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OZET

Gokbolat, E. Kandidemilerin hizh tamis1 amaciyla pozitif kan Kiiltiir
siselerinden identifikasyon ve antifungal duyarhlk testlerinin degerlendirilmesi.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2015. Kandidemiler giiniimiizde mortalitesi
en yiksek nozokomiyal enfeksiyonlardan birisi olmustur. Tam1 ve tedavideki
gecikmeler mortaliteyi anlamli oranda arttirmaktadir. Bu c¢alismada, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda klinik kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen ve Candida
enfeksiyonlarindan baslica sorumlu olan bes farkli Candida tiirti (n=60) ile iki kalite
kontrol izolat1 (C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019) kullanilarak
kan kiiltiirti simiilasyonlar1 yapilmistir. Plus Aerobic/F, Peds Plus/F ve Mycosis IC/F
siseleri sinyal siiresi agisindan karsilastirilmigtir. Mycosis IC/F sisesi en hizli sinyal
veren sise olarak bulunurken, en yavas sinyali Peds Plus/F sisesi vermis ve aradaki
stire farki anlamli bulunmustur (p<0.001). C. tropicalis en hizli, C. glabrata ise en
yavas sinyal veren izolat olmus ve siire farklar1 anlamli bulunmustur (p<0.001).
Pozitif sinyal veren siselerden direkt ve Klasik yontemlerle tanimlama ve antifungal
duyarlilik testleri uygulanmistir. Yapilan tanimlama testlerinden CHROMagar
Candida, klasik APl 20C AUX testi ve peptit niikleik asit in situ hibridizasyon
(PNA-FISH) testlerinin her birinin dogruluk oran1 %100 olarak bulunmustur. Direkt
API testinin dogrulugu ise %98.4 bulunmustur. Germ tiip testi direkt yapildiginda
%85.5 dogruluk, indirekt yapildiginda ise %95.2 dogrulukla sonu¢ vermis ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Duyarlilik testleri broth
mikrodiliisyon, Etest ve disk difiizyon testleri olmak iizere ii¢ farkli yontemle, hem
direkt kan kiltiir sisesinden hem de klasik olarak kati besiyeri pasajindan
uygulanmistir. Buna gore testlerin direkt ve klasik yoldan uygulanmalar1 arasindaki
esansiyel ve kategorik uyum oranlar1 hesaplanmistir. Mikrodiliisyon yonteminin hem

esansiyel hem de kategorik uyumlar1 diger iki teste gore daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kandidemi, direkt identifikasyon, direkt antifungal duyarlilik,
PNA-FISH
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ABSTRACT

Gokbolat, E. Evaluation of rapid identification and antifungal susceptibility
testing of yeasts in positive blood cultures. Eskisehir Osmangazi University
School of Medicine, Department of Clinical Microbiology, Eskisehir, 2015.
Candidemia is a nosocomial infection that has became one of the highest mortality
ratings recently. Delays of diagnosis and treatment increase mortality rates
significantly. In this study, 60 strains of Candida spp (five common strains of mainly
responsible for Candida infections) selected which were isolated from clinical blood
cultures at Eskisehir Osmangazi University School of Medicine, Department of
Clinical Microbiology and simulated a blood culture model. Quality control was
ensured by testing C. krusei ATCC 6258 and C. parapsilosis ATCC 22019 isolates.

Mycosis IC/F had significantly shorter time to detection compared to Peds Plus/F
(p<0.001). Mean time to positive yeast detection for C. tropicalis was the fastest,
whereas C. glabrata was the slowest (p<0.001). Identification and antifungal
susceptibility tests were performed with directly and conventional methods by
positive blood culture bottles. CHROMagar Candida, conventional APl 20C AUX
and PNA-FISH tests have excellent accuracy (%100). Direct APl has %98.4
accuracy. The accuracy rates were %85.5 and %95.2 for direct and indirect germ
tube tests respectively (p>0.05). We have performed broth microdilution, Etest and
disc diffusion methods as susceptibility testing. Among these, we found
microdilution as the most compatible test in terms of essential and categorical

agreement.

Key Words: Candidemia, direct identification, direct antifungal susceptibility,
PNA-FISH
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1. GIRIS

Candida’lar insan cilt, sindirim sistemi, solunum sistemi ve kadin genital
sisteminde normal flora iiyesi olarak bulunabilirken, savunma sisteminin herhangi bir
nedenle hasarlanmasi sonucu genelde endojen floradan kaynaklanan ve mukokiitan6z
enfeksiyonlardan ciddi invaziv enfeksiyonlara kadar degisen spektrumda
enfeksiyonlar yapabilmektedir.

Daha 6nceki yillarda hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler genellikle
Gram-negatif ve pozitif bakteriler iken son yillarda genel mantar enfeksiyonlarinin
insidansinda artis gozlenmektedir (1). Bu artis genis spektrumlu antibiyotiklerin,
immiinosiipresif ilaglarin yaygin kullanimi, sitotoksik tedaviye bagli uzun siiren
nétropeniler, artan invaziv Kateter kullanimi ve yogunlasan major kardiyak ve
abdominal cerrahi gibi girisimsel islemler ile iligkilidir (2-4).

Nozokomiyal mantar enfeksiyonlart siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen, tanisi
zor ve tedaviye direngli hastaliklar oldugundan ciddi morbidite ve mortalite
nedenidir (5).

Candida spp. hastane kaynakli kan akisi enfeksiyonlarinda %9’luk oraniyla
dordiincii sirada yer alirken, 9%39.2°lik mortalite oraniyla birinci siraya cikan
mikroorganizmalardir (6).

Candida enfeksiyonlarindan en sik izole edilen patojen C. albicans olmakla
beraber, o6zellikle invaziv enfeksiyonlarda non-albicans tiirlerin de son yillarda
artmaya basladigi gosterilmistir (7). C.glabrata ve C. krusei diinya genelinde
kandidemilerin %15-25’ini olustururlar ve yaygin kullanilan antifungal ajanlara
azalmig duyarliliklariyla da tedavi edilmeleri zordur (8).

Invaziv kandidiyazda kullanilan baslica {ic ana grup ila¢ vardir. Bunlar;
triazoller, ekinokandinler ve polyenlerdir. Tarihte flukonazol (FLU) ve amfoterisin B
(AMB) deoksikolat kandidemiler igin ilk sira ilaglar olarak kabul edilmistir. Ancak
giinlimiizde non-albibans Candida tiirleri (9, 10) ile FLU direngli C. albicans’mn (11,
12) artan sikligt g6z oOniine alindiginda, yiiksek etkili ve iyi tolere edilen
ekinokandinler ilk sira ilaglar arasinda kendilerine yer bulmuslardir (13).

Onemli antifungallerden biri olan FLU 1990 yilindan itibaren klinik
kullanima girmistir ve kandidemi tedavisinde AMB ile esit etkide oldugu

gosterilmistir (14). Ekinokandinlerden kaspofungin (CAS) Candida’lar i¢in FLU



direngli tiirler de dahil olmak {izere miikkemmel in vitro etkiye sahiptir (15) ve 2003
yilindan itibaren US Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kandidemiler
i¢in kullanilmas1 yoniinde onay almistir. CAS ve FLU Infectious Disease Society of
America tarafindan ilk sira ilaglar olarak kabul edilseler de (16, 17), Se¢im
klinisyenin bilgisi ve ge¢mis deneyimi, etkenin tiiri ve hastanin Onceki azol
kullanimi gibi durumlara gore degisebilmektedir. Son yillarda artan FLU direnci ve
non-albicans tiirlerin artis1 birgok klinisyeni O6zellikle izolat tanimlanana kadar
flukonazolden ziyade CAS tercihi yapmaya itmektedir. Ancak ekinokandinlerin
azollere gore ¢ok daha pahali ilaglar olmasi ilag maliyetlerini arttiran bir durum
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (18).

Kandidemilerde hizli tam1 ve erken tedavinin mortaliteyi belirgin oranda
azalttigr gosterilmistir (19, 20). Her ne kadar non invaziv ve hizli tantya yonelik
cesitli serolojik ve molekiiler testlerin gelistirilmesi {izerine ¢aligmalar yapilsa da,
kandidemilerin tanisinda altin standart yontem hala kan kiiltiiriidiir. Ancak duyarlilik
diisiik ve sonuglar ise zaman gerektirir (21-26).

Bu noktada sonuglari hizlandirabilmek i¢in en azindan pozitif sinyal sonrasi
tanimlama ve antifungal duyarlilik testlerinin ivedilikle sonuglandirilmasi hastanin
prognozu agisindan son derece dnemli hale gelmistir. Bunun yaninda hem hastanede
yatis slirelerinin kisalmasi hem de kullanilacak antifungallerin daha dar spektrumlu
ve daha ucuz ajanlar olarak secilmesi bu konunun ekonomi agisindan da 6nemli hale
gelmesine sebep olmustur.

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, kandidemiler i¢in tanimlama ve antifungal
duyarhilik testlerini olabilecek en kisa zamanda sonug¢landirmaya c¢alismaktir. Bu
amagla geleneksel yontemlerle yapilan tan1 ve duyarlilik testlerinin direkt olarak
pozitif sinyal vermis kan kiiltiir siselerinden yapilmasi hedeflenmis; bulunan sonuglar
klasik yontemlerle elde edilen verilerle karsilastirilip, yontemler arasinda uyum olup
olmadigimin degerlendirilmesi amaclanmistir. Ayrica kan Kkiiltiirlerinin duyarlilig
acisindan li¢ farkli kan kiiltiir sisesi ve kandaki fungal yiikiin etkisi de

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce ve Tanim

Candida’larin tarihg¢esi Hipokrat ve Galen’e kadar dayanmakla birlikte, ilk
kez 1839°da Langenbeck tarafindan bir hastanin agzindaki lezyondan yapilan kazinti
orneginde mantarin gozlemlenmesi ile kesfedilmistir. Pamuk¢ugun etkeni olarak
mantarin tarifini 1842°de Gruby yapmis, 1843’te Robin pamukguk etkeni mantarin
sistemik enfeksiyona neden oldugunu goézlemis ve bu mantar1 ilk kez Oidium
albicans olarak adlandirmistir. 1890°da Zopf tarafindan onerilen Monilia albicans
ismi ile birlikte yillar i¢inde, aynt mantar i¢in 100’4 askin isim kullanilmistir.
Candida albicans ismi 1923 yilina gelindiginde Berkhout tarafindan verilmistir.
Candida enfeksiyonlarinin en énemli donemi 1940’11 yillarda antibiyotiklerin yaygin
olarak kullanima girmesi ile baglamigtir (27, 28).

Candida tiirleri, Ascomycota bdlimiinde, Hemiascomycetes sinifinda,
Saccharomycetales takiminda ve Candidaceae ailesinde yer alan maya mantarlaridir
(29). Bu cins igerisinde 200’den fazla tiir bulunmaktadir. Candida tiirleri normal
flora tiyesi olarak ciltte, solunum ve sindirim sistemi ile kadin genital sisteminde
yaygin olarak bulunabilirler. Normal flora iiyesi iken immiin sistemin herhangi bir
nedenle baskilandigr durumlarda dokulara invaze olarak hayati tehdit eden firsatci
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bunun i¢in en dnemli predispozan faktorler; 1)
kemoterapi, basta kemik iligi olmak iizere organ transplantasyonu ve bunlara eslik
eden derin immiinosiipresyon; ii) hastanede uzun siire yatis; iii) damar igi
kateterizasyon; 1v) genis spektrumlu antimikrobik ilaglarin uzun siire kullanimi; v)
artmig profilaktik antifungal ila¢ kullanimi olarak &zetlenebilir (30).

Invaziv Candida enfeksiyonlarinin en sik etkeni C. albicans’tir, ancak birgok
merkezden C. glabrata ve C. krusei gibi non-albicans Candida tiirleri tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin sikliginda artis bildirilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni
olarak antifungal ajanlarin yaygin kullanimi, 6zellikle profilaktik FLU kullanimi
suglanmaktadir. Antifungal profilaksi, duyarli suslarin elimine olarak direngli tiirlerin
baskin hale gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle hastanede yatmakta olan ve

cesitli nedenlerle immiin sistemi baskilanmis hastalar igin C. glabrata ve C. krusei



gibi daha direngli tiirler ile olusan enfeksiyonlar dnemli bir sorun haline gelmekte,

dolayisiyla tan1 ve tedavide alternatif yontemlerin kullanimini gerektirmektedir (31).
2.2. Candida’larin Genel Ozellikleri

Candida’lar yaygin maya tiirleri olup, bitkilerde, memeli sindirim kanalinda
ve insan mukoza ve derisinde bulunur. Insan gastrointestinal kanalinin her yerinde

bulunabilirler ve en sik izole edilen tur C. albicans’tir.
2.2.1. Candida Hiicresinin Biyolojik Yapisi

Mantarlar basitge, fotosentez yapmayan, plazma membrani ve en dista hiicre
duvari bulunan 6karyotik hiicrelerdir. Membranla gevrili bir ¢ekirdek ve i¢inde bir
cekirdekeik ile lineer kromozomlar bulunur. Sitoplazmada mitokondri, golgi aygiti,
vakuoller, birkag ¢esit vezikiil ve 80S ribozomlar gibi organeller ile hiicre iskeleti
bilesenleri yer almaktadir. Bu bilesenler, membran hareketinde rol oynayan
mikrotiibiiller, sitoplazmik akigskanliktan sorumlu aktin ve aktinle birlikte
organellerin hareketini saglayan miyozindir (32).

Hiicre membrani, bulundurdugu ozmoenzimler sayesinde molekiillerin
transferini saglar. Duvar sentezinde rolii olan kitin sentetaz ve sinyal iletiminde rolii
olan enzimler membranda bulunur. Candida hiicre membran1 ayrica fosfatidil kolin,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inositol gibi fosfolipitleri de
bulundurur. Hiicre membran1 biiyiik miktarda sterol igerir, membran lipitlerinin
%?22’sini steroller olusturur. Sterollerin %95’1 ergosterol formundadir ve bir¢ok
antifungal ajan ergosteroliin farkli sentez basamaklarinda etkilidir (32).

