).

C. utilis: Bu tiir, etanol {iretimi gibi endiistriyel uygulamalarda kullanilmakla
birlikte, basta AIDS'li ve kateter takili olmak tizere bazi hastalarda ¢ok ender olarak
kandidiyaza yol agabilmektedir (8).

C.wiswanathii: Candidal menenjit etkeni olarak BOS’ tan izole edilmistir (7).
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C.zeylanoides: Seyrek rastlanan kandidiyaz etkenlerindendir. Primer fungemi,
artrit ve gegici fungemi olgularindan izole edilmistir. Viriilans1 ¢ok diisiik bir tiirdiir
ve hastalik olusturabilmesi i¢in hastanin bagisiklik sisteminin ¢okmiis olmasi ve
viicudunda tedavisini ya da beslenmesini destekleyen bir aracin takili olmasi
gerekmektedir (8).

2.11. Candida Tiirlerinin Laboratuar Tanisi

Candida’lar normal florada da bulunduklarindan, laboratuvarlarda karsilasilan en
biiyiik sorunlardan birisi klinik 6rneklerde {ireyen Candida’larm Klinik bir 6neminin olup
olmadhigimni tahmin etmek ve rapor edilip edilmemesine karar vermektir. Bu nedenle,
laboratuvar verilerin dogru yorumlanabilmesi igin iyi bir klinik- laboratuvar isbirliginin
kurulmasi gerekir (37).

Candidalarm tanmlanmasinda klinik 6rnegin uygun bir sekilde almip ekilmes ve
diger laboratuvar islemlerinin yapilmas: gerekir. Ornekler asepsi kurallarina uygun olarak
alinip hizla laboratuvara iletilmelidir. Klinik materyalden Candida’larin izolasyonu ve
idertifikasyonu i¢in bir dizi islem yapilir (38).

Primer izolasyon:

Primer izolasyon i¢in klinik laboratuvarlarda en sik kullanilan besiyeri SDA’dir.

Primer izolasyon besyerlerinin bilesimine bakterilerin ve hizli iireyen kiiflerin tiremesini
baskilayarak segicilik saglamak {izere antibiyotikler eklenebilir (Sikloheksmid,
gentamisin, kloramfenilkol gibi). Ayncaticari olarak hazirlanmus, antibiyotik iceren Mycosel
(BB1), Mycobiotic Agar (Difco) gibi s=cici besiyerleri kullanlabilir. Sikloheksimid'in, bazi
tirlerin Gremesini kismen veya tamamen inhibe e&mes nedeniyle, aym zamanda
skloheksmid icermeyen besiyerine de ekim yapilmalidir (39).
Kiiltiir icin alinan 6rnekler uygun besiyerine ekildikten sonra 26 ve 37 °C'de ayr ayri
inkiibe edilirler. Patojen Candida’larin ¢ogu 26 ve 37 °C'de birkag giinde iirerler. 37
°C'de iireyememe saprofitligi ortaya koyan bir 6zelliktir (13). Kiiltiir tiiplerinin kapaklar1
havalanmay: saglamak {izere hafifce gevsetilmelidir. Inkiibatér nemi %30-40a
ayarlanmalidir. Nem yeterince yiiksek degilse inkiibatore agzi agik genisge bir kap
icerisinde su yerlestirilir (40).

Identifikasyon:

Gedeneksd olarak Candida’larin identifikasyonu makroskobik ve mikroskobik olarak
morfolojik karekterlerinin incelenmes ve biyokimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesiyle
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yapilir. Morfolojik karekterleri olarak; hiicre biiytikligii ve sekli, koloni rengi ve goriiniimii,
hif velveya pseudohif iiretimi, germ tiip veya klamidospor olusturma yetenekleri gibi
Ozellikleri  degerlendirilir. Biyokimyasal Ozellikleri olarak ise; karbonhidrat
fermantasyon ve asimilasyonu, iire hidrolizi ve nitrat asimilasyonu degerlendirilir
(42).

Germ Tiip Testi

Candida’lann identifikasyonunda ilk adimdir. Hizli sonug veren, uygulamasi kolay,
C.albicans'm diger kandidalardan ayrilmasmi saglayan basit ve ¢ok degerli bir testtir. Ancak
C.albicans kokenlerinin hepsinde pozitif olmayip yalanci pozitiflik vardir. C.albicans
kokenlerinin %95-97's germ tiip olusturur C.albicans dismda C.stellatoidea da germ
tip tiretir. C.tropicalis, C.kefyr, C.krusei de yalanci germ tiip olusumu goriilebilir (37).

Germ tiip, blastospordan orjin aan, baslangic noktasinda hi¢ daralma olmayan ve
uzunlugu boyunca hig kabariklik yapmayan bir flament olarak gozlenir. Y alanci germ tiip
de ise daha biiyiik bir blastospor vardir ve hif ile baglant1 bolgesinin daha belirgin oldugu
gdzlenir (38). Insan serumu, yumurta albumini, Sigir serum albumini, koagiile tavsan
plazmasi, koyun serumu, Doku Kiiltiir Medium 199 (Difco), Tripticase Soy Broth (BBL)
ve cesitli peptonlu besiyerleri germ tiip deneyi i¢in kullanilabilir. Rutinde en sik insan
serumu tercih edilir. Germ tiip testi ile yapilan galigmalarda, karbonhidrat asmilasyon ve
fermentasyon sonuglari ile uyumu yiiksek bulunmustur (41).

Hif, Blastospor ve Klamidospor Yapim

Hif, yalanct hif, blastospor ve klamidospor iiretme 6zellikleri mikroskobik olarak
degerlendirilir. Bunun i¢in Piring ekstresi-Tween 80 agar, Cornmeal-Tween 80 agar, Wolin
Bevis agar, Oxgall agar veya Czapek Dox-Tween 80 agar besyerlerinden birisine test
edilen maya kolonisinden bir par¢a alinip igne 6ze ile birbirine paralel ¢izgiler seklinde
ekim yapilir. Uzerine steril bir lamel yerlestirilip 27 °C'de ii¢ giin inkiibe edilir.
Besiyerinin derinligine ekim, kapatilan lamelin ortamm oksijenini azaltmasi ve Tween
80'in yiizey gerilimini diisiirmesi klamidospor ve yalanci hif liretimini arttirir (42).

Biyokimyasal testler

Candida tirlerinin morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri temel alinarak
identifikasyonu yapilir. Bunlar; kolonilerin ilk iiretilme besiyerindeki gériiniimii ve

rengi, hiicrelerin biyiikligi ve sekli, hif ve/veya pseudohif olusumu, germ tiip
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olusturma yetenegi, klamidospor olusturma yetenegi, karbohidrat asimilasyon, nitrat
asimilasyon, karbonhidrat fermantasyonu, tireaz testidir (43)

Karbonhidrat Asimilasyon Testi
Maydarm oksijen varhginda karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrati kullanma
yeteneklerini  ortaya ¢ikarir. Wickerham yOntemi, oksanografik yontem ve ticari
idantifikasyon kitleri kullamilarak yapilabilir (43).

Nitrat Asimilasyon Testi
Karbonhidrat asmilasyon testine benzer ve mayaarn nitrojen kaynagi olarak nitrati
kullanma yeteneklerini ortaya koyar (37).

Karbonhidrat Fermantasyon Testi
Fermantasyon, karbonhidratlarm CO0, ve etanol iiretimiyle sonuglanan anaerobik
kullanmudir. Modifiye Wickerham teknigi ile yapilabilir. Fermantasyon tiiplerindeki pH
degisikligi fermantasyonu gostermez. Durheim tiiplinde gaz kabarciginin gozlenmesi
ile ortaya konur. Candida tiirleri ile Cryptococ ve Rhodotorula gibi nonfermantetifleri
ayirmada yararhdir. Karbonhidrat asimilasyon teslerine gore kaba, zor ve daha az giivenilir
oldugundan rutin idantifikasyonda pek onerilmez (37).

Ureaz Testi
Chrigtensen's iire agarda iire hidrolizi {ireaz aktivitesini gosterir. C.krusei, ve C.lipolytica
tireyi hidroliz edebilir (37).

Candida Tiirlerinin Dokuda Histopatolojik Goriiniimii

Candida tirleri doku kesitlerinde maya hiicresi ve pseudohifler yada sadece
maya hiicreleri seklinde goriliirler. C.albicans diger mayalardan, maya hiicreleri
yaninda hif ve/veya pseudohiflerin de goriilmesi ile ayrilir. Maya hiicreleri tek tek
veya ¢ok sayida tomurcuklanma gosteren, yuvarlak veya oval, 4-8 um boyutlu
hiicrelerdir (38).

Serolojik Testler

Mikolojik hastaliklarin tanisinda mikrobiyolojik ve histopatolojik incelemeler
yaninda serolojik testlerden de yararlamilabilir. Serolojik testler tanisal onemleri yaninda
hagtaigin seyrinin izienmesinde de yararlidirlar. Ancak serolojik testler, teknik uzmanlara
gereksinim olmasi, reagenlerin zor hazwrlanmasi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle rutinde kullamimlar1 smirhdir. Son yillarda sistemik mantar hastaliklarinda

belirli bir artisin olmasi, yeni mantar antijenlerinin elde edilmesine, Ozelliklerini
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belirlemeye ve yeni teknolojik gelismelere yonelik ¢alismalar1 yogunlastirmis ve serolojik
tedler kullamma girmeye baslamustir. Bu testlerin ¢ogu antikor 6lgmeyi amaglayan
testlerdir. Aspergilloz, blastomikoz, histoplazmoz, kandidoz gibi hastaliklarin tanisinda
yardimei olmaktadir. Ancak ¢apraz reaksiyonlarin ¢ok fazla meydana gelmesi, gegirilmis
enfeksiyon ile aktif enfeksiyonu ve kolonizasyon ile yaygin hastaligi ayirmada basarisiz
olmalar1 bu testlerin degerini azaltmaktadir (7,38).

Mantar antijenlerini gostermeye yonelik testlerin gelistirilmesine ¢alisiimasi daha
uygun goriilmektedir. Ozgiil antijenleri gdstererek taniy1 saglamak yiiksek derecede
Ozgiil ama duyarlilik agisindan klasik yontemleri tamamlayict 6zellikte goriilmektedir.
Kriptokokkoz ve histoplasmoz tanmsinda antijenleri saptama Yontemleri basarili
olurken, aspergillus ve Candida gibi firsatgi mantarlarda bu yontemlerin duyarliligi
disiik bulunmaktadir. Bu problemi ¢dzebilmek i¢in ¢ok saf antijenleri kullanmak,
monoklona veya adsorbe poliklona antikorlan ve ¢ok duyarli yontemleri gelistirmek
gerekmektedir (38).

Mantarlarm polisakkarit antijeni galaktomannan (GM) calismalarm en Onemli
odagidir. Cesitli yontemlere duyarlii@i %95'in {izerinde, 6zgilligii %29-90 arasnda
bildirilmektedir. Kriptokokun kapsiiler polisakkariti, histoplasmanin polisakkarit
antijeni, blastomigeslerin yiizey proteini (WI-I), A ve AWSE antijenleri, Candida‘larin
asit proteaz, 48kDa enolaz enzimi, 47 k Da, 29 k Da sitoplasmik antijenleri ve
glikoproteinleri gibi mantar antijenleri hastalarin  viicut sivilarinda ve serumlarinda
gosterilmektedir. Bu mantar antijenleri; Lateks partikiiler agliitinasyon (LPA), Liposome
Immiinoassay (ICON-test), immiinolektroforez (CIE), Radioimmiinoassay (RIA),
Immiinoblotting-Western blotting (WB), Dot-immiinoassay, Dot-Enzim immiinoassay,
Enzim immiinoassay (ELISA Cift Antikor Sandvi¢ EIA, Avidin-Biotin ile Giiglendirilmis
ElA) gibi yontemlerle gosterilmektedir (38).

Mannan veya sitoplazmik proteinler gibi antijenik komponentler veya D-arabinitol
gibi karekteristik metabolik tirlinlerine kars1 antikor aranmasi serolojik tarda kullanilir.
Candida’lar gibi normal florada bulunan mantarlara karsi saglikli kisilerde de antikor
gelismesi test sonuglarimi degerlendirmekte giigliiklere neden olmaktadir. Antikor testi
igin 1/32 veya lizerindeki titre ya da ti¢ hafta arayla titrede dort kat ve tizerindeki artis
hastaligin tamsinda degerli kabul edilmektedir. Daha diisiik titreler ve aralikli uygulanan
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testlerde dort katin altindaki artis, erken enfeksiyonu veya nonspesifik ¢apraz resksyonu
isaret eder (44).

lg M snifi antikorlar akut enfeksiyonu gosterir. Enfeksiyonun ikinci haftasinda
yiikselir, alt1 aydan sonra diiser. Ig G antikorlari, Ig M antikorlarindan kisa bir Siire sonra
ortaya ¢ikar, yaklasik 6-12 haftada pik yapar ve enfeksiyondan aylar sonra Pozitif kalir.
Bu nedenle tek bir defa yiiksek bulunmus Ig G titresi yeni veya gegirilmis enfeksiyonun
ayriminda kullanilamaz. Mantar antijenlerine kars: olusan antikorlar: gostermekte son
yillarda; Radioimmiinoassay (RIA), immiinoblotting-Western blotting (WB), indirekt
immiin Floresans (IFA),Enzim immiinoassay (HJSA, Cift Antikor Sandvig EIA,
Avidin-Biotin ile Giiglendirilmis EIA) gibi yontemler kullanilmaktadir (45).

Molekiiler Biyolojik Yontemler:

Klinik mikoloji laboratuvarinda molekiiler biyolojik yontemlerin roliinii ortaya
koymak icin biiylik prospektif galigmalara gereksinim vardir. Yeni calismalar, mantar
tirlerine 6zgli DNA dizilerini Kklinik orneklerden saptama yontemlerinin mantarlarin
tanisinda uygun ve etkin oldugunu ancak yeterli olmadigin1 gostermektedir.
Mikolojide, molekiiler yontemlerin alisilmis mikroskobik baki ve kiiltiiriin yerini
tamamen almasi heniiz erken goriinmektedir (46).

Enfeksiyon etkeni aranmasinda, molekiiler yontemlerin kullanilmasinda 6rnek
secimi ve islemi 6nemlidir. Histoplasma capsulatum gibi bir mantar aranacaksa, her
Klinik 6rnek calisilabilir.  Buna karsin, agiz salgilarmda C.albicans DNA'sinin
bulunmasi anlamli olmayabilir. Serum, ince aspirasyon meteryeli gibi, steril bolge
orneklerinden Candidal DNA saptanmasi ise tani ydniinden anlamhdir. Orneklerden
niikleik asit izolasyonu i¢in gesitli yontemler tanimlanmustir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), ile 1 pg'den az fungal genomik DNA veya 1-15 fungal hiicre varliginda ¢ok
biiyiik bir duyarlilikla tan1 konulabilmektedir. PCR'da amplifiye edilecek gen
parcasmin biiylikliigli belirlenmelidir. Tiim mantarlarda bulunan rDNA parcasi
secilebilecegi gibi, tek tiire, hatta tlirlere 6zgli DNA saptanacak sekilde test
gdlistirilebilir. Amplifikasyon tirtinlerinin kiigiik olmasi testin duyarlihgini artirir (46).

Cogaltilan iiriin saptanmasinda hiz ve kolaylik agisindan en uygun yontem ethidium
bromid ile jel andizidir. Ancak duyarlilik artirilmak istenirse, radyoaktif dot blot veya
Southern blot andizleri kullamlir. Kemiliiminesans ve enzim kulanan non-radyoaktif

sistemler de gelistirilmistir (47).
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Mantar epidemiyolojisini arastirmak i¢in de molekiiler yontemler basariyla
uygulanmaktadir. Aspergillus, Candida tiirleri ve Histoplasma capsulatum bu yonden en
¢ok ilgilenilen mantarlardir. Genetik degisiklikler de bu yontemlerle ortaya konulabilir.
Bu amacla kiigiik miktarlarda niikleik asitlerin yeterli oldugu PCR, ligaz zincir reaksiyonu
(LCR), QB sigtemi ve niikleik asit dizisi temelli amplifikasyon yontemi (3SR) gibi gen
amplifikasyonuna dayal1 mikolojik parmak izi ¢ikarma yontemleri kullanilabilir (48).

2.12. Tedavi

Artan kemoterapi gereksinimi ve transplantasyon gibi tedavilere paralel olarak
nozokomiyal Candida enfeksiyonlar: insidansi artmistir (49,50). Candida tiirleri kan
kiiltiirlerinden iretilen patojenler arasinda ABD hastanelerinde tiglincii veya
dordiincti siray1 almaktadir. Antifungal tedaviye ragmen kandidemilerde mortalite
oran artmustir (51).

Mantar hiicreleri okaryotik yapida oldugundan memeli hiicre yapisina g¢ok
benzerler. Bu durum protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe eden antifungal
ilaglarin insanlar icin toksik Ozellikte olmasi ve sonu¢ olarak bu alandaki
ilerlemelerin yavaslamasma yol agmaktadir (52). Antifungal ilag gelisimi i¢in son
yillarda bir¢ok ¢alisma yapilmasina karsin heniiz dokuz ilag lisans alabilmistir.
Bunlar (52):

1-Polyen grubu: Amp-B ve lipit formilasyonlar1 (Polyen Amp-B,

Lipozomal Amp-B, Amp-B lipid kompleks, Amp-B kolloidal dispersiyon),

Nistatin

2-Azoller: Triazoller: Flukonazol, Itrakonazol,

Imidazoller: Ketokonazol, Mikonazol

3- Primidin sentezi inhibitorleri: Flusitozin

4- Ekinokandinler: Silofungin, Anidulofungin, Kaspofungin, FK463

Tablo 2.2°de (76,78) klinikte sik kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalar:
Ozetlenmistir.
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Tablo 2.2. Klinikte sik kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalari

Antifungal Ajan Etki Mekanizmasi

Polyenler:

Polyen Amp-B Mantar hiicre duvari ergosteroline baglanarak
Lipozomal Amp-B hiicre duvar1 gegirgenligini artirr.  Ozellikle
Amp-B lipid compleks hiicre i¢i K' kaytt hiicre canliligmin
Amp-B colloidal dispersiyon yitirilmesine neden olur.

Primidin Sentezi inhibitorleri:

5-Flusitozin RNA ve DNA sentez inhibisyonu yapar.
Imidazoller:

Sitokrom P450’nin  hem kismina baglanarak
Mikonazol lanosteroliin - a-demetilasyonunu inhibe ederek
Ketokonazol ergosterol sentezini inhibe eder.
Triazoller:
Flukonazol Imidazollerle ayni
Itrakonazol
Vorikonazol
Terbinafin Squalen epoksidaz inhibitorii

2.12.1. Polyen Grubu Antifungaller:

Amfoterisin-B (Amp-B)

Streptomyces nodosus'un irettigi bir makrolid antibiyotiktir. Bilinen en giiclii
antifungal gandir, ancak toksik etkileri kullanimda 6nemli sinirlamalar getirir.
Duyarl:t fungus tiirlerinin hiicre membraninda bulunan sterollere baglanir. Hiicre
membran permeabilitesini bozarak hiicreye ait makromolekiiller ve iyonlarin kaybimna
bagli olarak fungisit etki yaparlar. Hiicredeki konsantrasyonuna gore fungustatik
veya fungusit etki gosterebilirler. Bakteri hiicre membraninda ergosterol
bulunmadigindan antibakteriel etkinlikleri yoktur. Oral ve intramuskiiler yoldan
absorbsiyonu diisiik oldugundan intravendz uygulanir. Uriner enfeksiyonlarda keseye
irrigasyon seklinde lokal olarak da verilebilir (51).

In vitro etki spektrumu, mayalar, dimorfik runguslan ve flamantéz oportunistik
funguslarin ¢ogunu kapsar. BOSa gegisi zayif olmasma ragmen Candida ve
kriptokok menenjitinin tedavisinde tek basma veya 5-florositozin ile birlikte

kullaniimaktadir. Koksidioidal menenjitin tedavisinde intratekal uygulanir (52).
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Funguslarin ¢ogu < 2 ug/ml konsantrasyondaki Amp-B'ye duyarlidir. Direngli
suslar genellikle Amp-B tedavisi sonrasi ortaya ¢ikar. Direng mekanizmasi genellikle
hiicre membranindaki Amp-B baglayan yiizey ergosteroliiniin kaybiyla iliskilidir
(53).

Amp-B'ye direngli kokenlerin genellikle uzamis graniilositopenili hastalarda
ortaya cikmasi, sitotoksik kemoterapi veya radyoterapinin direngli mutantlar
olusturmasina baglanmstir . Sterol sentezini bloke eden azol grubu antifungal gjanlar,
Amp-B'nin hedef yapisin1 ortadan kaldirarak Amp-B'ye direng gelisimine neden
olurlar.Nefrotoksik etki, en ciddi yan etkisidir. ilac1 kullananlarin hemen tiimiinde
bobrek hasarina ait bazi bulgular ortaya ¢ikmaktayken kalici bobrek hasari total doza
bagli olarak % 17-44 arasindadir (54).

Son yillarda ilacin toksisitesini azaltmak lizere amfoterisin metil ester, N-D-
ornitil Amp-B metil ester ve lipozomal Amp-B gibi bilesikler gelistirilmistir.
Fosfolipid tastyicilar, Amp-B 'nin kinetigi, doku dagilimi ve toksik/terapotik
indeksini arttirmaktadirlar. Hepatoseliiler kandidiazis ve pulmoner aspergillozis gibi
derin yerlesimli fungal enfeksiyonlarin tedavisinde denenmektedirler. Hayvan
deneyleri ve klinik galismalarda genellikle olumlu sonuglar alinmakla birlikte daha
nesnel degerlendirmeler i¢in kontrollii ve randomize klinik ¢alismalara gereksinim
vardir (55)

Nistatin:

Ik olarak 1950' de Streptomyces noursei'den izole edilmis polyen grubu bir
antimikrobiktir. Duyarli fiinguslarin stoplazmik membranindaki sterole baglanarak
bu yapinin harap olmasina ve esansiyel metabolitlerin kaybina yol agar. Aspergillus,
dermatofitler ve bazi dimorfik funguslara etkilidir. Toksisitesinden dolay: parenteral
olarak kullamlamaz. Mukokutenéz kandidiaziste topik ve gastrointestinal
kandidiaziste oral olarak uygulanir. Ilacin sistemik kullanimma potansiyel saglamak
tizere lipozomal nistatin ile galismalar yapilmaktadir (56).

2.12.2. Azoller

Imidazoller

Bu bilesiklerin etki mekanizmasi, memeli hiicrelerinde az olmak iizere
sitokrom P-450 (14-a desmetilaz) enziminin inhibisyonudur. Bu etki sonucu

ergosterol sentezi bloke edilir ve membran permeabilitesi degisir (49).



37

Insanlarda kullanima uygun oldugu bildirilen ilk {i¢ azol bilesigi, klotrimazol (1969),
ekonazol (1969) ve mikonazol (1970)'dur. Ilk iki ila¢ genis spektrumlarina ragmen
kutendz ve mukokutendz kandidiazis olgularinda topik ajan olarak uygulanmaktadir.
Mikonazol sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde intravenéz olarak
kullanilabilen ilk azol tiirevidir, ancak toksisitesi ve kriptokokal menenjitte goriilen
yiiksek relaps nedeniyle klinik kullammi smirhdir (51). 1977'de oral olarak iyi
absorbe edilen ketokonazol gelistirilmistir. In vitro etki spektrumu mikonazolden
daha genistir. immiin sistemi baskilanmis hastalarda lokalize veya sistemik fungal
enfeksiyonlarin tedavisinde Amp-B'ye iyi bir alternatiftir. Santral sinir sistemi
enfeksiyonlarinda BOS'a gegisi sinirlt oldugundan tercih edilmez (51). Hepatotoksik
yan etkisi ve ilag etkilesiminin, fazla olmasi yaninda intravenéz uygulanamamasi
sistemik kullammni sinirlar. Mikonazol ve Ketokonazol uzun siredir klinik
kullamimda olmalarina ragmen direng son derece azdir (52).