Hiicre duvari, hiicreye seklini veren, osmotik basinca karsi hiicreyi koruyan
ve molekiillerin transferinde rolii olan sert bir yapidir. Candida hiicre duvari,
antijenik belirtecleri, memeli hiicrelerinde bulunmayan anahtar biyomolekiilleri
bulundurur ve konak hiicrelere tutunmayr saglar. Hiicre duvarinin en temel
bilesenleri olan karbonhidratlar, mannan ya da mannoproteinler, glukanlar ($-1,3 ve
B-1,6 bagl) ve kitinden olusmaktadir (33, 34). Glukanlar ve kitin duvarin yapisal
iskeletini olusturur ve glukanlar duvar agirliginin %47-60’1n1 olusturmaktadir. Kitin
N-asetilglukozamin’in bir polimeridir ve maya hiicre duvarlarinin yalnmizca %?2-4

kadarin1 olusturan 6nemli bir yapisal bilesendir (34). Mannoproteinler ise yapisal



polimerler i¢indeki hiicre duvarinin sekilsiz kisminin esas elemanidir ve hiicre duvar
karbonhidratlarinin %40’ 11 olusturur. Candida hiicre duvarindaki ana antijenik yap1
olan mannanin yapisal fakliligina gére A ve B olarak iki serotipe ayrilir. Hiicre
duvarmin diger bilesenleri proteinler (%5-15), lipitler (%2-5) ve inorganik fosfattir
(32, 34, 35).

2.2.2. Candida’larin Mikolojik Ozellikleri

Candida’lar tek hiicreli, 6karyotik, tomurcuklanarak veya ikiye boliinerek
cogalan, 3-4 um boyutlarinda yuvarlak veya oval goriiniimlii (blastospor) mayalardir.
Blastosporlar ana hiicreden ayrilmadan uzayarak 5-10 pm boyutlarinda yalanci hif
(pseudohypha), bazen de gergek hif olusturubilirler (36, 37). Candida albicans,
besince fakir bir ortamda 1yi yedek besin depolayan, gercek ya da yalanci bir hifin
ucunda veya arasinda bulunan, tek hiicreli, kalin duvarli, genis oval yapil
klamidosporlar ve serumda 37°C’de bekletildiginde, 1.5-2 saatte ¢imlenme borusu
(germ tiip) olusturmaktadir. Bu 6zellikler C. albicans’in hizli 6n identifikasyonu igin
onemlidir (27, 36, 38). Ancak C. dubliniensis’in de germ tiip ve klamidospor
olusturabildigi unutulmamalidir. Bunun yaninda C. glabrata ve C. famata, gercek ya
da yalanci hif olusturmamalart ile diger tiirlerden ayrilabilirler (36).

Gram boyama ile tim Candida tirleri gram pozitif boyanir. Maya
elemanlarinin 6rnekler i¢cinde aranmasinda gram boyama, kalkoflor beyazi ve KOH
gibi yontemler kullanilmaktadir (39, 40). Candida tiirlerinin ¢ogu, yaygin kullanilan
mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi irerler. Sabouraud dekstroz agar
(SDA) gibi mikolojik besiyerlerinde 37°C’de 1-3 giinde beyaz ya da krem renkli,
yumusak kivamli, genellikle S koloni morfolojisinde ve tipik maya kokulu koloniler
olustururlar (38, 39).

C. krusei disindaki Candida tiirlerinin iireaz enzimi yoktur. Candida tiirleri
oksijen varliginda spesifik karbonhidratlar tek karbon kaynagi olarak kullanabilirler.
Bazilar1 fermentatiftir. Bu 6zellik klinik 6rneklerden izole edilen Candida’larin diger

mantarlardan ayriminda 6nemlidir (39).



2.2.3. Tibbi Onemi Olan Candida Tiirleri

Normal florada bulunan Candida’lar, herhangi bir nedenle savunma sistemi
bozulmus hastalarda dokulart istila ederek yasami tehdit eden invaziv enfeksiyonlara
neden olabilirler. C. albicans hemen hemen tiim Candida enfeksiyonlarindan en sik
soyutlanan tiirdiir (39). Bunun nedeni normal florada yiiksek siklikta bulunmasi ve
bazi virulans faktorlerine sahip olmasidir (41, 42). C. albicans’in A ve B serotipleri
saglikli bireylerde esit dagilim gostermekteyken, immiinsiiprese bireylerde B
serotipinin daha sik goriildiigii bildirilmektedir (39, 43).

Candida enfeksiyonlarindan ikinci en sik izole edilen etken C. glabrata’dir ve
normal gastrointestinal ve genital floranin iiyesidir. En sik T{riner sistem
enfeksiyonlarina neden olur ancak, derin doku tutulumu ve kandidemiye de neden
olabilmektedir. Izolatlarinin biiyiik cogunlugu flukonazole az duyarlidir (38, 39). C.
tropicalis ve C. albicans kadar virulan oldugu bilinen, invazyon yetenegi yiiksek bir
Candida tiiriidiir (38). Hatta 16semi ve lenfomali hastalarda C. albicans’tan daha
virulan davrandig: bildirilmektedir (39).

Tibbi 6nemi olan diger kandida tiirleri; C. catenulata, C. ciferrii, C.
guilliermondii, C. haemulonii, C. kefyr, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis,
C. parapsilosis, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C. viswanathii ve C.
zeylanoides’tir (39). Ancak bu liste ender goriilen yeni tiirlerin artmasi ile daha da

biiylime egilimindedir.
2.2.4. Patojenite

Invaziv Candida enfeksiyonlarinin genellikle immiinsiiprese hastalarda
goriilmesi sebebiyle, bu enfeksiyonlarin olusmasinda virulans faktorlerinin katkisinin
diisiik oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte enfeksiyonlar sirasinda birtakim
sekretuvar enzimler de saptanmstir. Bu nedenle invaziv Candida enfeksiyonlari hem
konak savunmasindaki yetersizlik hem de mikroorganizmanin virulans faktorlerinin

bir sonucudur.



Candida Virulans Faktorleri

Candida’larin sahip oldugu bazi O6zellikler konagin savunma sistemini
yenerek hastalik olusturmaya g¢alisir. Mikroorganizmanin kolonizasyon ve ardindan
invazyon yapabilmesi i¢in, konagi tanimasi ve adezyonu sarttir. Dis hiicre duvari
tabakas1 mannoproteinler, B-1,3 ve B-1,6 bagli glukan ve kitin igermekte ve bu
tabaka Candida’larin konak yiizeyine yapismasit ve ardindan kolonizasyonunda
onemli rol oynamaktadir (41). Candida hiicrelerinin virulansi, konak hiicrelerine
tutunma egilimi ile dogru orantilidir ve adezyon major virulans faktorii olarak
tanimlanabilir. Adezyonu takiben slime faktoriin olusumu Onemli bir virulans
faktoriidiir. Yapay yiizeylere adezyon ve tibbi cihazlar iizerinde biyofilm olugumu,
antifungal ilaglara siklikla diren¢ gdstermesi ve biyofilm olusturan hiicrelerin artmig
patojenligi nedeniyle son yillarda 6nemli bir sorun haline gelmistir (44). Hastalarin
bir kisminda sistemik kandidiyaz damar igi kateterlerin kontaminasyonu ile
baslamakta ve biyofilm tabaka, i¢indeki mayalarin antifungal ilaclara direncinde
onemli rol oynamaktadir. Candida’lar, adezyonda rol alan, genellikle polisakkarit ya
da glukoprotein yapida adezinlere ve hiicre iliskili ya da serumda bulunan ligandlara
sahiptir. Bu adezinler, Als (agglutinin-like sequence) protein ailesi, Hwplp, Eaplp,
Cshlp ve diger daha az bilinen hiicre yiizey reseptorlerinden olugsmaktadir (44).

Fenotipik degisiklik, invazyon sirasinda degisen cevre sartlarina mantarin
uyumunun saglanmasinda Onemli bir faktordir. Bazi C. albicans hiicre
topluluklarinda hiicre yiizey 6zellikleri, koloni goriiniimii ve metabolizmasi, daha
virulan ve enfeksiyonlarda daha etkili forma degisiklik gosterebilmektedir (45).
Ortamin 1s1s1, pH’1, CO; konsantrasyonu gibi c¢evresel kosullardaki degisiklikler,
Candida’larda tek hiicreli, ovoid maya hiicreleri (blastospor) ile hif ya da
pseudohiflerin olusturdugu filamentdz yapilar arasinda morfolojik degisikliklere
neden olabilir. Mantarin bu 6zelligi enfeksiyonlarin patogenezinde Onem
kazanmaktadir. Cevreye yayilma ve yeni konaga ulagsmada maya hiicreleri sorumlu
iken, doku hasar1 ve invazyon icin hifler gereklidir ve biyofilm olusumunda her iki
form da yer almaktadir (41, 46).

Onemli  diger virulans faktdrleri, proteazlar  (salgisal  aspartil
proteinaz=SAPs), lipazlar ve fosfolipazlar gibi hidrolitik enzimlerin sentezi ve

salinmasidir. Bu enzimlerin fungal beslenmedeki 6nemli rolleri yani sira, lezyon



alanindaki ¢ogu konak proteinlerinin (albumin, hemoglobin, keratin, salgisal IgA)
yikilmasi ile doku hasari, invazyon, konak savunmasindan kacis gibi mekanizmalarla
Candida patogenezine giiclii katkilar1 bulunmaktadir. [n vitro kosullarda C. albicans,
C. dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis’te aktif olarak proteinaz lretimi
saptanmustir (41, 44, 47).

Candida Enfeksiyonlarina Konak Yaniti

Candida enfeksiyonlarina konak yaniti, dogal bagisiklik ve hiicre aracili
kazanilmis bagisiklik ile fungal virulans arasindaki iliskinin sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Mantarin mukozal yilizeyde uzun siire kommensal olarak kalmasi ya da
patojenlige doniisiimii, dogal ve kazanilmis bagisikligin biitiini ile iligkilidir.
Mikroorganizmaya ilk yanit, cilt ve mukoz membranlarin olusturdugu fiziksel
bariyerler ile olusur. Candida enfeksiyonlarina dogal bagisiklikta nétrofiller,
monositler ve doku makrofajlari, dogal dldiiriicii (NK) hiicreler ile opsonin (spesifik
antikorlar ve kompleman komponentleri), kollektin, defensin, mannoz baglayan
protein gibi molekiiller gérev almaktadir. Candida’lar deri veya mukoza engelini
astiklarinda, kandidemi ve sistemik kandidiyaza karsi savunmada rol oynayan en
onemli hiicre tipi nétrofillerdir ve bunlarin say:1 ile fonksiyonlarindaki bozukluk
konagin Candida enfeksiyonlarina duyarliligini arttirmaktadir. Bununla birlikte
makrofajlar dissemine kandidiyazda biiyiik role sahiptir. Opsoninler nétrofil
fagositozu i¢in ¢ok gerekli olmasalar da, fungusun hiicre i¢i dldiiriilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. NK hiicreleri fungusa kars1 direkt oldiiriicii etki gosteremezler,
ancak fungus ile NK hiicreleri arasinda onlarin fonksiyonlarini etkileyen bir
etkilesim meydana gelebilir ve bu etkilesim fagositik hiicre fonksiyonlarini uyaran
sitokinlerin salinimini baglatabilmektedir (48-50).

Fungal enfeksiyonlara kars1 6zgiil (kazanilmis) savunmada etkili mekanizma
hiicre aracili immiinitedir, ancak antikor yanitinin belli tipleri de koruyucu role
sahiptir. Genellikle T-helper (Th) 1 aracili immiinite enfeksiyonun ortadan
kaldirilmasinda, Th2 ise enfeksiyona duyarlilikta etkilidir. Th1 ve Th2 hiicrelerinin
etkinlikleri, enfeksiyon bolgesindeki fungisidal fagositleri etkinlestirir ya da
etkinliklerini durdurur. Fagositlerin etkinlikleri Thl tipi sitokinler tarafindan arttirilir;

Th2 tipi sitokinler ise fagositik fonksiyonlar1 bozar (48-51).



2.2.5. Epidemiyoloji ve Bulasma

Candida tiirleri toprakta, suda, yiyeceklerde, bitki ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunabilirler. Saglikli insanlarda cilt ve mukoz membranlarda kommensal
olarak bulunur ve herhangi bir nedenle konak savunma sistemi bozuldugunda
patojenite kazanabilir. Bu nedenle enfeksiyonlarinin ¢ogunlukla endojen floradan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sistemik Candida enfeksiyonlari i¢in en sik giris
yolu gastrointestinal sistemdir. Nadiren vajinal kandidozlu anneden bebegine vertikal
bulagma, yatan hastalar arasinda ya da saglik ¢alisanlarindan nozokomiyal ge¢is gibi
insandan insana bulasma da s6z konusu olabilir. Hastanede yatan hastalarda
kolonizasyonun, saglikli kisilere gore daha fazla oldugu saptanmistir (39, 52).

Nozokomiyal kan akimi enfeksiyonu etkenleri arasinda Candida’lar
Amerika’da 4., Avrupa’da ise 6. sirada yer almakta ve yogun bakim hastalari
arasinda daha sik goriilmektedir. C. albicans en sik goriilen tiir olmakla birlikte, non-
albicans tiirlerin sikliginda artis bildirilmektedir. Bu artistan ikinci jenerasyon azol
antifungallerin yaygin kullanimi sorumlu tutulmakta ve bununla uyumlu olarak
flukonazole daha az duyarli (C. glabrata) ya da dogal direngli (C. krusei) izolatlarda
belirgin artis bildirilmektedir (53).

2.3. Klinik Candida Enfeksiyonlari
2.3.1 Yiizeyel Candida Enfeksiyonlar:

Yiizeyel Candida enfeksiyonlart hem immiinsiiprese hem de immiinkompetan
bireyleri etkileyebilmektedir. Pamukguk olarak bilinen oral Candida enfeksiyonlari
olduk¢a yaygindir. Dil ve diger agiz ici ylizeylerde krem gibi beyaz yamalarla
karakterize, oral kandidiyazin spesifik bir formudur, agrilidir ve kaldirildiginda
kanayabilir. Siklikla siit emen bebeklerde, kanserli, AIDS’li hastalarda, inhale steroid
kullananlarda goriiliir (27). Bu klasik lezyonlara ilaveten; akut atrofik kandidiyaz,
kronik atrofik kandidiyaz, anguler cheilit ve kandidal 16koplakiyi iceren diger
formlar da goriilebilir. Tan1 lezyonun klinik goriiniimii, lezyondan alinan 6rneklerin
mikroskopik incelenmesi ve kiiltiirii ile konulabilir (27, 54).

Candida ozofajiti, genellikle hematopoetik veya lenfatik sistem kanseri

tedavisi, antibiyotik, steroid ya da omeprazol kullanimi ve ilerlemis HIV enfeksiyonu
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ile iliskilendirilmistir. Yutma gii¢liigl, agrili yutma ve retrosternal agr1 gibi diger
Ozofajitlerden ayirt edilemeyen semptomlar goriiliir. Tan1 endoskopide pamukguk
benzeri beyaz yamalarin goriilmesi ve biyopsi ile yapilabilir (27, 54).