Triazoller

Terkonazol, vajinal kandidiazis ve dermatomikozlarin topikal tedavisi igin
gelistirilmis ilk triazoldur. Diger 6nemli triazoller, Flukonazol ve Itrakonazoldur.
Itrakonazol oral absorbsiyonu ve dokulara dagilimi iyi, serum yar1 mrii uzun, BOS'a
gegisi zayif lipofilik bir ilagtir. Mikonazol ve Ketokonazole gore fungal hiicre
sitokromlarina daha spesifik baglandigindan toksisitesi diisiiktiir. Lokalize ve
sistemik enfeksiyonlar, dermatomikozis, oral ve vajina kandidiazis tedavisinde
kullanilirlar. Flukonazol diger azollere zit olarak BOS' a gegisi iyi olan tek azol
tirevidir. Bobreklerden degismeden atilir, serum yarilanma dmrii uzundur ve giinliik
tek dozla yiiksek plazma seviyelerine ulasilir (57). Amp-B tedavisi basarisiz olmus
AIDS' 1i hastalarm kriptokokal menenjitinde ve ndtropenik hastalarin  {ist
gastrointestinal ve kronik dissemine kandidiazisinde etkili bulunmustur. Oral ve
intravendz preparatlariyla fungal enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen bir ajandir,
ancak direngli C.albicans kokenleri tespit edilmistir (58)

2.12.3. Primidin Sentezi inhibitorleri

5-Florositozin

5-Florositozin, baslangigta antitimoér  ilag  olarak  gelistirilmis  bir
antimetabolittir . Fungus hiicre membranindaki permeazlar tarafindan hiicre igine

alinip S-florourasile doniistiiriilerek RNA yapisina girer ve RNA yapisin1 bozar.
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Diger bir metaboliti olan florodeoksiiiridin monofosfat, DNA sentezini bloke eder.
Amp-B ' ye gore etki spektrumu daha dar, toksisitesi daha diisiiktiir (59).

MIC <12.5-16 ug/ml ise test edilen organizma 5-Florositozine duyarli kabul
edilmektedir. Direng 6nemli bir problemdir. Duyarli mikroorganizmalar permeabilite
degisikligi, enzim modifikasyonu ve purin ve pirimidin gibi yarismaci metabolitlerin
varligi ile tedavi sirasinda direng gelistirebilirler. C.neoformans ve bazi Candida
tirlerinde % 10 kalitsal direng s6z konusu iken, tedavi sirasinda % 5 edinsel direng
gelismektedir. Bu nedenle fungal enfeksiyonlarin tedavisinde tek basina kullanilamaz.
En oOnemli terapdtik kullanimi, kriptokokal menenjitin tedavisinde Amp-B ile
kombinasyonudur. Kombinasyondaki sinerjizm 5-Florositozinin hiicre igine
alinmasindaki artis ile ilgilidir (60).

2.12.4. Ekinokandinler:

1970’11 yillarda gelistirilen ilk ekinokandin Silofungin’dir (52). Coziiciisiiniin
(polietilen glikol) toksik etkilerinden dolay: kullanimdan kaldirilmustir. 1980-1990’11
yillarda suda ¢oziinen Anidulofungin, Kaspofungin ve FK463 gelistirilmistir (61).

Asetillenmis siklik hekzapeptid yapisindadir. Mannan sentezi ve niikleik asitler
etkilenmeden, B-(1-3) glukan sentetaz enzimi inhibe olur (52). Ergosterol ve
lanosterol bilesimi azalan hiicre duvarinda kitin ise artar. Bu hiicre duvari
kalinlagsmis, tomurcuklu ama tomurcuklarin ana hiicreden ayrilmadigi, hizla yikima
giden bir hiicredir (62).

Etki spekturumlar1 dardir. Candida, Aspergillus tirleri ve Pneumocystis
carinii’ye kars1 fungisid aktiviteli lipopeptidlerdir. Azollere karsi direngli Candida
enfeksiyonlarmin tedavisinde, giivenilir ve etkin bir segenek olarak kullanilabilir
(62).

2.13.5. Yeni Antifungaller:

Vorikonazole:

Yeni kusak azollerden olup maya tiirii mantarlarda in vitro yiiksek aktiviteye
sahiptir. Flukonazol gamnin sentetik derivesidir (55). Flukonazol’iin triazole
halkasina bir pirimidin ve a-metil grup eklenmesi ile elde edilmistir ve flukonazol ile

karsilastirildiginda daha genis aktiviteye sahiptir (56).
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Vorikonazolde de mekanizma diger azol grubu antifungaller gibidir. Mantar
hiicre membraninda ergesterol sentezini saglayan stokrom P450 (CY P450)- 14-o-
lonasterol dimetilinin inhibisyonu saglayarak etki gosterir (56).

Bircok Scedosporium/Pseudallesheria ve Fusarium ve Invaziv Aspergillos
enfeksiyonlarmin tedavisinde alternatif olarak kullamlmaktadir (49,56). Bu ilacin
etkisi flukonazol’den daha iyidir (49,56).

Lipozomal Nistatin:

Anorex Pharmaceuticals tarafindan gelistirilmis, basta Candida tirleri olmak
tizere, C. neoformans ve Aspergillus tirlerine de etkili bir antifungaldir. Normalde
oral olarak emilmemekte ve paranteral olarak ciddi toksk reaksiyonlar
gelistirmektedir. Dimisterol gliserol igeren lipozomlara baglanarak toksik etkisi
azaltilmistir (49,56). Lipozomal Nistatinin etki mekanizmasi nistatin ile aynidir.
Lipozomlar nedeniyle RES hiicrelerine giris ve enfeksiyon bolgesine tasmmasi
nistatinden daha kolaydir (49,56).

Terbinafin:

Kullanima 1990’11 yillarin sonunda gegen bir antifungaldir. Ergesterol sentezini
squalen epoksidazi inhibe ederek engeller, boylece hiicre zarinda skualen oksitleri
birikir (29,62). Sonugta hiicre zarinda ergosterol yoksunlugu gelisir. Dar
spektrumludur. Lipofilik yapidaki terbinafin dermis, epidermis ve yag dokusunda
yogunlagir (63).

2.13. Antifungal Duyarhhlik Testleri (ADT):

Mayalara bagli enfeksiyonlarda artis olmasi ve 6zellikle bazi direngli Candida
tiirlerinin daha sik olarak karsimiza ¢ikmasinin yaninda, sagaltimda kullanilabilecek
yeni gjanlarin iiretilmesi ve antifungal direncin bildirilmesi nedeni ile ADT ’leri hasta
sagliginin 6nemli bir 6gesi haline gelmistir (64).

Bunun igin; antifungal ajanlarm aktivitelerini giivenilir bigimde, in vivo aktivite
ile paralel ve tedavi sonuglarini 6lgebilen, duyarli mikroorganizma toplulugu iginde
direncli suslarin gelisimini saptayabilen ve yeni iiretilen ajanlarin tedavi gii¢lerini
degerlendirebilen testlere gereksinim ortaya ¢ikmaktadir (65).

CLSI’nin mayalar i¢in duyarhlik testi gelistirmesinden dnce MIK sonuglar1
giivenilir degildi. ADT sonuglar1 (inokulum miktari, inkiibasyon 1sis1 ve siiresi,

besiyeri, pH, MIK son nokta tayini gibi) testte kullanilan teknik ile incelenen
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fungusun ve antifungal ajanin 6zellikleri gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir. Bu
nedenle ADT standardizasyona iliskin ¢alismalar nem kazanmustir.

ADT gelistirilmesi ve standardizasyonu i¢in 1982 yilinda CLSI biinyesinde
ADT alt komitesi kurulmustur. Bu komite birgok laboratuvarla yaptigi ortak
caligmalar sonucunda mayalar i¢in makrodiliisyon yontemini standart referans
yontem olarak 6nermislerdir. Boylece, CLSI ADT’in satndardizasyon g¢alismalarini
ortak bir goriis olarak M27-P, M27-T ve M27-A belgeleri ile yayinlamislardir (Tablo
2.3) (66).

Zaman alici, pahali, rutinde uygulanimi zor bir yontem olan makrodiliisyon
yontemi daha kullanigh, kolay, pratik olan, mikrodiliisyon ve E test gibi klinik testler
i¢in alt yap1 olusturmustur.

Tablo 2.3°de M27 ADT’in temel prensipleri 6zetlenmistir (67).

Tablo 2.3 : CLSI M27 antifungal duyarlilik testi yonteminin temel prensipleri

Ozellik Standart

Yontem (M27-T) Makrodiliisyon (Son hacim 1 ml)
Mikrodiltisyon (Son hacim 200 pg/ml)

Inokulum Hazirlanmasi 0,5 McFarland bulaniklik standardina gore
spektrofotometrik 6lglim ile

Inokulum Konsantrasyonu 0,5-2,5 x 10° maya hiicresi/ml

Besiyeri RPMI 1640

Tampon Morfolinopropansiilfonik asit (MOPS) 0,165 M

pH 7

Inkiibasyon Isis1 35°C

Inkiibasyon siiresi 48 saat (C. neoformans igin 72 saat)

MIK Duyarhihk/ Direnclilik Smmr1 | Amfoterisin B: Bulamkligin goriilmedigi konsantrsayon

Saptanmasi Azoller ve Flusitozin: Bulanikligmm %80 azaldig

konsantrasyon

CLSI M27 gtandart makrodilisyon yontemine alternatif mikrodiliiSyon ve agar

difiizyon testleri (E test) de gelistirilmistir ve standart yontemi ile uyumluluklari

%76-100 arasinda dagismektedir (Tablo 2.4) (67,68).
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Tablo 2.4: Alternatif antifungal duyarlilik testleri

Test yontemi MIK degeri belirleme Standart makrodiliisyon
yontemi yontemi ile uyumu (%)
Mikrodiliisyon Gorsel >90
Spektrofotmetrik 89-100
Kolorimetrik =90
E Test Gorsel 76-100
Disk Difiizyon Gorsel 80

Mikrodiliisyon yontemi, prensip olarak referans yontemi ile aynidir. Mikroplak

cukurlarindaki ila¢ konsantrasyonlari son konsantrasyonun iki kati seklinde olacak

bicimde ayarlanir. Baslangi¢c inokulum sayisi referans yontemin iki kati olacak

sekilde (1-5 x 10%ml) hazirlanmaktadir (64,67).
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3. GEREC VE YONTEM:

Afyon Kocatepe Universitesi T1p Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.01.2005 ile 01.09.2006
tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole ettigimiz 250 Candida Susu
caligmaya alind1.

3.1. izolasyon

Laboratuvara gelen klinik o6rnekler rutinde kullanilan kanli, Sabouraud
Dekstroz Agar (Oxoid, England) besiyerlerine ekimleri yapildi. 26 °C ve 37 °C
inkiibasyona birakildi. Uremeler giinliik olarak kontrol edildi ve 72 saat sonunda
iiremesi olmayan Ornekler calisma dis1 birakildi.

Candida’larim SDA’da hamur kivaminda beyaz ve krem renkli, genellikle
diizgiin sinirhi ve kendine 6zgii maya kokusu olan koloniler olusturdugu gozlendi.
Tipik koloniler mikroskoptaincelemeye alindi.

Mikroskopi

Kanli ve SDA besiyerinde {iireyen siipheli kolonilerden lam-lamel arasi
preparat ve gram boyama hazirlandi. Isik mikroskobunda X400 biiyiitmede incelendi.

Lam-lamel preparasyonu igin; lam iizerine bir damla serum fizyolojik
(9%00,85’lik NaCl) damlatildi. Ureyen koloniden 6ze yardimu ile bir miktar alip serum
fizyolojik igine siispanse edildi ve iizerine lamel kapatilip mikroskopta incelendi.
Yine siipheli kolonilerden bir miktar lam iizerine serum fizyolojikle yayip gram
boyama yapildi.

Saf oldugu anlagilan kiiltiirlerden, identifikasyonun ileri asamalarda
kullanilmak iizere yatik SDA tiiplerine pasajlandi ve +4 °C’de saklandi. Calismadan
bir giin once saf oldugu goriilen kolonilerden tek kolonilerden tek koloni alinarak
SDA’ya tekrar pasaj yapildi ve ¢aligmaya bir gece inkiibe edilen suslar alind1.

3.2. identifikasyon

Candida suslarinm tiirlerini tayin edebilmek amaciyla susun; germ tiip yapimu,
klamidospor olusumu, karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlar1 gibi ozellikleri
sirasiyla incelendi. Sus tammlamasinda APl 1D 32 C referans yontem olarak kabul
edildi.



Germ-tiip Testi

Maya kolonisinden kiigiik bir parga, 0,5 ml insan serumu igerisine eklenip
karistirildi ve 37 °C’de 2,5-3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda cam tiiplerdeki
karigimlardan 20 pl almarak lam-lamel arasinda 1sik mikroskobunda X400’luk
biiytitmede incelendi.

Blastospordan koken alan, baslangi¢ noktasinda hi¢ daralma olmayan ve
uzunlugu boyunca belirgin kabariklik olmayan flamentler seklindeki yapilar germ-
tiip olarak degerlendirildi. Mikroskobik incelemede germ tiipe benzeyen, ancak ana
hiicreden bogumlanarak disar1 dogru uzama gosteren, hifal yapilarin duvarlarinin
birbirine paralellik gostermedigi yalanci tiip olusumlar1 da izlendi. Germ tiip
olusturan maya kokenleri C.albicans olarak tammlandi.

Klamidospor Olusumunun Incelenmesi:

Klamidospor olusumu Piringunu—Tween 80 Agar (PT 80 Agar) besiyeri
kullanilarak arastirildi.

PT 80 Agar asagidaki sekilde hazirlands,

Distile su igerisinde 50 g piring kaynatilip birkag katli gazli bezden siiziildii.
Bunun i¢ine 20 gram agar, 20 gram glikoz, 10 ml Tween 80 eklendi. Distile su ile 1
litre'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril petri
kaplarina dokiildi.

SDA’ya taze pasajlanmig saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze yardimiyla bir
parca alinip PT 80 Agarda birbirine paralel ii¢ ¢izgi seklinde ekim yapildi. Ekimlerin
besiyerini yirtmadan ve 6zeyi dibine kadar batirmadan yapilmasina dikkat edildi. Her
bir maya i¢in ekim yapildiktan sonra ekim ¢izgileri {izerine gelecek sekilde steril
lamel kapatildi ve 26 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
151k mikroskobunda X100 ve X400 biiyiitme ile klamidospor, blastospor, pseudohif
ve hif olusturma 6zellikleri yoniinden incelendi.

Degerlendirmeler mayalarin bu besiyerindeki mikroskobik goriiniimlerine gore
yapildi. Pseudohiflerin uclarinda ve yan dallarinda goriilen biiyiik, kalin duvarl,
yuvarlak klamidosporlar ile hif birlesme yerlerindeki blastospor kiimeleri C.albicans;
agaca benzer sekilde dizilmis uzun blastosporlar ve pseudohif C. krusei; pseudohif
ve hif boyunca tek tek veya ufak kiimeler yapacak bi¢imde dizilim gosteren

blastosporlar C. tropicalis; pseudohif yapisi olmadan ucunda tomurcuklanmalar



gortilen kiiciik oval blastosporlar C. glabrata; uzun blastosporlarin yalanci hiften
ayrilip birbirine paralel dizilim gosterdigi ve bu goriiniimleri ile “irmakta yiizen
kiitiik dizileri’ni andiran C. kefyr; Kii¢iik maya hiicreleri ve az sayida kiigiik yalanci
hif, bunun etrafinda kiigiik kiime yapmus blastokonidyumlar C. guillermondii; yalanci
hif, bunun etrafinda tek tek bazen kiimeler yapmis blastokonidyumlar olusturan ve
aradairi hiflerin goriildigii suslar C. parapsilosis olarak degerlendirildi.

Karbonhidrat Asimilasyon Testi:

APl ID 32 C (bioMerieux-France) hazir ticari kitleri kullanilarak 250 adet
klinik 6rnegin klasik yontemlerle identifiye edilemeyenler ve bir adet kontrol susu
tammlanda.

APl ID 32 C’le mayalarm karbonhidrat asimilasyon yetenekleri, 24-48.
saatlerde degerlendirildi.

Testin yapilist:

1. Inokulum’un hazirlanmasi: SDA’daki 24 saatlik Candida kolonilerindensteril
bir 6ze ile almarak, 2 ml’lik Siispansiyon Medium (%0,85 NaCl) i¢inde
karistirilarak yogunlugu 2 Mc Farland’a ayarlandi. Bu siispansiyonun 250
ul’s1 kit igeriginde olan C Medium i¢ine aktarild.

2. “Strip”’e aktarimi: C mediumdan “Strip”in her birine steril pipet ucu
kullanarak 135 pl dagitildi. 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.

3. Stripin okunmast: Gozle; bulamk olan kuyucuklarda iireme pozitif kabul
edildi. Negatif kontrol’de iiremenin olmamasma dikkat edildi. Otomatik
olaraksa; gelistirilmis mini AP/ ile degerlendirme yapildi (ID 32C,
bioMerieux, France kit prosediirii)

3.3. Slime Olusumunun Belirlenmesi

Modifiye Tiip Adherans Yontemi:

1. SDA'da 24-48 saatlik kolonilerden 1,5 x 10 cfu/ml alindi.

2. Son glikoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanmis Sabouraud buyyondan
(SB) 1,5 ml. igeren ependorflara inokule edildi.

3. Tiipler 35°C'de 24 saat ¢alkalayici(IKA-Germany) ile 180 devir/dakika
calkalanarak inkiibe edildikten sonra bosaltild1.

4. iki kez digtile su ile yikanarak %1 safranin(Fluka-Germany) ile boyandi.

5. Tiipiin duvarlarindaki renkli, yapiskan tabaka varligi olumlu olarak kabul edildi.
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6. Besiyeri ile hava kesisimindeki boya tutulmalar1 olumsuz kabul edildi.

3.4. Antifungal Duyarhhk Testi:

Slime olusturan 64 Candida tirtinin Amp B, Vorikonazol, Itrakonazol ve
Flukonazol’e kars1 antifungal duyarlilik testlerinde CLSI tarafindan 6nerilen M27-A
mikrodiliisyon (microbroth dilution) yontemi kullanildi (67).

Mikrodiliisyon yontemi:

Bu yontemde asagidaki yol izlendi (67) :

1. Antifungal Stok Soliisyonlar: ve Diliisyonlarin Hazirlanmasi (67)
1. Antifungal Ila¢ Miktarlar::

Agirhik (mg)= [Hacim (ml) x Konsantrasyon (ng/ml)]/ Potens (ng/mg) formiiliine
gore hesaplandi ve hassas terazide tartildi.

Amfoterisin B (Sigma, U.S.A):

Potens: %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg; yani potensi 1000 pg/ml)
Stok soliisyon konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Hacim: 20 ml DMSO

Agirlik= (20 x 1600)/1000= 32 mg= 0,032 g

Vorikonazol (ilsan-iltas, Tiirkiye):

Potens. %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg; yani potensi 1000 ug/ml)
Stok soliisyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Hacim: 20 ml DMSO

Agirlik= (20 x 1600)/1000= 32 mg= 0,032 g

Itrakonazol (Pfizer, France ):

Potens: %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg; yani potensi 1000 pg/ml)
Stok soliisyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Hacim: 20 ml DMSO

Agirlik= (20 x 1600)/1000= 32 mg= 0,032 g

Flukonazol (Pfizer, France):

Potens: %99,7 (100 mg’da 99,7 mg, 1 mg’da 997 pg; yani potensi 997 ug/ml)
Stok soliisyon konsantrasyonu: 5120 pug/ml

Hacim: 20 ml Distile su

Agirlik: (20 x 5120)/997=102,6 mg=0,1026 g
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2. Amp-B, Itrakonazol ve Vorikonazol konsantasyonu 1600 pug/ml olacak sekilde
%100 dimetil silfoksit (DMSO) (Sigma, U.S.A) iginde eritildi (100 X, Stok
soliisyon). Flukonazol, konsantrasyonu 1280 pg/ml olacak sekilde steril distile su
i¢inde eritildi (20x, Stok soliisyon)

3. Her bir stok soliisyon 5’er ml olarak dort steril tiipe aktarildi. Calisincaya kadar
-20 °C’de saklandi. Amp-B solusyonunun isiktan korunmasima dzen gosterildi.

4. Antifungal diliisyonlar hazirlanirken de her antifungal i¢in bir tiip stok soliisyon
cikarildi, eridikten sonra her bir antifungal i¢in ayri ayri semaya gore tiipler
issmlendirilerek diliisyonlar hazirlandi (Tablo 3.1,Tablo 3.2).

5. Bu diliisyonlar tekrar isleme alindi.

6. Amp-B, once 1/10 oraninda “antibiyotik medium 3” (AMs;, Oxoid, England)
besiyeri ile sulandirilarak 10X’lik ilag konsantrasyonlar1 elde edildi. Daha sonra 1/5
oraninda AM3 besiyeri ile diliie edilerek 2X ilag konsantrasyonuna erigildi. Boylece
16-0,0313 pg/ml arasinda seri konsantrasyonlar elde edildi (Tablo 4.4).

7. Vorikonazol, 1/50 oraninda RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, Bikarbonatsiz)
besiyeri i¢inde diliie edildi. Boylece 16-0.0313 pug/ml arasinda seri ilag
konsantrasyonu elde edildi (Tablo 4.5).

8. Itrakonazol, 1/50 oraninda RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, Bikarbonatsiz)
besiyeri icinde diliie edildi. Boylece 16-0.0313 pug/ml arasinda seri ilag
konsantrasyonu elde edildi (Tablo 4.6).

9. Flukonazol, 1/5 oramnda RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, Bikarbonatsiz)
(Sigma, U.S.A) besiyeri iginde diliie edilerek 2X’lik seri ila¢ konsantrasyonlar1 (64-
0,0625 pg/ml arasinda) elde edildi (Tablo 4.7).

10. Mikroplagin dikey son kuyucugu (8. kuyucuk) iireme kontrol kuyucugudur.
Buraya RPMI’dan 100 pul (daha sonra ornek inokulumdan 100 pl eklenecek)
konuldu.

11. En diisiik ilag konsantrasyonu 7. kuyucukta, en yiiksek ila¢ konsantrasyonu 1.
kuyucukta olmak tizere tiiplerdeki antifungal ilag diliisyonlar1 pipetle steril pipet ucu
kullanilarak 100’er pl olacak sekilde dagitild.

12. Sonugta bir mikroplakta bir antifungal ilag, 7 diliisyon ve 12 Candida tiiri
caligilabildi.



Tablo 3.1: Amfoterisin B, Itrakonazol ve Vorikonazol diliisyonlarinin hazirlama sekli (CLSI)
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Step Konsantrasyon | Kaynak | Hacim+Coziicii Ara Final Log,
(pg/ml) (ml) DMSO | konsantrasyon | konsantrasyon
(ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 1600 Stok 1,600 pg/ml 16 4
2 1600 Stok 0,5 0,5 800 8,0 3
3 1600 Stok 0,5 15 400 4,0 2
4 1600 Stok 0,5 3.0 200 2,0 1
5 200 Step 4 0,5 0,5 100 1,0 0
6 200 Step 4 0,5 15 50 0,5 -1
7 200 Step 4 0,5 3,0 25 0,25 -2
8 25 Step 7 0,5 0,5 12,5 0,125 -3
9 25 Step 7 0,5 15 6,25 0,0625 -4
10 25 Step 7 0,5 35 3,13 0,0313 -5
Tablo 3.2: Flukonazol diliisyonunun hazirlama sekli (CLS|)
Step | Konsantrasyon | Kaynak Hacim+Medium Ara Final Log,
(pg/ml) (ml) (ml) konsantrasyon | konsantrasyon
(pg/ml) (pg/ml)
1 5120 Stok 1 7 640 pg/ml 64 6
2 640 Step 1 1 1 320 32 5
3 640 Step 1 1 3 160 16 4
4 160 Step 3 1 1 80 8 3
5 160 Step 3 0,5 15 40 4 2
6 160 Step 3 0,5 35 20 2 1
7 20 Step 6 1 1 10 1 0
8 20 Step 6 0,5 15 5 0,5 -1
9 20 Step 6 0,5 35 25 0,25 -2
10 2,5 Step 9 1 1 1,25 0,125 -3
11 2,5 Step 9 0,5 15 0,625 0,625 -4
12 2,5 Step 9 0,5 35 0,0313 0,0313 -5
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2. RPMI 1640’1in Hazirlanmasi (67)

1.Flukonazol, Itrakonazol ve Vorikonazol’iin antifungal duyarlilik testlerinde
besiyeri olarak L-glutaminli ve bikarbonatsiz RPMI-1640 Medium (Sigma, U.S.A.)
kullanild.

2. Bir litrede 34.53 gr olacak sekilde MOPS (n-morpholinopropane sulphonic asit)
(Merck, Germany) ile tamponlandi. Homojenizasyon saglanmasi igin iyice
karistirildi.

3. Besiyerini kullanirken pH’m 6,9-7,0 olmasina dikkat edildi. Bunun igin 10 N
NaOH (Sodyum Hidroksit) ile pH ayarlamas: yapildi. NaOH hazirlamak igin 100 ml
distile su igerisine 40 g NaOH eklendi, balon joje iginde karistirilarak ¢oziildii (Bir
litre RPMI i¢in yaklagik 5 ml NaOH gerekiyor).

1. Sterilizasyon islemi i¢in besiyeri 0.22 p ¢apli membran filtreler (Sartorius,
Germany) ile steril edildi ve kullanincaya kadar +4 °C’de saklandi. Sterilite
kontrolii i¢in besiyerinden 1 ml alinarak kanli besiyerine ekildi.

3. AMy’iin Hazirlanmasi (67)

1. Bir litre sicak (60 °C) su i¢ine 17,5 gr toz AM3 (Oxoid, England) eklendi.
2. lyice ¢oziliinceye kadar karistirdiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavlandh. Kullanilincaya kadar +4 °C de saklandh (2).