Vulvovajinal kandidiyaz diger bir mukozal Candida enfeksiyonudur ve
vajinitlerin en sik nedeni kandidalardir. Tiim kadinlarin yaklasik %75°1 hayatlarinda
en az bir kez Candida vajiniti atag1 gecirirler ve bunlarin %85-90’inda C. albicans
etkendir (54, 55). Bu yaygin enfeksiyon siklikla kontrolsiiz diyabet, antibiyotik
tedavisi, gebelik, hormon replasman tedavisi, immiinsiipresif tedavi durumlarinda
goriiliir. Semptomatik vajinal kandidiyazda kasinti, yanma hissi, kesilmis siit benzeri
akint1 gibi yakinmalar, vajinal ve/veya vulvar eritem ve 6dem gibi bulgular vardir
(27, 55).

Cilt, tirnak ve mukoz membranlarda kandidalar tarafindan olusturulmus
kronik ve/veya tekrarlayan enfeksiyonlar kronik mukokutan6éz kandidiyaz olarak
anilmaktadir. Bu klinige sahip hastalarin ortak ozelligi, Candida’lara kars1 etkili
hiicre aracili immiin yanit gelistirebilme yeteneklerindeki yetersizliktir. Hastalarin
cogu infant ya da cocukluk yas grubundadir. T lenfosit fonksiyon bozuklugu
yaninda, bazen B lenfosit, graniilosit veya kompleman fonksiyon bozuklugu da
goriilebilir. Bazi orneklerde c¢oklu endokrin anomaliler, tekrarlayan viral ve
bakteriyel pulmoner veya siniis enfeksiyonlari ile iligkili oldugu bulunmustur (27).

Candida tiirleri cilt ve tirnaklart tutan yiizeyel enfeksiyonlara neden
olabilirler. Mikroorganizma sicak ve nemli viicut bolgelerini tercih eder. HIV ile
enfekte hastalarda yiizeyel Candida enfeksiyonlari siklikla diger yiizeyel mikozlarla
birlikte goriilmektedir. Infantlarda goriilen diaper dermatitinin en sik nedenlerinden
biri Candida’lardir ve gluteal, inguinal ve perineal alanlarda lezyonlar daha

belirgindir. Diyabetik, yasli ve obez yetiskinlerde de benzer lezyonlar olusabilir (31).
2.3.2. Derin Yerlesimli Candida Enfeksiyonlar:

Derin yerlesimli Candida enfeksiyonlar1 direkt inokiilasyon ya da hematojen
yayilma ile olusabilir. En sik alt iiriner sistem enfeksiyonlar1 goriiliir. Hastanede
yatan ve yogun bakim iinitelerindeki hastalardan en sik izole edilen etkenler arasinda
yer almaktadir. Candida tiirleri alt iiriner sistemde kolonize olabilirler ve alt ya da iist

iriner sistemde enfeksiyona neden olabilir. Semptomlar bakteriyel enfeksiyonlarla
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aymdir. Uriner kateter varligi, diyabet, genis spektrumlu antibiyotiklerin ya da
immiinosiipresif ajanlarin kullanimi en 6nemli risk faktorleridir (31).

Candida ile olusan merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonu nadirdir, siklikla
prematiire infantlar1 ve MSS cerrahisi gecirmis hastalari etkiler. Genellikle dissemine
kandidiyazin bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikar. Diger risk faktorleri lomber
ponksiyon, ventrikiilo-peritoneal sant ve nadiren bakteriyel —menenjitin
komplikasyonudur. En sik goriilen sekli menenjittir, mikotik anevrizma ve beyin
apseleri de goriilebilir. Semptom ve bulgular, klasik menenjit tablosuna gore daha
silik ve kronik seyreder, mortalitesi yiiksektir (27, 56).

Diger nadir bir tutulum Candida nedenli pnémonidir ve iki sekilde goriiliir;
enfekte sekresyonlarin aspirasyonu ile endobronsiyal yerlesim sonucu gelisen lokal
veya diffiiz bronkopnémoni ve hematojen kaynakli, yaygin, ince nodiillii infiltratlar.

Diger formlar1 daha nadirdir. Fungal endokarditlerin en sik etkeni
Candida’lardir ve perikard, miyokard ile endokardda enfeksiyon olusturabilirler.
Kalp cerrahisi, protez kalp kapaklari, santral vendz kateterler, intravendz ilag
kullanimi, bakteriyel endokardit ve kalp kapagi yapisal bozukluklari énemli risk
faktorleri arasinda sayilabilir (27).

Candida nedenli peritonit siklikla iki hasta grubunu etkilemektedir; kronik
peritoneal diyaliz hastalar1 ile karaciger ya da pankreas transplant hastalar1 ve
pankreatit ya da gastrointestinal perforasyon nedenli cerrahi miidahale gegirmis
hastalardir. Peritoneal diyaliz hastalarindaki fungal peritonitlerin yaklasik %75’inde
etken kandidalardir (31).

C. albicans endojen oftalmitlerin en sik nedenlerindendir. Ayrica eksojen
oftalmit, keratit gibi enfeksiyonlara da neden olabilir. Genellikle sistemik bir hastalik
varliginda (diyabet, immiinsiipresyon) ortaya ¢ikar. Kandidemi, cerrahi, lokal steroid
ya da antibakteriyel ajan kullanimi, g6z anomalileri ve intravendz kateterler
enfeksiyona zemin hazirlayan risk faktorleridir (57).

Kemik ve yumusak doku enfeksiyonlar1 olduk¢a nadir goriilen
enfeksiyonlardir ve genellikle kandideminin ge¢ komplikasyonudur. Vertebra ve
intervertebral diskler, el bilegi, femur, proksimal humerus, skapula ve kaburgalarin

kostakondral birlesim yerlerini tutabilir. Tan1 ve tedavisi giigtiir (27).
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Hepatosplenik kandidiyaz (kronik dissemine kandidiyaz), akut losemi igin
tedavi alan hastalar ya da uzun siire notropenik kalan kemik iligi transplant
alicilarinda goriilen dissemine Candida enfeksiyonunun bir sendromudur. Hastalarda

¢oklu karaciger ve dalak apseleri mevcuttur. Morbidite ve mortalitesi yiiksektir (58).
2.3.3 Kandidemi

Kandidemi terimi, Candida tiirinden bir mayanin kanda bulunmasi
durumunu tanimlar ve invaziv kandidiyazin en sik klinik tablosudur. Kan kiiltiiriinde
bir maya asla kontaminant olarak kabul edilmemelidir ve daima ivedilikle
kaynaginin bulunmasi gerekir. Kandideminin sebebi bir¢cok degisik organ veya
enfekte bir kateter olabilir (59).

Kandidemili tiim vakalarda antifungal bir ajanla tedavi gerekir (17) ve asla
sadece kateterin c¢ikarilmasi tedavi icin yeterli sayilmaz. Bircok ¢alisma
kandideminin yiiksek mortaliteyle ilgili oldugunu (60, 61) ve antifungalle tedavi
edilmeyen hastalarda bu oranlarin daha da arttigin1 ortaya ¢ikarmistir (61, 62).

Kandidemi Epidemiyolojisi

C. albicans kandideminin en sik sebebidir ancak non-albicans tiirlerin
izolasyon siklig1 da son yillarda artmaktadir. Bunlar arasinda en goze carpanlar C.
glabrata ve C. parapsilosis olmakla birlikte, C. tropicalis ve C. krusei de artan
oranlariyla dikkati ¢eker. Bu degisim 6nemlidir ¢iinkii baz1 C. glabrata ve tiim C.
krusei suslar1 flukonazole direnglidir. Buna ek olarak C. parapsilosis’in tim
ekinokandinler icin minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) breakpoint degerleri
diger Candida tiirlerininkinden daha ytiksektir (63).

C. glabrata kandidemilerde hemen C. albicans’tan sonra gelerek % 20-24’liik
orani ile 6nemli bir firsatg1 mantardir. Tiim Candida tiirleri gibi biyofilm yapabilir.
Hastanin yasinin artmasi ile C. glabrata fungemileri arasindaki dogru oranti dikkat
¢ekicidir (194). C. parapsilosis ise daha ¢ok gen¢ hastalarda ve yenidogan yogun
bakimlarinda (6zellikle diisiik dogum tartili, prematiire bebeklerde) sorun olan bir
mantardir. Mukoza yerine daha ¢ok deride bulunan C. parapsilosis de biyofilm yapar
ve siklikla santral vendz kateter ve eklem protezlerini enfekte edebilir. Bunun anlami

enfeksiyon kontrol dnlemleri ile 6nlenebilir olmasidir (64-66). Bunlari takiben gelen
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C. tropicalis ve C. krusei daha siklikla hematolojik malinitesi olan veya kok hiicre
transplant1 yapilan hastalarda kandidemi etkeni olarak goriiliir. Bu hastalarda azol
profilkasisi ve preemtif tedavi bu tiirlerin artisindan sorumlu tutulmaktadir (64-66).
Ulkemizdeki kandidemi insidansi ise Yapar ve ark.’na (67) gore 2000-2003
yillart arasinda 5.6/10 000 yatig (%57.7 C. albicans, %20.2 C. tropicalis, %12.5 C.
parapsilosis); Erdem ve ark.’na (68) gore 2004-2007 yillar1 arasinda 4.2/10 000 yatis
(%30 C. albicans, %70 non-albicans Candida); Kogak ve ark.’na (69) gore de 2008
yilinda 16.8/10 000 yatis (%55.2 C. albicans, %28.9 C. parapsilosis) olarak

hesaplanmustir.
2.4. Candida Enfeksiyonlarimin Tanisi

Candida enfeksiyonlarinin tanisinda ilk adim bu etkenden siiphelenmektir.
Laboratuvar tanisinda standart yaklagim;
e Klinik 6rneklerin direkt mikroskopik incelenmesi,
e Kan, viicut sivilari, dokular ve diger Orneklerden kiiltiir ile etkenin
izolasyonu,
e Etkenin tiir seviyesinde tanimlanmasi,
e Dokudaki Candida tiri ile morfolojik benzerligin kanitlanmasina

dayanmaktadir.
2.4.1. Orneklerin Alinmasi ve Tasinmasi

Candida enfeksiyonu siiphesi varliginda 6rneklerin alinmasi ve laboratuvara
ulastirilmasi esnasinda 6zel islemlere gerek yoktur. Ornekler alindiktan sonra en geg
iki saat i¢inde laboratuvara ulastirilmali, miimkiin olan en kisa siirede isleme
alinmali, doku ve siiriintii 6rneklerinin kurumasina izin verilmemelidir. Kisa siirede
isleme alinamayacak steril ornekler 37°C’de, normal flora ile kontamine olma

olasilig1 yiiksek olan 6rnekler ise +4°C’de saklanmalidir (39, 70).
2.4.2. Mikroskobik Inceleme

Candida enfeksiyonlarimin tanisinda, ilk adim mikroskobik incelemedir ve
orneklerin gram, metilen mavisi veya kalkoflor beyazi ile boyanarak incelenmesinde

tomurcuklanan maya hiicreleleri, hif ya da yalanct hiflerin goriilmesi tanida
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degerlidir. Cilt, tirnak gibi keratinize ya da epitelyal doku 6rnekleri %10-30 KOH ile
muamele edilerek incelenmelidir. Beyin omurilik sivisi, idrar, bronkoalveolar lavaj
gibi s1vi Orneklerde maya hiicreleri yogun olmayacagindan, santrifiij isleminden
sonra gram boyasi ile incelenmesi ayrica balgam Orneklerinde musini pargalamak

amaci ile 6rnegin homojenize edilmesi duyarlilig arttirmaktadir (28, 70).
2.4.3. Kiiltiir

Etkenin izolasyonu i¢in tiim orneklerin kiiltlir incelemesi yapilmalidir. Bu,
gerektiginde antifungal duyarlilik testlerinin yapilabilmesi ve epidemiyolojik
caligmalar icin de Onemlidir (38). Yiizeyel enfeksiyonlarin mikroskobik
incelemesinde mikroorganizmanin goriilmesinin ardindan kiiltiir pozitifligi taniyi
kesinlestirir (27). Invaziv Candida enfeksiyonlarinin tanisinda da kiiltiir dnemli rol
oynar. Pozitif bir kan kiiltiirii sistemik bir enfeksiyonu ya da kontamine intravenoz
girisimlere bagl gecici bir kandidemiyi yansitabilir. Ancak solunum veya sindirim
sisteminden elde edilen pozitif bir kiiltiir kolonizasyon da olabileceginden, balgam ya
da gaita 6rneginden izolasyon tek basina tani i¢in yeterli degildir. Bu nedenle steril
bolge Ornekleri elde edilmeli ve sonuglar klinik bulgularla  birlikte
degerlendirilmelidir (28, 38, 70).

Candida’lar, genellikle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanilan
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. Saboraud dekstroz agar (SDA), igerdigi
yiikksek seker konsantrasyonu nedeniyle, bakterilerin iiremelerini baskilarken,
Candida’lar ve diger mantarlarin {remelerini kolaylagtirmaktadir. Mantar
enfeksiyonu agisindan siipheli 6rnekler SDA besiyerine inokiile edilerek oda 1sis1
(22-26°C) ve 37°C’de inkiibe edilirler. Maya kolonileri 24-48 saatte belirgin hale
gelir. Dissemine kandidiyaz ve kandidemi diislinlildiiglinde mutlaka kan kiiltiirii
yapilmalidir. Ancak bu durumda kan kiiltlirii pozitiflik orani diisiik oldugundan
birka¢ kez tekrarlanmalidir. Pozitiflik oranini ve lireme hizini arttirmak ig¢in lizis
santrifiigasyon teknikleri, silirekli monitorizasyon yapan otomatize sistemler
gelistirilmistir. Invaziv fungal enfeksiyon tanisinda klinik &rneklerin mikroskobik
incelenmesi ve kiiltiirli hala altin standart yontemler olmakla birlikte, bunlarin
duyarlhilik ve Ozgiilliigii genellikle yetersizdir ve fungal yiikiin yiikseldigi,

enfeksiyonun ileri evrelerinde pozitiflesmektedirler (19).
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Spesifik Kiiltiir

Staib tarafindan C. neoformans tanisi igin gelistirilen Birdseed (Guizotia
abyssinica) agar, C. neoformans ve C. albicans i¢in kullanilan tween 80-oxgall-
kafeik asit (TOC) agar besiyerleri bulunmaktadir (71-73).

Kromojenik Kiiltiir

Kromojenik besiyerleri C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C. krusei
gibi klinik Candida tiirlerinin dogrudan tespit edilmesini saglar. Bu besiyerlerinden
bazilar1 sunlardir;, CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, France), Candida
(Oxoid, Basingstoke, UK), Candi Select 4 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France),
chromID Candida (bio-Mérieux, Marcy 1’Etoile, France) (71, 73, 74).

2.4.4. Manuel identifikasyon Testleri

Manuel identifikasyon yontemleri koloni  morfolojisi, karbonhidrat
asimilasyon testleri, fenoloksidaz ve iireaz enzimlerinin saptanmasi ve SDA
buyyonunda ylizeyde zar ve gaz olusumunun arastirilmasi gibi yoOntemleri
kapsamaktadir. Bu grupta APl 20C AUX (bioMérieux), Auxacolor (Bio-Rad),
Candifast (ELITech Group), ID 32 C (bioMéricux), RapID Yeast Plus (Remel), Uni-
Yeast-Tek (Remel) testleri ticari olarak gelistirilmis karbonhidrat asimilasyon
testleridir (71, 72, 74).

2.4.5. Otomatize Identifikasyon Sistemleri

Bakteri tanimlamasinda yaygin olarak kullanilan otomatize identifikasyon
sistemlerinin, mantarlarin tanimlanmasinda da kullanimi son zamanlarda artmustir.
Bu gruba Biolog YT Microplate (Biolog), MicroScan Rapid YS (Siemens), Sherlock
MIS (MIDI, Inc.), Vitek YBC (bioM¢érieux), Vitek 2 YBC (bioMérieux) ornek olarak
verilebilir (71, 74, 75).
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2.4.6. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization: Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS)

Matrix associated laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS), mantar tanimlanmasinda kullanilan en yeni
yontemlerden biridir. Bu ¢ok hizli ve dogru teknik, minimal uzmanlik ve zaman
gerektirir. Yontemin temelinde ribozomal proteinler esas alinmaktadir. Tiim hiicreler
veya ekstrat kimyasal matriks icine konur ve lazerle iyonize edilir. Ormek MS
igerisine bir siringa pompast ile piskiirtiilmektedir. Damlaciklar buharlastikga,
yiikler damlaciklarin i¢inde bulunan molekiillere transfer olur. Coklu yiiklii iyonlar
olusur. Olusan molekiiller detektore aktarilir. Kiitle analizinde ayirim genellikle

kiitle-yiik oram1 ile yapilmaktadir. Iyonizasyon durumlarina gére tanimlama yapilir

(71,76, 77).
2.4.7. Serolojik Yontemler

Invaziv Candida enfeksiyonlarmin erken tanisi, nonspesifik klinik semptom
ve bulgular nedeniyle oldukca zordur. Ayrica siklikla negatif sonuglanan ya da geg
pozitiflesen kan kiiltiiri gibi geleneksel yontemler hastaligin tanisinda ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle invaziv Candida enfeksiyonlarinin hizli tanisina
yonelik birka¢ serolojik test gelistirilmistir. Kiiltiir dis1 tani testleri i¢inde en ilgi
¢ekeni konak yanitini dlgen testlerdir. Ciinkii uygulamasi kolaydir ve ornek eldesi
i¢in invaziv islemler gerekmez. Ancak bu yontemler invaziv kandidiyaz i¢in nadiren
kullanilirlar. Ciinkii enfekte olmayan hastalarda kolonizasyona bagli yanitlar, immiin
diiskiin hastalarda yetersiz antikor yaniti gibi nedenlerle antikor tarama testlerinin
performans: diisiiktiir (78, 79). Ancak molekiiler biyolojik tekniklerle gelistirilen
rekombinant antijenlerin bu sorunlar1 ¢dzebilecegi yoniinde g¢aligmalar mevcuttur
(79).

Mannan, Candida hiicre duvarinda bulunan tii¢ O©nemli polisakkarit
bileseninden (beta glukan, kitin, mannan) biridir. Enfeksiyon sirasinda dolasima
gecer ve serolojik yaniti olusturan en 6nemli Candida antijenidir (80). Kanda
mannan antijenlerini tespit etmek iizere ¢esitli ticari testler gelistirilmistir. Ancak
mannan kandan hizla uzaklastirildigi igin, ozellikle tek serum Ornegi ile testin

duyarliligi azalmaktadir (81). Bu nedenle testin duyarliligimi arttirmak igin
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hastalardan sik kan 0rnegi alinmasi gerekmektedir. Yiiksek riskli hastalarda antikor
testleri ile birlikte yapildiginda duyarlilik ve 6zgiilliiglin tek basina yapildigindan
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (82). Ancak Candida mannan antijeninin
serumda yar1 Omriiniin kisa olmasi, enfeksiyonun ancak ge¢ evrelerinde
saptanabilmesi gibi dezavantajlar1 nedeni ile testin yarar1 sinirlidir. Antijen tespiti
invaziv mikozlu hastalarin tanisi ve takibinde Onemli bir ara¢ olmakla birlikte
sonuglar konak risk faktdrleri, klinik semptom ve bulgular1 ve radyolojik bulgularla
birlikte degerlendirilmelidir.

“Horseshoe crab”, 1,3-B-D-glukanlar (BG) koagiilasyon kaskadinin faktor
G’si (serin proteaz zimojen) ile reaksiyona giren bir fungal hiicre duvari bilesenidir
ve bu reaksiyondan yola ¢ikilarak gelistirilmistir (83). BG panfungal bir testtir ve
tirler arasinda ayrim yapamamaktadir. Aspergillozis, fusariyozis, kandidiyaz ve
trikosporonoz gibi invaziv fungal enfeksiyonlarin tanisinda kullanilabildigi ve
enfeksiyonu klinik tanidan ortalama 10 giin 6nce yliksek bir duyarlilik (%97) ve
ozgiilliikle (%93) saptadig: bildirilmektedir (84).

2.4.8. Fungal Metabolitlerin Saptanmasi

Enfekte konagin viicut sivilarinda bulunabilen mikrobiyal metabolitlerin
saptanmas1 enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda bir bagka yaklasim olabilir. D-
arabinitol (DA) C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis
tarafindan kiiltiirde biiyiik miktarlarda tretilirken; C. glabrata, C. Kkrusei,
Cryptococcus neformans’ta gosterilememistir (85). DA ve L-arabinitol (LA) normal
insan serumunda endojen olarak bulunmakla birlikte serum DA konsantrasyonu ve
DA/kreatin ve idrar DA/LA oranlart invaziv Candida enfeksiyonlarinda, enfekte
olmayan ya da kolonize bireylerdekinden daha yiliksek bulunmustur, ancak bunu

duyarl bir sekilde saptayacak herhangi bir ticari sistem bulunmamaktadir (86).
2.4.9. Spesifik Niikleik Asitlerin Saptanmasi

Fungal enfeksiyonlarin artan sikligi ve tanisindaki yetersizlik, dikkatleri
invaziv fungal enfeksiyonlarin molekiiler yontemler kullanilarak hizli ve etkili
tanisina ¢evirmistir. Panfungal ve fungus 6zgiil polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

testleri invaziv fungal enfeksiyonlarin tanisinda degerlendirilmis ve iimit verici
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sonuclar alinmig olmakla birlikte, heniiz standardize edilememis ve ticari olarak
gelistirilmis bir molekiiler tani sistemi bulunmamaktadir (87, 88). DNA tespitine
dayali yontemlerin rutin laboratuvara adaptasyonu oncesinde fungal DNA eldesi i¢in
en uygun ekstraksiyon yontemi, uygun DNA hedefi ve uygun molekiiler yontem
belirlenmis olmalidir.

Fungal DNA elde edilmesinde alti farkli yontemin degerlendirildigi bir
calismada C. albicans igin hiicre duvarmin enzimatik lizisi, A. fumigatus i¢in ise
mekanik ajitasyon en iyi sonucu vermis ve tiim mantar tiirleri i¢in uygun tek bir
ekstraksiyon yontemi bulunmadigi sonucuna varilmistir (89, 90). Son zamanlarda
Whatman FTA mikrokart teknolojisi ile fungal kiiltiirlerden (hem kiif hem de maya)
DNA ekstraksiyonunun daha etkili, daha pratik ve daha kisa siirede yapilabildigi
bildirilmekle birlikte klinik 6rneklerden fungal DNA elde edilmesinde kullanildigina
dair ¢aligmaya ulasilamamustir (91).

Hedef olarak genellikle DNA tercih edilir, ¢linkii RNA ile karsilastirildiginda
nispeten daha stabil ve ekstraksiyonu daha kolaydir. Son yillarda ribozomal DNA
gen bolgesi (18S geni, 5.8S geni, 28S geni ve internal transcribed spacer 1 ve 2
bolgeleri) timit veren bir hedef olarak goriilmektedir (92). Fungal enfeksiyonlarin
taranmasinda tiim fungal tiirler arasinda biiyliik oranda korunmus sekanslar
kullanilabilirken, degisken sekanslar tiir identifikasyonu i¢in onerilmektedir. invaziv
kandidiyaz tanisinda iki antijen saptama yontemi ile molekiiler yontemlerin
performansi karsilastirildiginda, ozgiilliikkler her ii¢ test icin de oldukca yiiksek
(>%97) oldugu halde, Candida PCR her iki antijen testinden de daha duyarli (%95)
bulunmustur (93).

Genellikle yiiksek performans bildiren yayimnlara ragmen, invaziv fungal
enfeksiyonlarin tanisinda molekiiler yontemler klinik kullanima girememistir. Ayrica
bu enfeksiyonlarin erken tanisinda kiiltiir yontemleri iizerine tatmin edici bir
Ustiinliigli de gozlenmemistir. Molekiiler tanm1 yontemleri kolonize ve enfekte
bireyleri ayiramadigi gibi, yanlis pozitif sonuglar invaziv kandidiyaz i¢in %31 ve

invaziv aspergilloz i¢in %8-38 olarak bildirilmektedir (85).
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2.4.10. Peptit Niikleik Asit Floresan in situ Hibridizasyon (PNA-FISH)

PNA molekiilleri DNA benzeri yapilardir. Ancak DNA’daki negatif yiikli
seker-fosfat omurgasi yerine N-(2-aminoetil) glisin tekrarlar1 igeren yiiksiiz polyamid
veya peptid omurga yerlestirilmistir. PNA problar1t DNA ile ayn1 niikleotid bazlarini
icerir. Bazlar omurgaya metilen karbonil baglarla baglanir (94).

PNA problarin DNA veya RNA problara oranla bircok avantaji vardir; i)
PNA’nin yiiksliz omurgasi geleneksel DNA problara oranla daha yiiksek 6zgiilliikte
ve daha hizli hibridizasyon yapabilmesine olanak saglar, ii) géreceli olarak daha
hidrofobik karakterde olmasi hiicre morfolojisini bozmadan hiicre duvarindan
gecgebilmesini saglar, iii) DNA problara gore daha yiiksek duyarlilik ve daha parlak
floresan elde edilir, iv) niikleaz ve proteazlara daha dayaniklidir (94).

PNA-FISH yonteminin diger identifikasyon yontemlerine gore avantajlari ise;
1) pozitif kan kiiltiirii sinyali alindiktan sonra 90 dakika igerisinde kullanilan kite gore
tireyen mayanin tiiriini tespit edebilir. Oysa ki geleneksel kiiltiir yontemlerinde bu
slire giinler alabilir, ii) non-albicans tiirlerin kan kiiltiirlerinde iireme insidansinin
artmasiyla ampirik tedavide ekinokandinler flukonazolle birlikte yer almaya
baglamistir, ancak ekinokandinlerin yiiksek maliyeti ve C. albicans suslarin
bircogunun hala flukonazole duyarli olmasi gereksiz ekinokandin kullanimini ve
dolayisiyla tedavi maliyetini distirebilir, 1iii) tanimlama siiresini kisaltarak
klinisyenin dogru ve etkin tedaviye daha once baslamasiyla hastalarin mobidite ve

mortalite oranlarini diistirebilir ve hastanede yatis siirelerini kisaltabilir (94-96).
2.5. Antifungal Duyarhlik Testleri

Son 20 yil i¢inde konak faktorlerinde, enfeksiyon nedeni olan mantar
spektrumunda ve kullanilan antifungallerde dikkat cekici degisiklikler meydana
gelmistir; 1) belirgin immiinsiipresyonu olan hasta sayisindaki artis ile birlikte bu
hastalar1 etkileyen invaziv fungal enfeksiyonlarin siklig1 ve mortalitesinde artis, 11)
yeni antifungal ilaclarin gelistirilmesi, iii) antifungal direncin ortaya ¢ikmasi. Bu
nedenle iyi bir klinik sonug¢ elde etmek igin standart in vitro antifungal duyarlilik
testlerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir (97).

Su anda mevcut olan referans yontemler, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) tarafindan maya (CLSI M27-A3) (98) ve kiifler (CLSI M38-A2)
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(99) igin gelistirilen mikrodiliisyon yontemi, maya (CLSI M44-A) (100) ve kiifler
(CLSI M51-A) (101) igin gelistirilen disk difiizyon yontemi ile European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan maya (EUCAST EDef
7.2) (102) ve kiifler (EUCAST EDef 9.2) (103) igin gelistirilen mikrodiliisyon
yontemleridir. Referans mikrodiliisyon yontemlerinin  uygulamast oldukca
zahmetlidir ve sonuglar uzun siirede (genellikle 48 saat) alinabilir. Ayrica bazi
Candida tiirleri ve azoller i¢in MIK sonuclarinin okunmasi sikintilidir. Bu nedenle
antifungal duyarhilik testleri ile ilgili calismalar daha hizli ve/veya pratik yontem
arayislarina ve bu alandaki ¢aligmalara odaklanmustir.

Ticari olarak gelistirilen gradient testler (epsilometer test; Etest) (AB Biodisk,
Liofilchem) ve Sensititre Yeast One (TREK Diagnostic Systems) gibi sistemler ile
genelde iyi diizeyde uyum oranlar elde edildigi bildirilmektedir (104). Tetrazolyum
tuzunun (XTT) indirgenmesi esasina dayanan ve bir kolorimetrik metabolik test olan
XTT testi ise heniiz arstirma asamasindadir. Flow sitometre ve ergosterol miktarinin
tayini, antifungal ilaglara duyarliligin belirlenmesi i¢in arastirilan diger yontemlerdir
ve bu testlerle saatler igerisinde, referans yontemler ile genellikle iyi diizeyde uyum
gosteren sonuclar elde edilmistir. Ancak, 6zel donanim gerektirmesi nedeniyle,

yaygin kullanimi olas1 gdziikmemektedir (105).
2.5.1. Broth Testleri

Mayalar i¢in uygun sekilde tasarlanmis ve standardize edilmis ilk antifungal
duyarlilik yontemi CLSI tarafindan gelistirilen bir broth makrodiliisyon testidir.
Ancak cok sayida izolatin test edilmesi i¢in pratik olmadigindan, daha sonra
gelistirilen mikropleyt ile mikrodiliisyon format1 daha ¢ok kabul gérmiistiir.