4. Maya Inokuliimiiniin Hazirlanmasi (67)
1. Test edilecek Candida tiirlerinin SDA plaklarindaki subkiiltiirleri, 30 °C’de 24 saat
inkiibe edilerek yapildi.
2. Bir mm’den biiyiik yaklasik 5 koloni, 1 ml % 0.9 NaCl i¢inde homojenize edildi.
Bulanikliginin 0,5 McFarland olmasi igin spektrofotometrede (bioMerieux, France)
transmittanst 530 nm’de ayarlandi. Gereken inokulim miktar1 kantitatif ekim
sonunda koloni saymmi yapilarak dogrulandi. Boylece 1-5 x 10° CFU/ml oraminda
maya iceren stok maya siispansiyonu elde edildi.
3. Daha sonra her bir tir serum fizyolojik i¢inde 1/50 sulandirilarak ¢aligsma
diliisyonu; ardindan da flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol i¢in RPMI 1640°da,
amfoterisin B i¢in AM3’de 1/20 oraninda sulandirilarak son ¢alisma diliisyonu (2 x
test inokuliim, 0,5-2,5 x 10°) elde edildi.
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5.Testin Uygulanmasi:
1. Daha 6nceden Amp-B, Vorikonazol, Itrakonazol ve Flukanazol ilag diliisyonlar:
hazirlanarak -70 °C’de saklanan mikrotitrasyon plaklar: oda isisina getirildi.
2. Her bir g¢ukur tizerine 100 pl test inokuliimii eklendi. Boylece istenilen ilag ve
inokuliim son konsantrasyonlari elde edildi.
3. Ureme kontrolii olarak, antifungal ila¢ icermeyen bir cukura 100 pl test inokulumii
(RPMI 1640+maya) konuldu.
4. Kalite kontrol susu olarak C.albicans ATCC 10039 kullanild:.
5. Mikrotitrasyon plaklari 35 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
degerlendirildi.

6. Minimal inhibisyon Konsantrasyonu Araliginin Saptanmasi (67)

Sonuglar degerlendirilmeden 6nce mikroplaklar karistiricida iyice karistirildi.
Inkiibasyonun ardindan MIK degerleri, okuma aynasi ve iyi bir 151k kaynagi
yardimiyla birden fazla deneyimli personel tarafindan gorsel olarak saptandi.

Amp-B, Itrakonazol ve Vorikonazol igin MIK arahg: iiremenin %100
Onlendigi konsantrasyon olarak kabul edildi. Flukonazol i¢in ise liremenin kontrol
tiipiine gdre %80 dnlendigi en diisiik ila¢ konsantrasyonu MIK aralig1 olarak kabul
edildi.

Skorlama

0: %0, Hi¢ bulaniklik yok, berrak

1: Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligm %25’i kadar bulamkhk var.

2: Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %50’si kadar bulaniklik var.

3: Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %75’i kadar bulanklik var.

4: Ureme kontrol kuyucugu ile ayn1 bulaniklig1 (%100) olarak yapilda.

Amp-B igin MIK degeri, yukaridaki skorlamaya gore O iken, Vorikonazol,
Itrakonazol ve Flukonazol igin 2’idi (67).

3.5. Slime Olusturan Suslar Icin Antifungal Stok Soliisyonlann ve
Diliisyonlarin Hazirlanmasi
1. Daha 6nce yapildig: gibi antifungal stok soliisyonlar1 ve diliisyonlar hazirlandi.

2. Islem 2 ml’lik steril polisitren tiiplerde yapildi (30,5 inc).



50

3. Bir mm’den biiyiik yaklasik 5 koloni, 1 ml % 0.9 NaCl i¢inde homojenize edildi.
Bulanikliginin 0,5 McFarland olmasi i¢in spektrofotometrede (bioMerieux, France)
transmittanst 530 nm’de ayarlandi. Gereken inokuliim miktar1 kantitatif ekim
sonunda koloni sayimi yapilarak dogrulandi. Béylece 1-5 x 10° CFU/ml oraninda
maya i¢eren stok maya siispansiyonu elde edildi.

4. Daha sonra her bir tir serum fizyolojik i¢inde 1/50 sulandirilarak galigsma
dilisyonu; ardindan da flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, amfoterisin B igin
glikoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanmis Sabouraud buyyon iginde
1/20 oraninda sulandirilarak son ¢alisma diliisyonu (2 x test inokuliim, 0,5-2,5 x 10%)
elde edildi.

5. Her Candidatiirii i¢in bulunan MIK degerleri ve iki alt diliisyonlar1
hazirland1.(Ornegin MiK degeri 2 ul/ml bulunan bir Candida SUsu igin ayrica 1 ve
0,5 pl/ml olan antibiyotik soliisyonlar1 da hazirlandi.)

6. Her tiipe 500 pl/ml antifungal karigimi, 500 pl/ml de maya inokuliimii konuldu.

7. Sonugta her sus i¢in 4 farkl ilag ve 3 farklh diliisyon ile 12 ependorf vardi.

8. Tiipler 35° C'de 24 saat ¢alkalayici(IKA-Germany) ile 180 devir/dakika
calkalanarak inkiibe edildikten sonra bosaltild.

9. iki kez digtile su ile yikanarak %1 safranin (Fluka-Germany) ile boyanch.

10. Tiipiin duvarlarindaki renkli, yapiskan tabaka varligi olumlu olarak kabul edildi.
11. Besiyeri ile hava kesisimindeki boya tutulmalari olumsuz kabul edildi.



51

4. BULGULAR
Hastanemiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen
Klinik 6rneklerden elde ettigimiz 250 Candida Susunun klasik yontemlerle (germ tiip
olusturma, Piringunlu-Tween 80 agar, karbonhidrat asimilasyon testleri ile) identifiye
edilmesi sonucu bunlarin 158’si C.albicans (%63.2), diger 92’si (%36.8) ise non-
albicans Candida tirii olarak degerlendirildi. Klinik 6rneklerden izole edilen 250
Candida tirti Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 : Klinik 6rneklerden izole edilen Candida turleri

TURLER IZOLAT SAYISI (n) %
C.albicans 158 63.2
C.glabrata 71 28.4
C.tropicalis 8 3.2
C.kefyr 8 3.2
C.krusei 2 0.8
C.parapsilosis 1 0.4
C.sake 1 0.4
C.keturi 1 04
TOPLAM 250 100

Izole edilen Candida tiirlerinin klinik &rneklere gore dagilimi Tablo 7°de
gosterilmistir. Toplam 250 Candida susundan 48 (%19.2)’i agizdan, 42 (%16.8)’si
vainal dgiriintiiden, 42 (%16.8)’si balgamdan, 25 (%10)’i trakeal aspirattan, 20
(%8)’si yara yerinden, 16 (%6.4)s1 idrardan, 14 (%5.6)’li ayak parmak arasindan, 13
(%5.2)’1 el tirnagindan, 12 (%4.8)’si batin i¢ci mai Orneklerinden izole edilmistir.

Izole edilen Candida’larn klinik 6rneklere gore dagilimi Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2 : izole edilen Candida tiirlerinin klinik 6rneklere gére dagilimi (n=250).

Tiirler => C.albicans | C.glabrata | C.tropicalis | C.kefyr | C.krusei | C.parapsilosis | C.sake | C.keturi
Ornekler n | % n % | n % n % 'n| % | n| % n % n % n %
Agiz 48 | 19,2 | 40 | 87 | - 6 125 | - - 1 29 - 1| 29
Vajinal siiriintii 42 | 16,8 16 382 | 23 54,7 - 2| 47 1 2,4 - - R
Balgam 42 | 16,8 12 286 | 20 | 476 2 4,7 6| 143 | 1 | 24 - 11|24 -
Trakeal aspirat 25 | 10 18 72 7 28 - - - - - -
Yara yeri 20 8 12 60 8 40 - - - - - -
Idrar 16 | 6,4 8 50 | 8 50 ; - - : _ -
Ayak parmakaras1 | 14 | 5,6 14 100 - - - - - - -
El tirnagi 13 | 52 13 | 100 - - - - - - -
Batin ici mai 12 | 48 9 75 3 25 - - - - - -
Gaita 10 | 4 8 80 2 20 - - - - - -
Goz siiriintiisii 8 |32 8 100 - - - - - - -

TOPLAM 158 71 8 8 2 1 1 1

(250)
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Tablo 4.3: Slime olusturan Candida tirleri

TURLER IZOLAT SAYISI (n) %
C.albicans 41 64.1
C.glabrata 13 20.3
C.tropicalis 3 4.6
C.kefyr 5 7.8
C.krusei 1 16
C.sake 1 16
TOPLAM 64 100

Klinik 6rneklerden izole edilen, tiir tanimlamasi yapilan ve slime olusturan 64

Candida tirinin Amp-B, Vorikonazol, Itrakonazol ve Flukonazole karsi invitro

antimikotik duyarliliklar1 mikrodiliisyon ydntemi ile incelenerek MIK degerleri
sirasiyla Tablo 4.4, 4.5, 4.6, 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.4: Slime Olusturan Candida tiirlerinin Amfoterisin B i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ug/ml)
(Sayisy)
>16 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C.albicans (41) 1 1 23 6
C.glabrata (13) 3 7 3
C.tropicalis (3) 2 1
C kefyr (5) 3 2
C.krusei (1) 1
C.sake(1) 1
TOPLAM (100) 0 0 1 | 20 | 34 | 9 0 0 0

Amp-B’ye iliskin MIK araligi 0,03-16 pg/ml arasinda MIK 90 < 1 pg/ml

olarak saptandi. Candida tirlerinin amp-B i¢in MIK degerleri 1’inde 2 pg/ml;

20’inde 1 pg/ml; 34’tinde 0.5 pg/ml; 9’unda 0,25 pg/ml olarak saptandi.

CLSI kriterlerine gore amp-B i¢in 1 pg/ml tizerinde olan tiirler direngli kabul

edilmektedir (67). Bu kritere gore slime olusturan 64 Candida tiiriiniin 1’inde MIK




degeri 1 ug/ml iizerinde bulunmustur. Bu tiir de C.albicans olarak saptanmustir. Buna

gore Candida tiirlerinin yaklasik %98,4’ti Amp-B’ye duyarli bulundu.

Tablo 4.5: Slime Olusturan Candida tiirlerinin Vorikonazol i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ug/ml)
(Sayis1)
>16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C.albicans (41) - 1 1 3 9 7 13 7
C.glabrata (13) - - - 2 3 2 4 2
C.tropicalis (3) - - - 1 1 1
C.kefyr (5) - - - - - 2 1 2
C.krusei (1) 1
C sake(l) 1
TOPLAM (64) 0 1 1 6 2 | 11 | 21 | 12 0 0

Candida tiirlerinin Vorikonazole i¢cin MIK degerleri 1’inde 8 pg/ml; 1’inde 4
ug/ml; 6’sinda 2 pg/ml; 12°sinde 1 pg/ml; 11°inde 0,5 pg/ml; 21’inde 0,25 pg/ml;
12’sinde 0,125 pg/ml olarak bulundu (Tablo 4.5).

CLSI kriterlerine gore Vorikonazol i¢in MIK>1 pg/ml iizerinde olan tiirler
direncli kabul edilmektedir (67). Bu kriterlere gore slime olusturan 64 Candida
tiiriiniin 20’sinde MIK degeri >1 pg/ml iizerinde bulunmustur. Buna gére Candida
tirlerinin yaklagsik %31,3’i vorikonazol’e direngli, %68,7’si ise vorikonazol’e

duyarli bulunmustur.
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Tablo 4.6 : Candida tiirlerinin Itrakonazol i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ng/ml)
(Sayis1)
>16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C.albicans (41) - 1 1 14 4 10 11
C.glabrata (13) - - - 4 5 3 1
C.tropicalis (3) - - - 1 1 1
C.kefyr (5) - - - 1 - 3 1
C.krusei (1) - - - - 1
C.sake(1) - - - - - 1
TOPLAM (64) 0 1 1 20 11 18 13 0 0 0

Candida tirlerinin Itrakonazole i¢in MIK degerleri 1’inde 8 pg/ml; 1’inde 4
pg/ml; 20’sinde 2 pg/ml; 11°inde 1 pg/ml; 18’inde 0,5 pg/ml; 13’tinde 0,25 pg/ml
olarak bulundu (Tablo 4.6).

CLSI kriterlerine gore Itranazole 33 Candida tiiriiniin direncli oldugu (MIK>1
ug/ml) saptand: (67). Bu tiirlerin 20’si C. albicans, 9u C. glabrata, 2’si C.tropicalis,
1’ide C. krusei olarak saptandh.