CLSI bu yontemlerde, besiyeri olarak MOPS [3-(N-morpholino)
propansulfonic acid] ile tamponlanmis RPMI 1640 broth, spektrofotometrik olarak
hazirlanmis 0.5-2.5 x 10* CFU/ml son konsantrasyonda maya siispansiyonu ve
35°C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresi Onermektedir. Sonucglar gorsel olarak
degerlendirilir; 48 saatte AMB i¢in iiremenin tamamen inhibe edildigi ilk kuyucuk,
azol antifungaller icin ise liremede %380’lik (makrodiliisyon) ya da en azindan

%350’lik (mikrodiliisyon) azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk, ekinokandinler icin de
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24 saatte en azindan %50’lik azalmanin gézlendigi ilk kuyucuk MIK degeri olarak
tanimlanmaktadir (106).

2.5.2. Gradient test (Epsilometer Test; Etest)

Azalan diliisyonlarda antifungal ajanin emdirildigi plastik veya kagit bir
stripin, test edilecek mikroorganizmanin yayildigi agar plagi yilizeyine yerlestirilmesi
ve antifungalin besiyerine diffiize olmasina dayanan bir testtir. Sonuglar genellikle
48 saatlik inkiibasyonun ardindan degerlendirilir. Agar yiizeyinde lireme inhibisyon
zonu ile antifungal emdirilmis seritin kesistigi noktadan MIK saptanabilir. Hem kiif
hem de mayalar i¢in kullanish bir yontemdir. Giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi
yiiksek ve referans mikrodiliisyon testleri ile de uyumlu bulunmustur (106, 107).
AMB, FLU, itrakonazol (IT), flusitozin (FC), vorikonazol (VOR), posakonazol
(POS), CAS ve anidulafungin (AND) i¢in Etest stripleri ticari olarak bulunmaktadir.
En Onemli avantaji uygulama kolayligi ve Etest icin kullanilan besiyerinden
etkilenmemesidir. Siklikla kullanilan besiyeri %2 glukoz iceren RPMI 1640 agardir
(106).

2.5.3. Disk Difiizyon Testi

FLU ve VOR gibi suda ¢ozilinebilen antifungal ajanlar i¢in olduk¢a kullanigl
ve basit bir yontemdir ve CLSI tarafindan Candida tiirlerinin bazi antifungallere
duyarliligin1 degerlendirmek igin standardize edilmistir (100). FLU, VOR ve CAS
icin breakpoint degerleri de mevcuttur (106). Yontem bakteriler i¢in yaygin olarak
kullanilan Kirby-Bauer disk difiizyon testine benzer ve test besiyeri olarak glukoz ve
metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton agar 6nerilmektedir (105, 106, 108). Test
igin, 0.5 McFarland bulaniklikta maya siispansiyonu ve 35°C’de 24 saatlik bir
inkiibasyon siiresi Onerilmektedir. Sonuglar gorsel olarak iiremenin kalic1 olarak
inhibe edildigi zon ¢ap1 Olgiilerek degerlendirilir (106). Testin istiinliigi, kolay

yapilmasi ve nispeten daha kisa siirede (18-24 saat) sonug alinabilmesidir.
2.5.4. Time-kill Testi

Time-kill testleri aktivitenin hiz1 ve genisligi, farmakodinamik o&zellikleri

(konsantrasyon ve etki arasindaki iliski, PAFE), kombinasyon calismalarinda ilaglar
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arasindaki sinerji ve antagonizma hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (109). Bu
yontemde standart maya siispansiyonu antifungalin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilir ve belirli zaman araliklarinda besiyerine pasaj yapilir. Her zaman aralidi i¢in
canli kalan hiicreler hesaplanabilir ve test edilen her ila¢ konsantrasyonu igin, ilacin
zaman i¢inde izolat {izerine etkisini gosteren 6ldlirme-zaman egrisi ve PAFE egrisi
elde edilebilir.

Test besiyeri olarak RPMI 1640 medium, 1-5 x 10° CFU/ml yogunlukta maya
siispansiyonu, ¢alkalamali inkiibator ve baglangic inokiiliimiine gére >99.9% ya da 3-
l0g10’luk azalma kriteri test parametreleri olarak kullanilmaktadir (105). Cesitli
antifungal ajanlarla mayalara kars1 calistlmistir ve Candida spp. igin
standardizasyonun miimkiin oldugu diistiniilmektedir. Ancak Aspergillus spp. gibi
filamentdz mantarlar i¢in homojen olmayan bir iireme 6zelligi gosterdikleri ve koloni
degerlendirmesi zor oldugu i¢in siirli sayida c¢alisma mevcuttur ve ileri

degerlendirme gereklidir (105).
2.5.5. Otomatize Antifungal Duyarhlik Yontemleri

CLSI M27 standartlarma uygun broth mikrodiliisyon panelleri giliniimiizde
ticari olarak mevcuttur. FDA, FLU i¢in Sensititre YeastOne colorimetric plate
(TREK Diagnostic Systems, Inc., Cleveland, OH) ve VITEK 2 yeast susceptibility
test (bioMerieux, Inc., Marcy I’Etoile, France) sistemini onaylamigtir. Sensititre

YeastOne sistemi ayni zamanda IT ve FC i¢in onay almistir (110).
Sensititre YeastOne Kolorimetrik Panel

YeastOne paneli 96 kuyucuklu, kolorimetrik tireme indikatorii olarak
alamarBlue kullanan bir sistemdir. Bir¢ok iilkede dogruluk ve tekrarlanabilirlik
acisindan 1yi sonuglart olan bir testtir (111, 112). Broth inokulum siispansiyonunun
eklenmesinin ardindan 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kolorimetrik MiK sonuglari
okunacak hale gelir. Ik kuyucuktaki renk kirmizi ise iireme oldugu, mor ise iireme
inhibisyonu, mavi ise iireme olmadig1 anlamimna gelir. Test; FLU, IT ve FC’ye ek
olarak AMB, genislemis spektrumlu triazoller (POS, ravukonazol ve VOR) ile
ekinokandinleri (AND, CAS ve mikafungin) i¢in de kullanilabilir. Cok merkezli bir

caligmada CLSI referans metodu olan broth mikrodiliisyon yontemi ile uyumunun (£
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2 kathk diliisyon) trizoller i¢in %95.4, ekinokandinler i¢in de %100 oldugu
belirlenmistir (113, 114). Sistemin diger avantaji ise tiim antifungal ajan siniflarinda

(polyenler, FC, triazoller ve ekinokandinler) 24 saat i¢erisinde sonug¢ vermesidir.
VITEK 2 Maya Duyarhlik Testi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari acisindan antifungal duyarlilik testleri
icin spektrofotometrik yaklagim uygun bir durum olarak goriilmekte (115, 116) ve
EUCAST’mn ayrilmaz bir pargasi olarak karsimiza g¢ikmaktadir (117, 118). Son
zamanlara kadar spektrofotometri, ticari testler icinde yer almiyordu ve
laboratuvarlart manuel teknikleri kullanmaya zorluyordu (105, 107, 119, 120). Ancak
bioMérieux (Hazelwood, MO) tarafindan piyasaya siiriilen spektrofotometrik VITEK
2 sistemi sayesinde Candida spp. i¢in AMB, FLU, FC ve VOR gibi antifungalleri
tam otomatize bir sekilde ¢alisma firsat1 ortaya ¢ikt1 (121). Tam otomatize bu sistem
sayesinde, duyarlilik testindeki tiim parametrelerde (inokulum hazirlanmasi,
inkiibasyonun siiresi ve sicaklig1 ile MIiK degerini saptama) standardizasyon saglad:
(122). Yapilan caligmalarda VITEK 2 sisteminin Candida spp. igin CLSI referans
metodu ile esansiyel uyumunun (EU) ve kategorik uyumunun (KU) (AMB, FLU, FC
ve VOR) %95’in tizerinde oldugunu gosterildi (121, 123, 124). Bu sistem antifungal
duyarlilik testleri i¢in otomatize ilk sistem olmasi ve testi standardize etmesi yoniiyle
onem tasir. Ek olarak bu islemi 12-15 saat gibi bir siirede yapabilmektedir (123,
124).

2.6. Antifungal Ajanlar
2.6.1. Azoller

Bu grup icerisinde imidazoller ve triazoller bulunur. Bu iki alt grubun
kimyasal yapisi birbirinden farklidir. Imidazol grubunun azol halkasinda iki azot
bulunurken; triazollerde {i¢ azot bulunur. Genel olarak topikal tedavide kullanilan
imidazol grubu igerisinde sadece ketokonazol sistemik etkiye sahipken; FLU, VOR,
IT ve POS’tan olusan triazol grubunun tamaminin sistemik etkisi vardir (125-127).

Azol grubu, en yaygimn kullanilan antifungal ajanlardir ve fungal sitokrom

p450 bagimli enzim 14-alfa-demetilazi inhibe ederek etki gosterir. Bu enzim
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lanosteroliin ergosterole donilisiimiinii saglar ve inhibisyonuyla fungal hiicre
membrani sentezi bozulur (126, 128).

FLU, 1990°da FDA tarafindan onaylandigindan beri kandidiyaz tedavisi i¢in
cok genis g¢evrelerde kullanilmistir ve miikemmel bir glivenlik profiline sahiptir.
Bunun yaninda intravendz ve oral kullanimlar i¢in uygun olmakla beraber maliyeti
de diistiktiir. Flukonazoliin biyoyararlaniminin iyi olmasi birgok hasta i¢in oral
kullanimina olanak saglar (63).

VOR, MIK breakpoint degerlerinin bir log veya daha fazla diisiik olmasiyla
flukonazole gore daha iistiin bir ilagtir (129). Ancak FLU ve VOR arasinda ¢apraz
direng basta C. glabrata olmak tizere sik goriilir. VOR, C. krusei izolatlarinda
sitokrom p450 izoenzimine daha siki baglanmasiyla flukonazole gore 6nemli Slgiide
daha iyi in vitro aktivite gosterir (130).

POS sadece oral siispansiyon seklinde kullanim i¢in uygundur. Hematolojik
maligniteli hastalarda kemoterapiye bagli uzamis ndtropeni durumlarinda ve
allojeneik kemik iligi transplanti hastalarinda fungal enfeksiyonlart Onlemesi
acisindan profilaktik olarak kullanilir. Bunun yaninda orofarengeal kandidiyazli
hastalarda da etkisi ispatlanmistir ancak sistemik kandidiyazda kullanilmaz (63).

IT mukozal kandidiyazda kullanilir ama sistemik enfeksiyonlarda

kullanilamaz (63).
2.6.2 Ekinokandinler

Ekinokandinler farkli bir yoldan etki gdsteren yeni bir antifungal grubudur.
Bilinen diger antifungallerden farkli olarak 1,3-beta-D-glukan sentezini inhibe
ederek etki gosteren yar1 sentetik lipopeptidlerdir. Genis bir antifungal etki
spektrumuna sahip bu grup CAS, AND ve mikafunginden olusur (131-133). Birgok
Candida tiirine miikemmel etkilidirler ve hem kandidemi hem de invaziv
kandidiyazin g¢esitli tiirlerine karst kullanilabilir. C. glabrata ve C. krusei
kandidemilerinde azollere tercih edilir (134).

Candida tiirlerine kars1 genis spektrumlu aktivitelerinden dolayir kandidemi
ve invaziv kandidiyazlarda yogun olarak kullanilir. Ekinokandinler i¢in en yliksek

MIK degerleri C. parapsilosis ve C. guilliermondii’de bulunmustur. Direng tiim
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tirlerde benzer mekanizmayla gerceklesir ve ekinokandinler tarafindan hedeflenen

enzimde FKS 1 veya FKS 2’de mutasyon olmasini gerektirir (63).
2.6.3. Polyenler

AMB ve nistatin bu grupta yer alan antifungal ilaglardir. Nistatin sadece
topikal kullanilabilirken AMB sistemik mantar enfeksiyonlarinda da etkilidir (126).

AMB, fungisidal etkisini mantar hiicre duvarinda bulunan baslica sterol olan
olan ergosterole baglanarak gosterir. Bu baglanma, membranin ozmotik biitiinligiint
bozar ve ardindan bu olay intraseliller potasyum, magnezyum, seker ve
metabolitlerin hiicre disina kagis1 ve mantar hiicresinin 6liimii ile sonuglanir.

Ticari olarak bulunan parenteral formiilasyonu AMB deoksikolattir (135).
Sistemik enfeksiyonlarda etkili bir antifungal olmasina ragmen terapotik araliginin
dar olusu ve olduk¢a nefrotoksik olmasi sebebiyle AMB lipit kompleks, AMB
koloidal dispersiyon ve lipozomal AMB gibi lipit formiilasyonlar1 gelistirilmistir.
lipit formlar1 piyasaya ¢ikmistir. Bu formiilasyonlar yan etki agisindan geleneksel
AMB’ye gore daha giivenilir ilaglardir (38, 125, 127, 135).

2.7. Antifungal Duyarhlik Paternleri

Candida’lar i¢in duyarlilik testleri artik daha kolay ve daha genis alanlarda
yapilmaya baslanmistir. invaziv kandidiyazli hastalarda en énemli parametre susun
flukonazole olan direng profilidir. Oyle ki baz1 laboratuvarlar sadece C. glabrata i¢in
flukonazole antifungal duyarlilik testi uygulamaktadir (63). C. glabrata suslarinda
flukonazoliin yaninda VOR i¢in de direng oraninin arttigi saptanmistir. Genel
duyarlilik paternleri tablo 2.1.’de gdsterilmistir.

C. albicans suslar1 arasinda direng orani ¢ok azdir. Sekiz yillik bir ¢aligmada
1997-2005 arasinda 40 iilkede toplanan 90,000 C. albicans izolat: {izerinde yapilan
duyarlilik ¢alismasinda sadece %]1,5 oraninda FLU direnci gézlenmistir (136). Nadir
vakalar ve FLU direngli C. albicans mukozal enfeksiyonlu hastalar1 i¢eren kii¢iik
seriler tigiincii basamak hastanelerde rapor edilmistir ve bunlarin da ¢ogunun kronik
FLU profilaksisi alan immiinsiiprese hastalarda goriildiigii ortaya ¢ikarilmistir (137,
138). Diren¢ rapor edilmesine karsin ¢ogu C. albicans izolati ekinokandinlere
duyarhdir (133, 134). Cok biiyilik cogunlugu ise AMB’ye duyarlidir (63).
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C. parapsilosis ise ¢ogu antifungale duyarli olmakla birlikte ekinokandinler
icin MIK breakpoint degeri diger Candida tiirlerine oranla daha yiiksektir (141).
Ancak bu verinin klinik anlami net degildir. invaziv kandidiyazda CAS etkinligini
degerlendiren bir ¢alismada C .parapsilosis kandidemili hastalarda AMB ile CAS
klinik yanit1 ayn1 ¢ikmistir (142). Ayrica bagka bir calismada da tedavide CAS
kullanilan hastalarda klinik ve mikrobiyolojik basar1 ortalamasinin C. parapsilosis’te

(%74) diger Candida tiirleriyle benzer oldugu bulunmustur (143).

Tablo 2.1. Yaygin Candida spp. ig¢in genel duyarlilik paterni-Pappas ve ark.

(17)’ndan alinmistir.

Izolat FLU IT VOR POS FC AMB Ekinokandinler
C. albicans S S S S S S S

C. parapsilosis S S S S S S S/IR*

C. tropicalis S S S S S S S

C. glabrata S-DD/R S-DD/R SIR  SIR 'S S/l SIR*

C. krusei R S-DD/R S S I/IR S/l S

C. lusitaniae S S S S S SR S

S: Duyarly; I: Orta derecede duyarli; R: Direncli; S-DD: Doza bagli duyarl.
* Ekinokandin direnci C. parapsilosis ve C. glabrata suslari arasinda yaygin
degildir.

Uluslararast bir siirveyans c¢alismasinda 2001-2005 yillart arasinda 9371 C.
parapsilosis izolati toplanmistir. Afrika ve Orta Dogu disindaki tim cografi
bolgelerde FLU i¢in %91-96, VOR i¢in %95-98 aras1 duyarlilik sonuglari
bulunmustur. Bu iki bolge i¢in ise %79 ve %86’lik FLU ve VOR duyarliligi
bildirilmistir. FLU duyarliligi en az olan suslarin ise yogun bakim {initelerinden
alinan 6rneklerden izole edildigi belirtilmistir (%86) (144).

C. tropicalis genel olarak azollere, AMB’ye ve ekinokandinlere duyarlidir.
Ancak hematolojik maligniteli hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen C. tropicalis
izolatlarinda kaspofungin direnci bildirilmistir (140, 145, 146).

Birgok C. glabrata izolat1 azollere direnglidir. Direncin sebebi ¢ogu susta ilag

efflux pompalarindaki degisimdir (17, 141). Ancak bu tip bir direng yiiksek dozda
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FLU kullanimu1 ile asilabilir. Azollere ¢apraz direng C. glabrata izolatlarinda sik
goriiliir. C. glabrata Candida tiirleri arasinda VOR igin en yiiksek MIK breakpoint
degeri elde edilen tiirdiir. Flukonazole direngli izolatlar genelde vorikonazole de
direnglidir (147, 148). ABD’de 2006-2010 yillar1 arasinda yapilan bir siirveyans
calismasinda kan kiiltiirlerinden 1669 tane C. glabrata izolati elde edilmis; 162
tanesi (%9.7) flukonazole direngli olarak bulunmustur. Bu 162 susun ise %98.8’i
vorikonazole, %9.3’li anidulafungine, %9.3’1 kaspofungine ve %8’i de mikafungine
direngli olarak bildirilmistir (148).

Direngli izolatlarin bildirilmesine karsin ekinokandinlerin C. glabrata
tizerinde yiliz gildiiren etkisi ise hala devam etmektedir (149, 150). Ancak
unutulmamalidir ki 6zellikle FLU ve VOR direngli suslarda ekinokandin direnci de
artmaya baglamistir. Bu direng profili FKS1 ve FKS2 genlerindeki mutasyona baglh
olarak ortaya cikabilir. Onceki calismada (148) bahsedilen ve FLU direngli bulunan
162 izolatin 18’inde (%11.1) bu gen mutasyonunun, ekinokandinlerin bir veya daha
coguna diren¢ kazanilmasinda rol oynadigi bildirilmistir.

ABD’de yapilan 10 yillik bir ¢aligmada kan kiiltiiriinde tireyen C. glabrata
izolatlarindaki ekinokandin direnci 2001 yilinda %4.9 iken 2010’da %12.3’e
yiikselmistir (151). Bu direng¢ yukarida da bahsedildigi gibi FKS mutasyonunun
varligiyla iligkilendirilmistir. Bunun sebebi olarak da duyarli suslarda herhangi bir
mutasyona rastlanmamasi oldugu belirtilmistir. Yapilan analizlere gore var olan bu
ekinokandin direncinin dnceki ekinokandin kullanimiyla iliskili oldugu bildirilmistir.

C. krusei degismis bir sitokrom p450 izoenzimi nedeniyle flukonazole
intrensek dirence sahiptir (152). Ancak bu direng yiiksek dozda FLU kullanimiyla
asillamaz. Vorikonazoliin farki ise flukonazole gore sitokrom p450 izoenzimine daha
etkin bir bicimde baglanmasidir. Boylece VOR daha yiiksek duyarlilik oranlarina
sahiptir (153).

VOR direng insidansinda cografi farkliliklar da rol oynar. Uluslararasi bir
slirveyans c¢alismasinda kandidemiye sebep olan 3500°e¢ yakin C. krusei izolati
toplanmis, bunlarin ortalama %83 linlin vorikonazole duyarli oldugu bildirilmistir.
Ancak bu oranin Latin Amerika’da %75’e diiserken, Kuzey Amerika’da ise %92’ye
kadar ¢iktig1 gosterilmistir (154). C. krusei izolatlar1 posakonazole ise genellikle
duyarhdir (155).
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Yukarida bahsedilen genis siirveyans g¢alismasinda tiim C. Kkrusei izolatlar
ekinokandinlere duyarli olarak bildirilmelerine ragmen (154), ekinokandin direncinin
rapor edildigi nadir vakalar da literatiirde gosterilmistir (156, 157).

C. krusei AMB i¢in ise azalmis duyarlilik gésterir ve bu durum da tedavi igin

yiiksek dozlara ¢ikilmasini gerektirir (63).
2.8. Antifungal Tedavi

Kandidemi tedavisinde en c¢ok kullanilan antifungal ajanlar FLU ve
ekinokandinlerdir. AMB formiilasyonlar1 toksisite riskinden dolayr daha az tercih
edilmektedir. Hem ekinokandinler hem de FLU, AMB formiilasyonlarina gére daha
iyi tolere edilir (158).

Kandidemili bir hastada antifungal ila¢ baslanacagi zaman bazi faktorler goz
ontinde bulundurulmalidir; i) son zamanlardaki azol kullanimu, ii) Klinik birimde ve
hastanedeki Candida tiirlerinin prevalansi ve anlik antifungal duyarlilik bilgileri, iii)
flukonazol direngli Candida tiirleriyle baglantili komorbid durumlar (nétropeni), iv)
baska sistemlerde herhangi bir enfeksiyon durumu, v) herhangi bir antifungal ajana
intolerans hikayesi (17).

Klinik olarak stabil, daha oOnce azol tedavisi almamis non-noétropenik
kandidemili hastalarda; eger klinik birimde veya hastanede C. krusei ve C. glabrata
izolatlart nadir izole ediliyorsa (<%15 tiim kandidemi) baslangi¢ tedavisi olarak
ekinokandinler yerine FLU 6nerilmektedir (17).

Genel durumu orta veya orta-kétii olan ve/veya C. glabrata ve C. krusei
tiremesi agisindan riski bulunan non-nétropenik hastalarda ise FLU yerine
ekinokandinler tercih edilir. Ancak halihazirda FLU alan ve C. glabrata tiremis
hastalarda klinik yanit iyiye gidiyor, tekrarlayan kiiltiirde iireme olmuyorsa FLU
tedavisine devam edilebilir (17).

Notropenik hastalarda ise kandidemi i¢in uygun tedaviyi segmekte bir ¢ok
onemli faktor vardir (17). Kandidemili ¢ogu ndtropenik hasta bir ekinokandin veya
AMB formiilasyonuyla tedavi edilmelidir. Azoller bu popiilasyonda tercih
edilmemelidir. Ayrica, notropenik hastalarda daha onceden profilaktik azol almis
olabilecekleri igin C. krusei ve C. glabrata gibi FLU direng¢li Candida spp. iireme
riski yiiksektir. Eger AMB kullanilacaksa lipit formu tercih edilmelidir. FLU
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kullanimi ise daha 6nceden azol profilaksisi almamis klinik olarak stabil hastalarla
siirlandirilabilir.

Kan kiiltiirlerinde C. parapsilosis tlireyen hastalarda ekinokandin yerine FLU
kullanilmalidir (17). Ekinokandin tedavisi almakta olan ve klinik yaniti iyi olan
hastalarda eger takip kan kiiltiirlerinde iireme yoksa ekinokandinle devam etmek
segenckler arasindadir.

Kandidemi sebebinin C. glabrata oldugu zamanlarda kullanilacak antifungali
segmek zordur (17). Ciinkii bircok sus flukonazole direnglidir. C. glabrata
fungemisinde en koruyucu yaklasim flukonazolden baska bir antifungal se¢gmektir.
Ancak FLU kullaniminin sonuglarda degisiklik yaratmadigim1 ortaya koyan
caligmalar da mevcuttur (14, 159, 160). Kanser hastalarinda yapilan bir ¢alisma C.
glabrata suslarmin C. albicans’a gore tedavi edilebilirliginin daha az oldugunu ve
bunun da ne baslangi¢ tedavisi ne de Candida tiiriiyle alakali oldugunu bildirmistir
(161). Ancak in vitro verilere dayanarak tedavide FLU kullanimindan kaginmak daha
ithtiyath bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

C. krusei flukonazole intrensek direngli bir tiir oldugu i¢in herhangi bir siiphe
varliginda FLU kullanimindan kesinlikle kaginilmalidir.

Giivenlik profilinden dolay1 C. glabrata ve C. krusei kandidemilerinde
amfoterisin B’nin yerine genellikle ekinokandinler tercih edilir. Bu gibi durumlarda
VOR tercihi de yapilabilir ama C. glabrata izolatlarinda FLU ve VOR arasinda
capraz direng olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. C. krusei’de ise boyle bir
durum soz konusu degildir (63).

C. glabrata ve C. krusei’nin sik izole edildigi klinik birimler veya
hastanelerde (>%15 tiim kandidemi) etkenin tiirii belli olana kadar ampirik tedavide
FLU yerine ekinokandin kullanimi Onerilir. Ekinokandinler arasinda ise etki
bakimindan belirgin bir fark yoktur ve herhangi birisinin kullanilmasinda sakinca
yoktur (63).

Birka¢ ¢alismada kan kiiltiiriinde tireyen C. glabrata suslarinda ekinokandin
direncinin arttig1 bildirilmistir. Geg¢miste ekinokandin kullanan ve ekinokandin
profilaksisi altinda kandidemi gelistiren hastalarda direngten siiphelenilmelidir.
Boyle durumlarda antifungal duyarlilik test sonuglar1 netlesene kadar AMB

formiilasyonu kullanilmalidir (63).
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C. krusei suslar1 genellikle ekinokandinler ve vorikonazole duyarli ancak
flukonazole tamamen direnglidir. Bu izolatlar ayrica AMB igin de yiiksek MIK
breakpoint degerleri gosterebilir ve bu yiizden C. krusei enfeksiyonlarinda yiiksek
dozlarda kullanilmalidir. Burada da toksisite riski sebebiyle AMB deoksikolat yerine
lipit AMB formiilasyonlari tercih edilmelidir (63).

Kandidemiler i¢in uygun tedavi siiresi ile ilgili kesin bir karar yoktur. Ancak
2009 yilinda Infectious Diseases Society of America rehberlerinde kan kiltiiri
negatiflestikten en az iki hafta sonrasina kadar tedavinin devam etmesi Onerilmistir
(17). Tedavi basladiktan sonra giinlik kan kiiltlirleri alinmali ve kiiltliriin
negatiflestigi teyit edilmelidir. Kan kiiltiirlerinde pozitiflik hala devam ediyorsa

Metastatik bir odak aranmalidir (17).
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’na gelen kan kiiltiirii 6rneklerinden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen 20 Candida albicans, 10 Candida parapsilosis, 10 Candida
tropicalis, 10 Candida glabrata ve 10 Candida krusei izolati ¢alismaya alindi.
Calismada kalite kontrol izolat1 olarak ATCC 22019 Candida parapsilosis ve ATCC
6258 Candida krusei referans suslar1 kullanildi.

Bu ¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun

06.12.2013 tarih ve 19 sayili onay1yla yiiriitiilmiistiir.
3.1. izolatlarin Tanimlanmasi

Enfeksiyon etkeni olarak izole edilen suslar tanimlanirken gram boyama,
germ tiip testi (GTT), kromojenik besiyeri ve APl 20C AUX (Biomérieux, Marcy-
I’Etoile, France) ile APl 32C (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, France) test Kitleri
kullanildi. Tanimlanan izolatlar ¢alismaya alinana kadar -70°C’de, %20 gliserol
iceren stok besiyerinde saklandi. Calisma sirasinda -70°C’den ¢ikarilan izolatlar oda
sicakligina geldikten sonra kromojenik besiyerine pasajlar1 yapildi. Pasajlar 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Ureyen maya kolonilerinin identifikasyonlarinin dogrulanmasi
sonrasinda izolatlar ¢alismaya alindi. Her ¢alismadan 6nce kromojenik besiyeri
tizerinde tireyen kolonilerden SDA (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, England)

besiyerine taze pasaj yapildi ve izolatlar buradan kullanildu.
3.2. Kan Kiiltiir Siselerine Inokiilasyon

Izolatlar calisma oOncesi kodlandi ve calisma boyunca sadece bu kodlar
kullanildi.  Calismanin  kor  olarak  yiiriitiilebilmesi  amaciyla ~ mantar
slispansiyonlarinin hazirlanmasi1 ve kan kiiltlir siselerinin inokiilasyonu baska bir
aragtirmact tarafindan gerceklestirildi. Daha sonra yapilan identifikasyon ve
duyarlhlik testleri ¢alisan kisinin sisenin iceriginden haberi olmadan uygulanda.

Primer siispansiyonlar, SDA besiyerinde iretilmis maya kolonileri
kullanilarak hazirlandi. Siispansiyondaki maya konsantrasyonu 1-5x10*6 CFU/ml

olacak sekilde %0.85’lik steril NaCl igerisinde ayarlandi. 10 kat seri dillisyonlar
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yapilarak son maya siispansiyonundaki hiicre sayist 1000-5000, 100-500 ve 10-50
maya hiicresi/ml olacak sekilde ayarlandi.

Bu ¢alismada Plus Aerobic/F Medium, Peds Plus/F Medium ve Mycosis IC/F
Culture Vial (BD Diagnostics, Sparks, MD) olmak tizere li¢ farkli kan kiiltlir sisesi

ve BACTEC 9240 kan kiiltiir sistemi (BD Diagnostics, Sparks, MD) kullanild.

Klinik 6rneklerden en sik izole edilen bes farkli Candida tirt (C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei) ve kalite kontrol izolat1 olarak
da ATCC 22019 C. parapsilosis ve ATCC 6258 C. krusei kullanildi.