Tiirlerin %48,4’ii Itrakonazole duyarl idi (MIK<0,5 pg/ml).

Tablo 4.7 : Candida tiirlerinin Flukonazol i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ug/ml)
(Sayisi)
>16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C.albicans (41) 21 1 4 7 8
C.glabrata (13) 4 3 1 4 1
C.tropicalis (3) 2 1
C.kefyr (5) 2 1 1 1
C.krusei (1) 1
C.sake(1) - - - 1
TOPLAM (64) 30 5 5 14 | 10 0 0 0 0 0

Candida tiirlerinin Flukonazole i¢in MIK degerleri 12°sinde 64 pg/ml; 9’unda
32 pug/ml; 9’unde 16 pg/ml; 5’inde 8 pg/ml; 5’inde 4 pg/ml; 14°linde 2 pg/ml;
10’unda 1 pg/ml olarak saptandi (Tablo 4.7).
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CLSI kriterlerine gore Flukonazole 12 Candida tiriniin direngli oldugu
(MIK>64 ng/ml) saptandi (67). Bu tiirlerin hepsi C.albicans olarak bulundu.
Tiirlerin %531 Flukonazole duyarli idi (MIK<8 pg/ml).

Tablo 4.8: Slime olusturan Candida tirlerinde subinhibitor konsantrasyonda Amp-B,
Vorikonazal, Itrakonazol, Flukonazol’un slime olusumuna etkileri

Candida tiirleri Amp-B Var Itr Flu

(sayist) Slime | Slime | Slime | Slime | Slime | Slime | Slime | Slime
inhib. | inhib. | inhib. | Inhib. | inhib. | inhib. | inhib. | Inhib.
-) Q) -) ) -) ) -) )

C.albicans (41) | 16 25 13 28 7 34 17 24
C.glabrata (13) | 4 9 7 6 8 5 6 7
C.tropicalis (3) | 1 2 1 2 0 3 3 0
Ckefyr (5) 1 4 1 4 1 4 2 3
Ckrusei (1) 1 0 1 0 1 0 1 0
C.sake(1) 0 1 0 1 0 1 0 1

TOPLAM (64) 23 41 23 41 17 47 29 35

Tablo 4.8¢ gore; calismamizda  antifungallerin subinhibitor
konsantrasyonlarinda 64 Candida tirinden Amp-B ile 41 (%64,1)’i slime
olusumunun inhibe edildigi, 23 (%35,9)’iiniin ise etkilenmedigi; vorikonazol ile 41
(%64,1)’inin inhibe edildigi; 23 (%35,9)’iniin etkilenmedigi; itrakonazol’de 47
(%73,4)’sinin inhibe edildigi, 17 (%26,6)’sinin etkilenmedigi. Flukonazol de ise 35
(%54,7)’inin inhibe edildigi; 29 (%45,3) unun etkilenmedigi saptandi.
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5. TARTISMA

Candida’lar dogada ve mikroflorada yaygin olarak bulunurlar. Ozellikle
immun sistemi baskilanmis olan kisilerde firsat¢1 enfeksiyonlara yol agarlar (6).
Ayrica, tiir diizeyinde identifikasyon tedaviye yanitin izlenmesinde ve klinik
bulgularin degerlendirilmesinde de yararli olmaktadir (54).

Bu calismada, maya enfeksiyonlarmm tan1 ve tedavisine faydali olur
diistincesiyle Candida’larm tiir diizeyinde tanimlanmasi; slime olusturanlarm tesbit
edilmesi; Amp B, Flukonazol, Itrakonazol ve Vorikonazol ilaglarina kars: antifungal
duyarliik  paternlerinin - belirlenmesi, bu  antifungallerin  subinhibitor
konsantrasyonlar: hazirlayarak slime olusumuna etkilerini incelenmistir.

Calismamizda Candida’larin identifikasyonunda oOncelikle klasik mikolojik
yontemler kullanilmistir. Germ tiip testi C.albicans’in hizli identifikasyonu igin
yillardir kullanilan ve bugiin de degerini koruyan, basit ve oldukca duyarl: bir testtir.
Ancak germ tip testi ile C.albicans disindaki tiirlerin identifikasyonunun
yapilamamasi bir dezavantajdir. C.albicans Suslarinin %95-97’sinin germ tiip pozitif
oldugu bildirilmistir. Calismamizda germ tiip pozitif olan tiirler Piring unlu- Tween
80 agara ekildi. Germ tiip pozitif olan tiirlerin tamaminda C.albicans igin
karakteristik olan klamidosporlar gozlenmistir. Germ tiip negatif olan tiirler hem
piring unlu-Tween 80 agara ekilmis hem de ticari bir tiplendirme Kkiti olan ve
karbonhidrat asimilasyonuna dayanan APl 32 ID C ile isleme alinmistir. Bu islemler
sonucunda isimlendirilemeyen tiir olmamustir.

Mayalarm identifikasyonunda germ tiip testi ve piring unlu-Tween 80 agarda
olusturduklar1 morfolojik goriiniimler ile tanimlamanin yeterli olabilecegi
disstiniilmiistiir. Fakat biyokimyasal testlerin morfolojik testlerden daha giivenilir
sonuglar verdigi bir kez daha gézlenmistir.

Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen 250 mayanin 158’si C.albicans
(%63,2), 71’1 C.glabrata (%28,4), 81 C.tropicalis (%3,2), 8’1 C.kefyr (%3,2), 2’si
C.krusei (%3,2), 1’i C.parapisilosis (%0,4), 1’i C.sake (%0,4), 1’1 C.keturi (%0,4)
olarak tanimlanmistir (Tablo 4.1).

Agiz siiriintiistinden elde edilen 48 izolatin 40 (%82,7)’1 C.albicans, 6
(%12,5)’s1 C.tropicalis, 1 (%2,9)’1 C.parapisilosis, 1 (%2,9)’i C.keturi olarak

belirlenmistir.
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Vajina diriintiisiinden izole edilen 42 izolatm 16 (%38,2)’st C.albicans, 23
(%54,7)’t C.glabrata, 2 (%4,7)’s C.kefyr,1 (%2,4) C.krusei olarak belirlenmistir.

Balgam 6rneklerinden izole edilen 42 izolatin 12 (%28,6)’si C.albicans, 20
(%47,6)’si C.glabrata, 2 (%,7)’si C.tropicalis, 6 (%14,3)’s1 C.kefyr ve 1 (%2,4)’i
C.krusei, 1 (%2,4)’1 C.sake olarak belirlenmistir.

Trakeal aspirattan elde edilen 25 izolatin 18 (%72)’i C.albicans, 7 (%28)’si
C.tropicalis olarak belirlenmistir.

Yara yerinden elde edilen 20 izolatm 12 (%0)’si C.albicans, 8 (%40)’i
C.tropicalis olarak belirlenmistir.

Idrardan elde edilen 16 izolatin 8 (%50)’i C.albicans, 8 (%50)’i C.tropicalis
olarak belirlenmistir.

Ayak parmak arasindan elde edilen 14 izolatin 14 (%100)’i C.albicans olarak
belirlenmistir.

El tirnagindan elde edilen 13 izolattin 13 (%100)’i C.albicans olarak
belirlenmistir. Batin i¢i maiden elde edilen 12 izolatin 9 (%75)u C.albicans, 3
(%25)’t C.tropicalis olarak belirlenmistir. Gaita orneklerinden elde edilen 10
izolatm 8 (%80)’i C.albicans, 2 (%20)’si C.tropicalis olarak belirlenmistir. Goz
Siirtintiisiinden elde edilen 8 izolatin 8 (%100)’i C.albicans olarak belirlenmistir.

Pfaller ve ark. (68), 802 izolattan 358’sini C.albicans, 151’ini C.glabrata,
83’ini C.parapsilosis, 7T9unu C.tropicalis, 66’sin1 C.krusei, 36’sin1 C.lusitaniae,
14’tni C.guilliermondii ve 15’ini Candida spp. olarak saptamislardir.

Piriggiller (69), ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 210 mayanin 109’unu
C.albicans, 27sini C.kefyr, 23Uni C.glabrata, 14Uni C.krusei, 14’inii
Trichosporon spp., 8'ini C.parapsilosis ve 1’ini Cryptococcus neoformans olarak;
Yine Azel ve ark. (70) cesitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 76 mayanin 55’ini
C.albicans, T’sini C.tropicalis, 6’sin1 C.glabrata, 5’ini C.krusei, 2’sini C.kefyr, 1’ini
C.parapsilosis olarak; Kustimur ve ark. (71) 40 izolattan 19’unu C.albicans, 5’ini
C.tropicalis, 4inii C.kefyr, 3Uinii C.krusei, 2’sini C.glabrata, 2’sini C.lusitaniae,
birer tanesini de C.parapsilosis, C.famata, C.rugosa ve C.dubliniensis olarak
belirlemistir.

Coskun ve ark.. (72), kandidemili hastalardan izole ettigi Candida tiri
mantarlarindan ilk swrada C.albicans (%52,4), C.glabrata (11,9), C.parapsilosis
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(%7,1), C.kefyr (%7,1), C.tropicalis (%4,8), C.famata (%4,8) ve C.maris (%4,8)
olarak tanimlamustir.

Ag1z florasinda en sik bulunan ve invaziv olan tiir C.albicans’tir (%75). Bunu
C.tropicalis (%8), C.krusei (%3-6) ve C.glabrata (%2-6) izlemektedir (73).
Oztiirkcan ve ark. (74), 52 diyabetik hastada oral Candida insidansin1 arastirmislar ve
C.albicans (%63,3), bunu takiben en sk izole edilen tirleri C.kefyr (12,2),
C.parapsilosis (%9), C.krusei (%9), C.stelloidea (%6,5) olarak bildirmislerdir.
Antibiyotik alan 148 ¢ocuk hastanin agiz siiriintiisii 6rneklerini inceleyen Mete ve
ark. (75), C.albicans’1 (%73,9), C.tropicalis (%12), C.kefyr (%5) ve C.stelloidea
(%3)’nin izledigini saptamislardir. Piriggiller (69), agiz 6rneklerinden izole ettikleri
40 maya kokeninin 25’ini C.albicans, 8ini C.kefyr, 4Uni C.krusei 2’sini
C.tropicalis, 1’ini C.parapsilosis olarak saptamistir. Calismamiza gore de agiz
Sirtintii 6rneklerinden elde ettigimiz sonuglar yukarida verilenlerle benzer sekilde
korelasyon gosterdigi bulunmustur (74).

Genel olarak hastanede kiiltiirii yapilan idrar 6rneklerinin %1-5’inde maya tiirii
mantar iiremektedir. Idrardan en sik izole edilen mayalar sirasiyla C.albicans,
C.glabrata ve daha az siklikla C.tropicalis’tir (72). Ergiiven ve ark. (76), 33 idrar
orneginde C.albicans (%66,6) ve C. tropicalis (%33,3) saptamuslardir. Goller (77),
idrar 6rneklerinde en sik izole edilen tiir C.albicans (%53,1), C.tropicalis (%18,7),
C.kefyr (%12,5), C.glabrata (%6,4) olarak bulunmustur. Yine Yiicesoy ve ark. (78)
77 Candida susunu idrar kiiltiirlinde soyutlamig bunlardan 60’11 C.albicans, 13’linii
C.tropicalis, 2’sini C.parapsilosis, 1’ini C.kefyr ve 1’ini C.rugosa olarak saptamustir.
Piriggiller (69), idrar orneklerinden izole ettikleri 40 maya kokeninin 23’iinii
C.albicans, 5’ini C.tropicalis, 5’ini C.glabrata, 4inl C.kefyr, 2’sini C.parapsilosis
ve 1’ini C.krusei olarak saptamustir.

Candida, vulvo-vajinit etkenleri arasinda en sik rastlanan
mikroorganizmalardan birisidir (79). Vajinal kandidoz olgularinda en sik etken
C.albicans olmakla beraber C.glabrata, C.parapsilosis gibi non albicans Candida
tirleride enfeksiyonlardan izole edilmektedir (79).

Timbay ve ark. (80), vajinal akint1 6rneklerinden izole ettikleri 374 maya
izolatinda C.albicans (%68,9), C.tropicalis (%9,3) C.glabrata (%6,4), C.krusei
(%3,5) ve C.kefyr (%2,4) olarak saptamustir. Hilmioglu ve ark. (81), vulvovajinal
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kandidoz atkeni olarak soyutlanan 106 Candida kokeninden en sik olarak yine
C.albicans (%42,5), C.glabrata (%41,5), C.tropicalis (%9,4), C.krusei (%4,7) ve
C.kefyr (%1,9) olarak saptamustir. Piringgiller (69), vajinal Siriintii 6rneklerinden
elde edilen 40 maya koékeninin 16’sm1 C.albicans, 13’inii C.galbrata, 7’sini
C.krusei, 3unt C.kefyr, L’ini C.tropicalis oOlarak saptamistir. Bizim
calismalarimizda da literatiir sonuglarina benzer sonuglar bulunmustur.

Kaya ve ark. (82), vajinal akinti orneklerinden izole ettikleri 100 maya
izolatinda C.albicans (%65), C.glabrata (%14), C.krusei (%8) ve C.gullerirmondii
(%3) saptanmustir. Berktas ve ark. (79), 195 saglikli gebe kadinda yaptiklari
caligmada 72 maya izolatinin C.albicans (%63,9), C.glabrata (%23,6), C.tropicalis
(%5,5), C.stelloidea (%2,8) ve C.kefyr (%2,8) olarak saptamustir.

Son yillarda C.albicans ve diger Candida tiirlerine bagh enfeksiyonlardaki artis
ve bu tiirlerin kullanilmakta olan antifungal ajanlara kars1 farkli duyarliliklar1 invitro
duyarlilik testinin terapotik karar verme asamasinda ¢ok Onemli bir yeri oldugunu
gostermistir (30,48).

1950’lerde kullanima sunulan Amp-B her ne kadar her mantar enfeksiyonuna
etkili olmasa da ve toksk 6zelligi olsa da uzun siire alternatifi iiretilememistir.
Flusitozisin ise dar spektrumu ve hizli direng kullanimi siirlandirmustir (61).

1980’11 yillardan once sinirl sayida olan antifungal ilaglar daha sonraki yillarda
artis gostermistir. Nitekim son 10 yilda goriilen mantar enfeksiyonlarindaki artis
antifungal ilaglarn gelisimine yol gosterici olmustur. Son yillarda antifungal
ganlarin artan kullammi endojen fungal floray1 suprese etmis ve duyarli suslarin
supresyonu ile de daha direngli suslar ortaya ¢ikmustir (52,61).

Birgok Candida izolatinda amfoterisin B’ye direng gdsterilmistir (83).
C.albicans, C.krusei, C.glabrata, C.tropicalis gibi tirlerde flukonazole kars1 dogal
yada kazanilmis direng saptanmistir (84). Bu nedenle ilag se¢iminde Candida’larin
tiiriiniin belirlenmesi de 6nemlidir (61,65).

Calismamizda klinik orneklerden izole edilen 250 Candida Susundan slime
olusturan 64 tanesinin Amp-B, Vorikonazol, Itrakonazol ve Flukonazol gibi
antifungallere olan duyarliliklar1 CLSI broth mikrodilisyon yontemi kullanilarak

incelenmistir (67).
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Her ne kadar antifungal duyarlilik testleri amp-B i¢in rutin olarak yapilamasada
Candida tirlerinde seyrek de olsa Amp-B’ye direng bildirilmektedir (30).
C.lusitanea ve C.guillermondii gibi non albicans Candida tiirlerinde de primer olarak
amp-B’ye karsi direng gelisimi saptanmistir. Sekonder diren¢ daha cok kanser
hastalarinda izole edilen Candida’larm neden oldugu enfeksiyonlarla birlikte,
nadiren C.albicans’ta gdzlemlenmektedir (44).

C.albicans, C.lypolytica, C.norvegensis, C.tropicalis, C.glabrata Ve
C.parapsilosis gibi tiirlerde amp-B’ye karsi direng rapor edilmektedir (44). CLSI
tarafindan 1997 yilinda yayinlanan M27-A protokole gore Amp-B ile ilgili
caligmalarda direng sinir1 > 2 pg/ml olarak bildirilmistir (67).

Davey ve ark (85), 180 maya izolat1 ile yaptiklar1 calismada Amp-B i¢cin MiK
araligmi 0,125-2 pg/ml arasinda, Shawar ve ark. (86) ise 14 Candida izolat1 ile
yaptiklar1 ¢alismada MIK araligi1 0,5-1 pg/ml arasinda degistigini bildirmislerdir.
Espinel-ingroff ve ark. (87) 30 maya izolat: ile yaptiklar1 calismada MiK araligini 1-
2 pg/ml arasinda saptamuslardir. Howser ve ark. (88) 98 maya izolat: ile yaptiklari
calismada MIK araligin1 0,125-4 pg/ml arasinda saptamuslardir. Espinel-ingroff (89),
117 maya izolat: ile yaptiklar1 bir baska ¢alismada MIK degerlerini 0,25-8 pg/ml
arasinda degistigini bildirmislerdir. Pfaller ve ark. (90) 597 izolatlik ¢alismalarinda
MIK araligini 0,03-4 pg/ml arasinda bulmuslardir. Bu arastiricilar suslarin 36
(%6)’sinda Amp-B’ye direng saptamislardir ve bu direngli izolatlarin %64 {iniin
C.lusitaniae ve C.krusei oldugunu bildirmislerdir.

Amp-B i¢in; iilkemizde Durupmar ve ark (91), 60 maya izolat: ile yaptiklar
calismada MIK arahgini 0,06-1 pug/ml arasinda; Arikan ve ark. (92) 63 izolatlik
calismada MIK arahgmi 0,06->16 pg/ml olarak; Giin ve ark. (93) 50 hastalik
grubunda MiK araligmi 0,06-0,25 olarak saptamuslardir. Kiraz ve ark. (94) 63 maya
izolati aldiklar1 calismada MIK araligmi 0,03-4 pg/ml olarak; Goller (77) ise 150
Candida susunun MIK araligin1 0,03-16 pg/ml olarak saptamustir.

Amp-B icin MIK aralig1 genellikle 0,25-1 pug/ml arasindadir. Bu nedenle kesin
bir sinir deger olmamakla beraber CLSI kriterlerine gore 1 pg/ml {izerinde olanlar
direncli kabul edilmektedir (67). Calismamizda ise MiK araligmm 0,03-16 pg/ml
arasinda degistigini saptadik. Candida tiirlerinin amp-B i¢in MIK degerleri 1’inde 2
ug/ml; 20’inde 1 pg/ml; 34’tinde 0.5 ug/ml; 9’unda 0,25 pg/ml olarak saptandi.



62

Bu kritere gore slime olusturan 64 Candida tiiriiniin 1’inde MIK degeri 1 pg/ml
tizerinde bulunmustur. Bu tiir de C.albicans olarak saptanmistir. Buna gére Candida
tirlerinin yaklagik %98.4’ti Amp-B’ye duyarli bulundu.

Amp-B’ye kars1 saptadigimz MIK degerlerini iilkemizde ve yurt disinda
yapilan caligmalarda kiyasladigimizda benzer sonuclarla birlikte bizim yaptigimiz
calismada amp-B’ye karsi oldukga yiiksek bir duyarlilik saptanmustir (94).

Hsuch ve ark. 2005 yilinda, 59 C.glabrata tiirtiniin 3’iinde Vorikonazol’in
MIK degerini 2ile 4 pug/ml, digerlerinde MIK<0,5 pg/ml bulmuslardir (95). Silva V
ve ark. Ise 2004 yilinda 132 Candida tiiriinde MIK degerini <I pg/ml bulmuslardir
(96).

Ulkemizde Cetinkaya ve ark, fenotipik varyasyon gosteren 215 C.albicans
tiiriinde Vorikonazol duyarliligini 0,03-0,5 arasinda bulmuslardir (97).

Candida tirlerinin Vorikonazole i¢in MIK degerleri 1’inde 8 pg/ml; 1’inde 4
pg/ml; 6’sinda 2 pg/ml; 12°sinde 1 pg/ml; 11°inde 0,5 pg/ml; 21°inde 0,25 pg/ml;
12’sinde 0,125 pg/ml olarak bulundu.

CLSI kriterlerine gore Vorikonazol i¢in MIK>1 pg/ml iizerinde olan tiirler
direngli kabul edilmektedir (67). Bu kriterlere gore slime olusturan 64 Candida
tiiriiniin 20°sinde MIK degeri >1 pg/ml iizerinde bulunmustur. Buna gére Candida
tirlerinin yaklasik %31,3’i vorikonazol’e direngli, %68,7’si ise Vorikonazol’e
duyarli bulunmustur.

Calismamiza gore; yurt dis1 ve yurti¢ci yaymlarindaki verilere gore Candida
tirlerinde Vorikonazol direnci artmustir.

Sojakova ve ark. 2004 yilinda, ise vgjinal kandidozlu hastalarda izole edilen
227 klinik 6rnekten yaklasik 42’sinde Itrakonazol’e karsi direng saptamiglardir (98).
Cuenca-Estrella M. Ve ark 2005 yilinda, 67 Candida tiirinden 43’1 Itrakonazole
duyarliligmi MiK>0,25 pg/ml bulmuslardir (99).

Ulkemizde Cetinkaya ve ark, fenotipik varyasyon gosteren 215 albicans
tirtinde Itrakonazol duyarliligini 0,03-1 arasinda bulmuslardir (97).

Candida tiirlerinin Itrakonazole i¢cin MIK degerleri 1’inde 8 pg/ml; 1’inde 4
ug/ml; 20’sinde 2 pg/ml; 11’inde 1 pg/ml; 18’inde 0,5 pug/ml; 13’tinde 0,25 pg/mi

olarak bulundu.
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CLSI kriterlerine gore Itranazole 33 Candida tiiriiniin direncli oldugu (MiK>1
ug/ml) saptandi (67). Bu tiirlerin 20’si C.albicans, 9u C.glabrata, 2’si C.tropicalis,
1’i de C.krusei olarak teshit edildi.

Tiirlerin %48,4’s1 Itrakonazole duyarl: idi (MIK<0,5 pg/ml).

Calismamizda buldugumuz Itrakonazol duyarlilik oranlar1 daha Onceki
calismalardan yliksek bulunmustur.

CLSI’in Flukonazol i¢in belirledigi direng sinir1 >64 pg/ml’dir (67).

Toksisitesinin az olmasi nedeniyle yaygin kullanilan flukonazole karsi primer
direng ozellikle C.glabrata ve C.krusei’de bildirilmektedir. Daha virulan olan
enfeksiyonlarda daha sik izole edilen C.albicans’la ilgili direng daha ¢ok HIV (+)
hastalarda rastlanmakta ve normal populasyonda flukonazole direngli C.albicans’lar
ortaya ¢cikmaktadir (61).

Davey ve ark. (85) 180 maya izolati ile yaptiklar1 ¢alismada, Flukonazol igin
MIK araligmi 0,12->64 pg/ml arasinda saptamuslardir. Shawar ve ark.(86) 14
C.albicans izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada MIK araligmi >64 pg/ml olarak
saptamislardir. Espinel-Ingroff (87) 30 maya izolat1 ile yaptign c¢alismada MIK
araligmni 0,25->64 pg/ml arasinda bulmuslardir. Espinel-Ingroff (89) 117 maya
izolat1 ile yaptig1 bir baska c¢alismada MIK araligmi 0,12->64 pg/ml arasinda
degistigini belirlemistir. Howser ve ark. (88) 98 susluk ¢alismasinda MIK arahigini
0,12->256 pg/ml olarak saptamustir. Pfaller ve ark. (90) 597 maya susu ile yaptigi
calismada flukonazol igin MIK arah@mi 0,03->512 pg/ml arasinda degistigini
bildirmislerdir.

Flukonazole ile ilgili direng %5-56 arasinda degisen oranlarda bilinmektedir
(67). Ulkemizde ise Arikan ve ark. (92) 53 Candida Susu ile yaptiklar1 ¢alismada
MIK araligini <0,2->64 pg/ml olarak saptamus; Giin ve ark. (93) 50 izolathk
¢ahiymasinda MIK araligmi 0,12->64 pg/ml olarak bulmuslardir. Kiraz ve ark. (94)
300 susluk galismalarinda MIK araligini 0,06-8 pg/ml olarak saptamustir. Géller (77)
ise 150 susluk ¢alismasinda MIK araligini 0,12-64 pg/ml olarak belirtmistir.

Bizim c¢alismamizda ise MIK araligi 0,125-64 pg/ml arasinda bulundu.
Candida tirlerinin Flukonazole i¢in MIK degerleri 12’sinde 64 pg/ml; 9’unda 32
ug/ml; 9’unde 16 pg/ml; 5’inde 8 pg/ml; 5’inde 4 pg/ml; 14’tinde 2 pg/ml; 10’unda 1
ug/ml olarak saptandh.
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CLSI kriterlerine gore Flukonazole 12 Candida tiriniin direngli oldugu
(MIK>64 pg/ml) saptandh (67). Bu tiirlerin hepsi C albicans olarak bulundu.