Kan kiiltiirlerinin simiilasyonu amaciyla, Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Kan Bankasi’ndan temin edilen ve herhangi bir antimikrobik kullanim
Oykiisii olmayan saglikli donodrlerden alinmis “taze tam kan” numuneleri kullanildi.
Kan 6rnekleri, Plus Aerobic/F Medium ve Mycosis IC/F Culture Vial siselerine 8 ml,
Peds Plus/F Medium siselerine ise 2 ml olacak sekilde inokiile edildi. Es zamanl
olarak, her bir farkli konsantrasyon igin farkli bir sise olacak sekilde Candida spp.
inokiilasyonu da yapildi. Sonugta her bir izolat igin toplam dokuz adet kan kiiltiir
sisesi kullanildi.

Ekimi yapilan siseler BACTEC 9240 kan Kkiiltiir sistemine yerlestirildi ve
inkiibasyona birakildi. Siseler pozitif sinyal verdiginde ¢ikarildi ve sinyal zamani not
edildi. Her bir sisedeki maya iiremesi Gram boyama yontemi ile dogrulandiktan
sonra, her bir izolat igin iireme tespit edilen bir sise segildi. Steril bir enjektor
yardimi ile her siseden bir miktar kan aspire edilerek tanimlama ve antifungal

duyarlilik testlerine alindi.
3.3 Tanimlama Testleri

Ureyen mayalari tanimlamak igin germ tiip testi, kromojenik besiyerine pasaj,
API 20C AUX ticari kiti ile karbonhidrat asimilasyon testi ve PNA-FISH Yeast
Traffic Light (AdvanDx, Woburn, MA) testleri yapildi.
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3.3.1. Germ Tiip Testi
Direkt

Kan kiltiirii sisesinden bir miktar kan aspire edilerek lam lamel arasi

incelendi ve germ tiip yapilar1 arandi.
Indirekt

Kan kiiltiirii sisesinden 0.5 ml kan aspire edilerek 0.5 ml insan serumu
icerisinde karistirildi ve 35°C’lik etiivde 2 saat inkiibe edildi (162). inkiibasyondan
sonra her silispansiyondan bir damla alind1 ve lam lamel aras1 incelenerek germ tiip

yapilart arandi.
3.3.2. Kromojenik Besiyerine Pasaj
Direkt

RTA (Gebze, Kocaeli, Tiirkiye) firmasindan temin edilen ticari CHROMagar
Candida besiyerleri kullanildi.

Pozitif siseden alinan bir damla kan besiyeri tizerine damlatilarak steril bir
0ze yardimui ile pasaji yapildi. 35°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda
her izolatin kendine 6zgii renklenme ozelligi sayesinde (C. albicans yesil; C.
glabrata pembe, kiiciikk; C. tropicalis mavi; C. krusei pudrali, pembe, yayilan;

digerleri renksiz koloniler) tiir tayini yapildi.
Klasik

Pozitif kan kiiltlir sisesinden SDA’ya yapilan ekim sonucu saf bir sekilde
tireyen maya kolonilerinden steril 6ze yardimi ile CHROMagar Candida besiyerine
pasaj yapildi. Ekimi yapilan plaklar 35°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edildikten sonra
direkt yontemde anlatildig: sekilde degerlendirildi.

3.3.3. API 20C AUX Maya Tamimlama Sistemi

APl 20C AUX (Biomérieux, Marcy-I’Etoile, France) ticari kiti, 19

karbonhidrat asimilasyon testinin performansini gosterebilen ve dehidrate substratlar
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iceren 20 kuyucuktan olusur. Mayalar sadece karbon kaynagi olarak her bir substrati

kullanma kapasitesine sahip olduklarinda ¢ogalabilirler.
Stripin Hazirlanmasi

Inkiibasyon kutusu i¢inde nemli bir atmosfer yaratmak i¢in kabin peteklerine

5 ml distile su konuldu.
Stripin Ekimi (Klasik)

Uretici firma onerileri dogrultusunda, CHROMagar Candida besiyerinde
tireyen ve renklenmeyen koloniler alinarak (beyaz, krem rengi) API Suspension
Medium (2ml) i¢inde tiirbiditesi 2 McFarland’a esdeger bir siispansiyon hazirlandu.
API C Medium (7ml) igine onceki siispansiyondan 100 pl bosaltildi ve homojenize
edildi. Olusan bu yeni sollisyondan strpin kuyucuklarina 100’er pl dagitildi. Stripin
kapagi kapatildi ve 24-48 saat siireyle 30°C’de inkiibe edildi.

Stripin Ekimi (Direkt)

Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii sigelerinden alinan 100 pl kan dogrudan API
C Medium (7ml) icine bosaltildi ve homojenize edildi. Bu soliisyondan stripin
kuyucuklarma 100’er pl dagitildi. Stripin kapagi kapatildi ve 24-48 saat siireyle
30°C’de inkiibe edildi.

Stripin Degerlendirilmesi

Degerlendirme 24-48 saat sonra yapildi. Buna gore 0 kuyucugu kontrol kabul
edilerek kontrolden bulanik olan kuyucuklar pozitif olarak degerlendirildi.

Olusturulan profil apiweb tanimlama yazilimina girilerek sonuglar elde edildi.
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3.3.4. PNA-FISH Yeast Traffic Light Tam Kiti ile Tanimlama

Calismada PNA-FISH Yeast Traffic Light (AdvanDx, Woburn, MA) tani kiti
kullanilda.

Yayma Hazirlanmasi ve Tespiti

Ureticinin talimatlarina gore lam {izerine bir damla fiksasyon soliisyonu
damlatild1 ve kan kiiltiir sisesinden alinan 10 pl kan ile karistirildiktan sonra 55°C

sicakliktaki 1s1 blogunda 20 dakika tespit edildi.
Hibridizasyon

Tespit edilen preparata bir damla Yeast Traffic Light PNA prob
soliisyonundan damlatildi. Uzerine bir lamel kapatildi ve hava baloncugu kalmamasi
icin dikkatlice bastirildi. Hazirlanan preparat 55°C sicakliktaki 1s1 blogu tizerinde 30
dakika boyunca inkiibe edildi.

Yikama

Preparatlar daha onceden hazirlanmis ve 55°C’lik su banyosuna konulmus
1/60 oranindaki yikama soliisyonu igerisine alindi ve iizerindeki lameller dikkatlice

uzaklastirildi. 30 dakika inkiibasyondan sonra lamlar ¢ikarilarak kurumaya birakildi.
Inceleme

Kuruyan preparatlar immersiyon yagi ile 100x objektifte 6zel filtre yardimi
ile incelendi. Yesil floresan veren maya hiicreleri C. albicans/C. parapsilosis, kirmizi
floresan veren maya hiicreleri C. glabrata/C. krusei ve sar1 floresan veren maya

hiicreleri ise C. tropicalis olarak degerlendirildi.
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3.4. Antifungal Duyarhhk Testleri

Calismaya alman izolatlara Etest, mikrodilisyon (MD) ve disk difiizyon (DD)
yontemleri ile antifungal duyarlilik testleri uygulandi. Bu testler her bir Candida susu
icin hem direkt kan kiiltiir sisesinden hem de klasik kat1 besiyeri pasajindan yapildi.
Elde edilen sonuclar her test i¢in kendi iginde esansiyel ve kategorik uyumlar
agisindan degerlendirildi. MIK degerleri +2 katlik diliisyon arasindaysa esansiyel
uyum agisindan pozitif (uyumlu) olarak degerlendirildi. Elde edilen MIK degerlerine
gore mikroorganizmalar duyarl (S), doza bagli duyarh (S-DD) ve direngli (R) olarak
kategorilere ayrildi. Aymi profilde olanlar kategorik acidan uyumlu, farkli profilde

olanlar ise uyumsuz olarak degerlendirildi.
3.4.1. RPMI 1640 Besiyeri (L-Glutaminli)
Besiyerinin I¢erigi

RPMI 1640 medium 10,4 g/l (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
MOPS 34,53 g/l (Merck, Darmstadt, Germany)

D-Glukoz 20 g/l (Merck, Darmstadt, Germany)

Agar: 20 g/l (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

NaOH

Hazirlams1 (Kati)

Bin ml kati besiyeri i¢in; 500 ml distile suda glukoz ve agar ¢ozdiiriilerek
otoklavlandi, kalan 500 ml distile su ile RPMI 1640 ve MOPS ¢ozdiiriilerek filtrasyon
yontemi ile sterilize edildi. Otoklavlanan kisim 50°C’ye soguduktan sonra her iki

karisim birlestirilerek plaklara dokiildii.
Hazirlanisi (Sivi)

Bin ml distile su igerisinde RPMI 1640 medium, MOPS ve D-Glukoz
cozdiiriildii. pH 7.0 olana dek distile suda ¢ozdiiriilen NaOH siispansiyonu eklendi.

Filtrasyon yontemi ile sterilize edildi, kullanilincaya dek +4°C’de saklandi.
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3.4.2. Metilen Mavili Mueller-Hinton Besiyeri
Besiyerinin Icerigi

38 g/l Mueller-Hinton (MH) agar (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire,
England)

100 pul/1 metilen mavisi

10 g/l D-Glukoz (Merck, Darmstadt, Germany)

Hazirlanisi

Dehidre besiyeri ve diger malzemeler distile su i¢inde ¢6zdiiriiliip, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edildi ve steril petri kaplarina besiyeri kalinlig1 yaklasik
4 mm olacak sekilde dokiildii.

3.4.3. Etest Yontemi ile Antifungal Duyarhliklarin Belirlenmesi
Klasik

Pozitif sigelerden yapilan pasajlarda iireyen 24 saatlik taze kiiltiirlerden alinan
yaklagik 1 mm c¢apli maya kolonileri 5 ml steril %0.85 NaCl igerisinde 15 saniye
vortekslenerek iyice karistirildi ve bulanikligi 0.5 McFarland’a ayarlandi. Hazirlanan
bu siispansiyon steril bir ekiivyon yardimiyla RPMI 1640 kati besiyeri igeren
plaklara yayildi. Oda 1sisina getirilen Etest seritleri steril pens yardimi ile 90 mm’lik
petrilerde iki, 150 mm’lik petrilerde alt1 tane olacak sekilde yerlestirildi. Ardindan
35°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Plaklar 24 ve 48. saatler sonunda iki
kere degerlendirilerek MIK degerleri kaydedildi (130).

Eliptik inhibisyon zonunun Etest seridiyle kesistigi nokta MIK (ug/ml) degeri
olarak belirlendi. Inhibisyon zonlar1 degerlendirilirken, iiretici firma ve CLSI
onerileri dogrultusunda AMB i¢in liremenin tam inhibe oldugu (%100 inhibisyon)
deger, azoller ve ekinokandinler i¢in ise iiremenin %80 inhibe oldugu deger, 0 ilag

icin MIK degeri kabul edildi (104).
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Direkt

Pozitif siseden 2 ml kadar siispansiyon steril bir tiipe alindi ve buradan steril
bir ekiivyon ile RPMI 1640 kati besiyerlerine yayildi. Kalan islemler klasik
yontemdeki gibi uygulandi (163).

3.4.4. Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Antifungal Duyarhhklarin

Belirlenmesi
Antifungal Ajanlarin Hazirlanmasi

Daha dnceden hazirlanmis olan stok antifungal soliisyonlardan CLSI 6nerileri
(98) dogrultusunda AMB, FLU, VOR, POS, CAS ve AND igin tablo 3.1.’deki
diliisyonlar hazirlandu.

Her antifungal i¢in ayr1 bir spora ikiser sira test tilipii yerlestirildi. AMB, VOR
ve POS i¢in 1600 pg/ml’lik stok soliisyondan; CAS ve AND i¢in ise 800 pg/ml’lik
stok soliisyondan ilk tiiplerde DMSO ile 1/2’lik diliisyonlar, ikinci tiiplerde ise RPMI
1640 broth ile 1/50’1ik diliisyonlar yapilarak yukaridaki konsantrasyonlarin iki kati
elde edildi. FLU ig¢in ise 5120 pg/ml’lik stok soliisyondan RPMI 1640 broth
kullanilarak birinci adimda 1/8 sonraki adimda 1/2 olmak iizere ilk tiiplerde 1/2’lik
diltisyonlar, ikinci tiiplerde 1/5’lik diliisyonlar yapilarak son konsantrasyonlarin iki

kati elde edildi (164).

Tablo 3.1. Antifungal ajanlarin mikrodiliisyon test konsantrasyonlari

Antifungal Mikrodiliisyon test konsantrasyonlari (ug/ml)

ajanlar

AMB 0.0313 0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8 16
FLU 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64
VOR 0.0313 0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8 16
POS 0.0313 0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8 16
CAS 0.0156 0.0313 0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8
AND 0.0156 0.0313 0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8
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Maya Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi
Klasik

Pozitif siselerden yapilan pasajlarda iireyen 24 saatlik taze kiiltiirlerden alinan
yaklagik 1 mm ¢apli maya kolonileri 5 ml steril %0.85 NaCl igerisinde 15 saniye
vortekslenerek iyice karistirildi ve bulanikligi 0.5 McFarland’a ayarlandi. Bu islemle
stok maya siispansiyonu her mililitrede 1-5x10° hiicre icerdi. Calisma
siispansiyonunun iki kati elde edilmesi i¢in stok maya silispansiyonu RPMI 1640
broth ile énce 1/50 ve ardindan 1/20 oranlarinda seyreltildi. Sonugta 1-5x10°

hiicre/ml1’lik maya siispansiyonlar1 elde edildi.
Direkt

Pozitif siseden aspire edilen 0.1 ml kan 5 ml RPMI 1640 siv1 besiyeri
icerisinde karigtirilarak 1/50’lik diliisyon elde edildi. Ardindan bu soliisyondan 0.5
ml alinarak 9.5 ml RPMI 1640 siv1 besiyeri igerisinde 1/20’lik diliisyon daha yapildi
ve sonugta 1-5x10° hiicre/m!I’lik maya soliisyonlar1 elde edildi. Koloni sayilar1 bu

stispansiyondan SDA besiyerine yapilan pasajlarla dogrulandi.
Inokiilasyon, Inkiibasyon ve Degerlendirme

Broth mikrodiliisyon testi igin steril, U tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklar
kullanildi. Mikroplaklar, antifungal isimleri ve diliisyonlari, sus numaralar ile
isaretlendi. Steril plastik pipet uglar1 ve tek kanalli pipetorler kullanilarak, her bir
stituna bir ilag konsantrasyonu olacak sekilde 100°er pl dagitildi. Ardindan her bir
siraya bir sus gelecek sekilde mikroorganizmalar 100’er pl eklendi. Bu islem
sonucunda hem ilag hem de maya konsantrasyonlar1 1/2 oraninda seyreltilerek
caligma konsantrasyonuna ulasildi. Mikroplaklarin iizeri steril kapaklarla kapatildi ve
35°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. AMB ve FLU i¢in hem 24 hem de 48.
saatlerde MIK degerleri saptandi. VOR ve POS igin sadece 48, CAS ve AND igin de
sadece 24. saatte MIK degeri belirlendi. MIK degeri belirlenirken AMB igin %100

inhibisyon kalan antifungaller i¢in ise %50’lik inhibisyon esas alind1 (98).
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3.4.5. Disk Difiizyon Yontemi ile Antifungal Duyarhliklarin Belirlenmesi
Klasik

Yirmidort saatlik taze Kkiiltiirlerden alman yaklagik 1 mm c¢apli maya
kolonileri 5 ml steril %0.85 NaCl igerisinde 15 saniye vortekslendi ve bulanikligi 0.5
McFarland’a ayarlandi. Steril bir ekiivyon yardimi ile metilen mavili MH besiyerleri
iceren plaklara yayildi. Ardindan 25 pg FLU ile 1 ug VOR igeren diskler konuldu ve
35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra inhibisyon zon caplar1 cetvelle Olgiilerek

sonuglar degerlendirildi (100).
Direkt

Pozitif siseden alinan kan ile steril ekiivyon ¢ubugu 1slatildi ve metilen mavili
MH besiyerleri igeren plaklara yayildi. Kalan islemler klasik yontem ile ayni sekilde
uygulandi.