Tiirlerin %53’ii Flukonazole duyarli idi (MIK<8 pg/ml).

CLSI’in Flukonazol igin belirledigi MIK aralig1 0,125-64 pg/ml arasindadir.
Bu degere bakacak olursak yaptigimiz ¢alisma hem iilkenizdeki degerlerle hem de
yurtdisinda yapilan c¢aligmalarla uyumlu bulunmustur. Tirlerde goriilen direng
durumu da diger ¢alismalarda goriilen direng durumlar: ile uyumlu bulunmustur
(100,86-88,92-94).

Gecmise kiyasla antifungal duyarlilik testlerinin rutin uygulamasi alaninda
onemli adimlar atilmistir. Antifungal duyarlilik testleri bugiin, 6zellikle Candida ve
Flukonazol, Itrakonazol, Vorikonazol icin, klinik yanitin tahmininde yardimci
olabilecek yontemlerden biri olma o6zelligi tasimaktadir. Invaziv mantar
enfeksiyonlarmda tedavi basarisi, birgok faktoriin rol oynadigi bir siireci
igermektedir. Bu faktorlerin en onemlilerinden birisi, konagin bagisiklik sisteminin
durumu ve altta yatan hastaligin kontroliidiir. Heniiz mevcut olmayan direng simnir
degerlerinin belirlenmesi ve gelecek in vitro-in vivo korelasyon calismalarinin
sonuglari, antifungal duyarlilik testlerinin yeni uygulama alanlarini belirleyecektir.

Bir kistm mikroorganizmalarin dogada saprofit hayatta ve insan viicudunda ya-
samaya uyum sagladiklarinda in vivo Kal1 yiizeylere yapisma ve kalinligi birkag
mm’ye varan hiicre tabakalarindan olusan biyofilm olusturma 6zelliklerinin bulun-
dugu, bu yapismanin dzgiin olabildigi veya olmadig: bilinmektedir. Bu biyofilm da-
mar i¢i kateter veya protez uygulamalarinda baslica komplikasyon olan
enfeksiyonlara da yol agabilmektedir (26).

Kateterler, ekstraseliiler matriks iginde biyofilm olusturan mikroorganizmalar
ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmasi ¢ogu kez
septisemi  ile  sonuglanmaktadir. Hastane kaynakli kan dolasmi ile ilgili
enfeksiyonlarm baginda Gram negatif bakterilerden sonra mantarlar gelmektedirler
(27).

Fungeminin en yaygin etkeni olan C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis,
C.krusei ve C.glabrata ¢ibi Candida’larin slime yapm da viriilansta etkili
olmaktadir (28).
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Fattani ve Douglas (100), slime olusumu arttik¢a C.albicans tiirlerinde amp-
B’ye direncin attigimi, C.tropicalis tirlerinde ise slime olusumu arttikca amp-B’ye
flukonazole direncin arttigin1 géstermislerdir. Ayrica C.albicans ve Staphylococcus
epidermidis’in olusturdugu karigik enfeksiyonlarda slime olusturduklar1 ve amp-B ve
flukonazole direng olustugunu saptamislardir.

Lewis ve ark. (101), kataterle iliskili Candida enfeksiyonlarmin in vitro
kosullarda Amp-B, Flukonazol ve Vorikonazole karsi antifungal aktivitesini
arastirmiglardir. Farkli dozlarda antifungaller Candida tiirlerinin olusturdugu katater
enfeksiyonlarmda verilmis ama slime olusumu tam olarak engellenmedigi
goriilmiistiir. Bunu da in vitro kosullarda antifungal etkinligin konusundaki mikolojik
bilgi eksikliklerine baglamiglardir.

Fattani ve Douglas (102), antifungallerin Candida slime tabakasina girisi adli
caligmasinda; flukonazoliin flusitozinden daha hizli girdigini, ama C.albicans’ta bu
oranin daha az oldugunu gostermislerdir. C.glabrata ve C.krusei de sime tabakasmna
ilag girisi C.parapsilosis ve C.tropicalis’ten daha hizli oldugunu da saptamislardir.
Ayrica bakteriler ve bakteriyel matriksin ilag girisini yavaslattigini ama
azaltmadigin1 gostermislerdir.

Ozkan ve ark (103), kandan izole edilen 54 Candida tiiriinde slime olusumuna
proteinaz aktivitesi ve antifungallerin MIK degerlerinin etkisini incelemisler. Ama
C.albicans ve C.parapsilosis tiirlerinde amp-B, ketakonazol ve flukanozol’iin MiK
degerlerinde slime olusumu ve proteinaz aktivitesi arasinda korelasyon
saptamamuslardir.

Yiicesoy ve Karaman (104), Candida tiirlerinde biyofilm olusumu antifungal
direnci incelemislerdir. iki farkli yontem kullanmislar; bunlar tiip adherens ve
mikroplate yontemidir.156 Candida tiriinden tiip adherens metodu ile 43 (%27),
mikroplate yontemi ile 26 slime olusturan Candida tiri belirlemislerdir. Biz de
calismamizda 250 Candida tiiriinde 64 (% 25,6) slime olusturan tiirii tiip adherens
yontemi ile saptadik, benzeroranlar tarafimizdan gosterilmistir.

Dolap¢i ve Tekeli (105), 350 Candida tiiriinde slime olusumunu
incelemislerdir. Bunlarin 8’i kandan, 246’s1 agizdan, 19’u da vajinal siiriintiiden elde

edildi. Modifiye tiip adherens metodu ile 53 (%15,14)’iinde slime olusumu saptandi.
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Calismamizda dlime olusturan tirler %25,6 oram ile daha O6nceki
caligmalardaki oranlardan benzer veya yiiksek saptandi.

Calismamizda Amp-B’nin  subinhibitér konsantrasyonlarinda 64 Candida
tiiriinden 23’ii slime iiretmis, 41 ise {iretmemistir. Vorikonazol’iin MIK degerlerinde
23’i slime {iretmis, 41’1 {iretmemistir. Itrakonazol’de 17’si iiretmis, 47’si
iretmemistir. Flukonazol de ise 29’u {iretmis, 35’1 slime liretmemis olarak saptand:.

Calismamiza gore antifungaller subinhibitor konsantrasyonlarda slime
olusumunu % 64,1 oraninda inhibe etmis, katater enfeksiyonu gegirenlerde ve
immiin diiskiin hastalarda verilen diisiik dozlardaki antifungallerle mikroorganizma
kolonizasyonu % 50’den fazla engellenebilecegi, dolaysi ile yiiksek dozlardaki

antifungallerin hastaya verecegi zararin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda Candida tiirleri ile olusan fungal enfeksiyon insidansi artmustir.

Enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiir C.albicans olmakla beraber giiniimiizde non-

albicans tiirlerle olusan enfeksiyonlarda artis gozlenmektedir. Kullanilan antifungal

gjanlarakarsi 6zellikle non albicans tiirlerde direng goriilmektedir.

Biyomateryallerin yiizeyinde Candida slime faktor olusumu; kolonizasyon ve

enfeksiyonlar i¢in bir kaynak olup, ¢ogu kez mikroorganizmalardaki antimikrobiyal

direnc ile de yakindan iligkilidir.

Kateterler, ekstraseliiler matriks i¢inde biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile

kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmasi ¢ogu kez septise-

mi ile sonuglanmaktadir

Sonuglar:

Klinik 6rneklerden 250 Candida tiirii saptandh.

Bunlarin 158’si C.albicans (%63,2), 71’1 C.glabrata (%28,4), 8’1 C.tropicalis
(%3,2), 8’1 C.kefyr (%3,2), 2’si C.krusei (%3,2), 1’i C.parapisilosis (%0,4),
1’i C.sake (%0,4), 1’i C.keturi (%0,4) olarak tammlanmistir (Tablo 4.1).

Bu suslardan 48 (%19.2)’i agizdan, 42 (%]16.8)’si vajinal siiriintiiden, 42
(%16.8)’si balgamdan, 25 (%10)’i trakeal aspirattan, 20 (%8)’si yara
yerinden, 16 (%6.4)st idrardan, 14 (%5.6)’ti ayak parmak arasindan, 13
(%5.2)’i el tirnagindan, 12 (%4.8)’si batin i¢i mai Orneklerinden izole
edilmistir. Izole edilen Candida’larin klinik drneklere gore dagilimi Tablo
4.2’da verilmistir.

Slime olusturan tiirler modifiye tiip adherens metodu ile belirlenmistir. Bu
suslarin 41’1 C.albicans (%64.1), 13’4 C.glabrata (%20,3), 3’0 C.tropicalis
(%4,6), 5’1 C.kefyri (%7.8), 1’1 C.krusei (%1,6), 1’i C.sake (%1,6) olarak
tanimlandi.

Slime olusturan tiirlerin Amfoterisin B, Vorikonazol, Itrakonazol ve
Flukonazole karst duyarlhiliklari mikrobuyyon dilusyon yontemi ile
arastirilarak incelenmistir. Tiirlerin antifungallere duyarliliklari;; Amp-B’ye
%98.4, Vorikonazole %68.7, Itrakonazole % 51.6, Flukonazole %053
saptand.
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e Antifungallerin subinhibitér konsantrasyonlarinda; 64 Candida tiiriinden
Amp-B ile 41 (%64,1)’i slime olusumunun inhibe edildigi, 23 (%35,9)’iiniin
ise etkilenmedigi; vorikonazol ile 41 (%64,1)’inin inhibe edildigi; 23
(%35,9)’tiniin etkilenmedigi; itrakonazol’de 47 (%73,4)’sinin inhibe edildigi,
17 (%26,6)’sinin etkilenmedigi. Flukonazol de ise 35 (%54,7)’inin inhibe
edildigi; 29  (%45,3)’unun  etkilenmedigi  saptandi.  Subinhibitor
konsantrasyonlarda antifungallerle slime olusumunun engellenmesi %64,1
oraninda tesbit edilmistir.

Oneriler

Son yillarda fungal enfeksiyonlarda Candida tiirlerinde artis gézlenmektedir.
En sik izole edilen tiir C.albicans olmakla beraber giiniimiizde non-albicans tiirleride
enfeksiyonlarda yol agmaktadir. Kullanilan antifungal ajanlara kars1 6zellikle non-
albicans tiirlerde direng goriilmesi Candida’larn tiplendirilmesinin énemli oldugunu
gostermektedir.

Biyomateryallerin yiizeyinde Candida slime faktér olusumu; kolonizasyon ve
enfeksiyonlar i¢in bir kaynak olup, ¢ogu kez mikroorganizmalardaki antimikrobiyal
direng ile de yakindan iliskilidir.

Kateterler, ekstraseliiler matriks iginde biyofilm olusturan mikroorganizmalar
ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmasi ¢ogu kez
septisemi ile sonuglanmaktadir

Calismamiza gore antifungaller subinhibitor konsantrasyonlarda slime
olusumunu % 64,1 oraninda inhibe etmis, katater enfeksiyonu gegirenlerde ve
immiin diiskiin hastalarda verilen diisiik dozlardaki antifungallerle mikroorganizma
kolonizasyonu engellenebilir. Dolayisi ile yiiksek dozlardaki antifungallerin hastaya

verecegi zararin azaltilabilecegi diistiniilmektedir.
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KISALTMALAR

: Amfoterisin B Colloidal Disporsiyon
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:Antibiyotik Medium 3
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biyokimyasal 6zellikleri.

Tablo 2.2: Klinikte sik kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalari.

Tablo
Tablo
Tablo
sekli.

Tablo
Tablo
Tablo
Tablo
Tablo
Tablo
Tablo
Tablo

2.3: CLSI M27 antifungal duyarlilik testi yonteminin temel prensipleri.

2.4: Alternatif antifungal duyarlilik testleri.

3.1:

3.2:
4.1:
4.2:
4.3:
4.4:
4.5:
4.6:
4.7:

Amfoterisin B, Itrakonazol ve Vorikonazol diliisyonlarmin hazirlama

Flukonazol diliisyonun hazirlama sekli.

Klinik Orneklerden izole edilen Candida tiirleri.

Izole edilen Candida tiirlerinin klinik 6rneklere gore dagilimi.

Slime olusturan Candida tiirleri

Slime Olusturan Candida tiirlerinin Amfoterisin B i¢in MIK degerleri
Slime Olusturan Candida tiirlerinin V orikonazol i¢in MIK degerleri
Slime Olusturan Candida tiirlerinin Itrakonazol igin MIK degerleri
Slime Olusturan Candida tiirlerinin Flukonazol i¢cin MIK degerleri

Tablo 4.8:Slime olusturan Candida tirlerinde subinhibitér konsantrasyonda

Amfoterisin-B, Vorikonazol, Itrakonazol, Flukonazol un slime olusumuna etkileri