3.4.6. Antifungal Duyarhlik Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Etest ve MD yontemleri i¢in sonuglar CLSI M27 S4 (164)’e gore
degerlendirildi (Tablo 3.2.). CLSI rehberinde AMB igin herhangi bir breakpoint
degeri belirlemedigi i¢in, sonuclarin karsilastirilabilmesi amaciyla literatiirde daha
once kullanilmis breakpoint degerleri esas alindi. Buna gére AMB MIK <1 pg/ml ise
duyarli; >1 pg/ml ise direngli olarak kabul edildi (87).

Disk diftizyon sonuglart CLSI M44-A’ya (94) gore degerlendirildi. FLU > 19
mm duyarl (S), 15-18 mm doza bagli duyarli (S-DD), < 14 mm direngli (R) olarak
kabul edildi. CLSI rehberinde VOR duyarliligi i¢in herhangi bir deger
belirlenmediginden literatiirdeki (165) veriler 1518inda VOR >17 mm duyarl: (S), 14-
16 mm doza bagli duyarli (S-DD), < 13 mm ise direngli (R) olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.2. CLSI M27 S4’e gore tiirler ve antifungaller i¢in MIK breakpoint sinir

degerleri

Antifungal Tiirler MiK Araliklar1 (ng/ml)

Ajan S S-DD R

FLU C. albicans <2 4 >8
C. parapsilosis <2 4 >8
C. tropicalis <2 4 >8
C. glabrata - <32 >64
C. krusei - - -

VOR C. albicans <0.12 0.25-0.5 >1
C. parapsilosis <0.12 0.25-0.5 >1
C. tropicalis <0.12 0.25-0.5 >1
C. glabrata - - -
C. krusei <0.5 1 >2

CAS C. albicans <0.25 0.5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. tropicalis <0.25 0.5 >1
C. glabrata <0.12 0.25 >0.5
C. krusei <0.25 0.5 >1

AND C. albicans <0.25 0.5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. tropicalis <0.25 0.5 >1
C. glabrata <0.12 0.25 >0.5
C. krusei <0.25 0.5 >1

3.4.7. istatistik Yontem

Elde edilen veriler, bilgisayar ortaminda IBM SSPS (versiyon 20.0) Istatistik

Paket Programinda degerlendirildi. Caligmanin bazi degiskenler ortalama degerleri +

standart sapma (+SD, minima ve maksima degerleri) ve ortanca %25’lik ve %75’lik

ceyreklik degerleri ile verildi. Verilerin normal dagilima uygunluklar1 N>30

oldugundan Kolmogorov-Smirnov Test ile ve grafiklerle kontrol edildi. Verinin
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normal dagilim gostermedigi goriildiiglinden, gruplar arasi farkin analizinde Mann-
Whitney U ve Kruskal-Wallis analizleri kullanilds. Istatistiki anlamlilik diizeyi olarak
p<0.05 kabul edildi. Kruskal-Wallis analiz yapilmis veride de Bonferroni diizeltmesi
ile anlamlilik diizeyine karar verildi. Kruskal-Wallis analiz yapilan degiskenlerin
karsilastirilmasinda anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesi ile grup sayisi 3 oldugu
icin 0.05/3=0.016 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla gruplar arasindaki farkin test
edilmesi i¢in kullanilan tek yonlii varyans analizinde anlamlilik diizeyi 0.016 olarak
alinmustir.

Yontemler arast degerlendirmede duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger
(PPD) ve negatif prediktif deger (NPD) hesaplamasinda asagidaki tanimlamalar esas
alinds;

Duyarlilik;  yontemin gergek pozitifler icinden pozitif ayirt edebilme
yetenegidir. Gergek pozitiflerin, ger¢ek pozitif ve yalanci negatif toplamina boliiniip
yiizle carpilmasiyla elde edildi.

Ozgiilliik; yontemin gercek negatifler iginden negatif ayirt edebilme
yetenegidir. Gergek negatiflerin, gergek negatif ve yalanci pozitf toplamina boliiniip
yiizle carpilmasiyla elde edildi.

Pozitif prediktif deger; testin pozitif sonucu verdigi zaman, olgunun
gercekten pozitif olmasit durumunun kosullu olasiligmin  6lgiisiidiir.  Gergek
pozitiflerin, gercek pozitif ve yalanci pozitif toplamina boliiniip yiizle ¢arpilmasiyla
elde edildi.

Negatif prediktif deger; testin negatif sonucu verdigi zaman, olgunun
gercekten negatif olmasi durumunun kosullu olasihiginin  Slgiisiidiir.  Gergek

negatiflerin, gergek negatif ve yalanci negatif toplamina boliiniip yiizle ¢carpilmasiyla
elde edildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda kullanilan 62 izolatin {i¢ farkli konsantrasyonda (10-50,
100-500, 1000-5000 hiicre/sise) ve ii¢ farkli kan kiltiir sisesine (Plus Aerobic/F
Medium, Bactec Peds Plus/F Medium ve Mycosis IC/F Culture Vial) inokiilasyonu
yapilmistir. Buna gore izolatlarin konsantrasyon ve siselere gore pozitif sinyal verme
stireleri EK 1°de gosterilmistir.

EK 1’e gore elde edilen veriler tiirlere 6zgii sekilde sekil 4.1., 4.2., 4.3., 4.4.

ve 4.5.te 6zetlenmistir.

25

19,95 19,68 19,64

20

15

10

Plus Aerobic/F Medium Peds Plus/F Medium Mycosis IC/F Culture Vial

m 1000 =100 m10

Sekil 4.1. C. albicans izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore ortalama sinyal

sureleri
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Plus Aerobic/F Medium Peds Plus/F Medium Mycosis IC/F Culture Vial

W 1000 =100 m10

Sekil 4.2. C. parapsilosis izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore ortalama sinyal

sureleri
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Plus Aerobic/F Medium Peds Plus/F Medium Mycosis IC/F Culture Vial

m 1000 =100 m10

Sekil 4.3. C. tropicalis izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore ortalama sinyal

sureleri
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Plus Aerobic/F Medium Peds Plus/F Medium Mycosis IC/F Culture Vial

m 1000 =100 m10

Sekil 4.4. C. glabrata izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore ortalama sinyal

sureleri
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Plus Aerobic/F Medium Peds Plus/F Medium Mycosis IC/F Culture Vial

m 1000 =100 m10

Sekil 4.5. C. krusei izolatlarinin konsantrasyon ve siselere gore ortalama sinyal

sureleri

Elde ettigimiz verilere gore pozitif sinyal siiresinin sise ¢esidi, Candida tiirii

ve sisedeki fungal yiike gore degisiklik gosterebildigi belirlendi.
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Sinyal siiresi agisindan Plus Aerobic/F sigesi ile Peds Plus/F sisesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.857). Plus Aerobic/F sisesi ile
Mycosis IC/F sisesi arasinda ise anlamli bir fark olmasina ragmen Bonferroni
diizeltmesi ile fark bulunamadi (p=0.020). Ancak Peds Plus/F sisesi ile Mycosis IC/F
sisesi karsilastirildiginda Mycosis IC/F sisesinin Peds Plus/F sisesinden anlamli
olarak pozitif sinyali daha kisa siirede tespit ettigi goriildii (p=0.015). Tablo 4.1.de

siselerin sinyal siirelerinin istatiksel analiz verileri gosterilmistir.

Tablo 4.1. Sise tiirlerine gore sinyal siireleri

Sise tiiri Sinyal siiresi (saat)
Ortalama+SD Ortanca Istatistiksel analiz
(min-max) (%25-%75) (Kruskal-Wallis)
Plus Aerobic/F 17.28+6.36 15.57
(8.18-46.27) (12.67-20.48)
Peds Plus/F 17.57+7.01 15.67 p=0.023
(8.53-45.22) (12.91-21.00)
Mycosis IC/F 16.07+6.81 14.68
(8.68-65.38) (12.04-17.52)

Siseleri tiirlere gore degerlendigimizde ise C. glabrata i¢in Mycosis IC/F
sisesinin Plus Aerobic/F sisesinden yaklasik dokuz saat, Peds Plus/F sisesinden ise
yaklasik 10 saat daha erken sinyal verdigi saptandi ve bu fark istatiksel agidan
anlaml1 bulundu (p<0.001, p<0.001). Plus Aerobic/F ve Peds Plus/F siseleri arasinda
ise hem C. glabrata hem de diger tiirler i¢in anlamli bir fark bulunamadi.

Tiim siseler igin tiirler arasinda ortalama olarak en erken sinyali C. tropicalis,
en geg sinyali ise C. glabrata izolatlar1 verdi. C. tropicalis’in sinyal siiresi diger tiim
izolatlara gore anlami derecede kisa bulundu (p<0.001). C. glabrata ve C.
parapsilosis’in uzun sinyal siiresi diger tiirlerle karsilagtirildiginda anlamli (p<0.001)
bulunurken, kendi aralarinda yapilan karsilastirmada anlamli bir fark bulunamadi
(p=0.509). Tablo 4.2.’de tiirlerin ortalama sinyal siireleri ve istatiksel analiz verileri
gosterilmistir.

Konsantrasyonlar acisindan yapilan degerlendirmede sisedeki fungal yiikiin

artmasinin tiim sise ve izolatlarda sinyal siiresini anlamli derecede kisalttig1 gozlendi
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(p<0.001). Tablo 4.3.’te sisedeki konsantrasyon miktari1 arttik¢a sinyal siiresinin

kisalmas1 ve istatistiksel analizi gosterilmistir.

Tablo 4.2. Tiirlere gore ortalama sinyal siireleri ve istatistiksel analizi

Izolat tiirii

Sinyal siiresi (Saat)

Ortalama+SD Ortanca Istatistiksel analiz
(min-max) (%25-%75) (Kruskal-Wallis)
C. albicans 15.76+3.86 15.22
(9.87-28.87) (12.67-18.27)
C. parapsilosis 21.7445.05 21.80
(13.75-37.75) (16.72-25.85)
C. tropicalis 11.93+£2.12 11.68 p<0.001
(8.18-16.78) (10.09-13.69)
C. glabrata 22.64+10.74 20.42
(9.50-65.38) (14.59-29.31)
C. krusei 13.80+2.94 13.55

(10.00-22.50)

(11.35-15.92)

Tablo 4.3. Konsantrasyon miktari ile sinyal siirelerinin karsilastirilmasi

Sise tiirii ve

Sinyal siiresi (saat)

konsantrasyon Ortalama=SD Ortanca Istatistiksel analiz
miktari (min-max) (%25-%75) (Kruskal-Wallis)
Plus Aerobic/F
10 21.24+6.91 19.18

(13.00-46.27) (15.98-25.88)
100 17.30+£5.40 15.23

(10.95-35.82) (13.00-21.41) p<0.001
1000 13.28+3.68 12.16

(8.18-26.93) (10.62-15.66)
Peds Plus/F
10 21.81+£7.11 19.75

(13.00-45.22) (16.42-26.44)
100 17.65+£5.89 15.30

(10.50-35.32) (13.66-21.89) p<0.001
1000 13.14+£5.05 11.67

(8.53-33.32) (10.50-15.34)
Mycosis IC/F
10 19.66+£7.73 17.05

(12.53-65.38) (15.40-22.53)
100 16.27+£6.77 14.30

(10.50-56.72) (12.60-17.30) p<0.001
1000 12.27+£2.72 11.42

(8.68-22.13) (10.43-13.17)
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Izolatlara direkt ve Klasik yontemlerle tanimlama testleri uygulanmis;

testlerin performanslart ve sonug verme siireleri tablo 4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4. Klasik ve direkt tanimlama testlerinin tiirlere gére performansi

izolat Adi  Toplam Germ Tiip Direkt Klasik Direkt Klasik
Direkt  indirekt CHROMagar CHROMagar API API
(10 (2 saat) (24 saat) (48 saat) (48 (72
dakika) saat) saat)

C. albicans 20 11 18 20 20 20

C. 11 0 0 0 0 11 11

parapsilosis

C. tropicalis 10 0 1 10 10 9

C.glabrata 10 0 0 10 10 10

C. krusei 11 0 0 11 11 11

Bu sonuglara gore direkt GTT kan kiiltlir sisesi pozitif sinyal verir vermez
yapilabilmekte ve 10 dakika kadar kisa bir siirede sonug verebilmektedir. Bu sekilde
uygulanan testin duyarliligi %55, 6zgiilligii ise %100 olarak bulunmustur. Testin
pozitif prediktif degeri (PPD) %100, negatif prediktif degeri (NPD) %82; dogrulugu
ise %85.5 olarak hesaplanmistir. Kan kiiltiir sisesinden alinan kanin serum iginde iki
saat inkiibasyonundan sonra yapilan degerlendirmede ise duyarlilik %90°a ¢ikmasina
ragmen Ozgiilliik %97.6’ya diismiistiir. Bunun sebebi bir C. tropicalis izolatina bagh
yalanc1 pozitifliktir. Indirekt germ tiip testi icin PPD %94.7, NPD %97.6 ve dogruluk
da %95.2 bulunmustur. Testin direkt ve indirekt yapilmasinda dogruluk oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir (p>0.05).

Kromojenik besiyeri pasaji hem direkt hem de klasik yoldan yapildiginda
%100 duyarlilik, %100 ozgillik ve %100 dogruluk oranlariyla sonug¢ vermistir.
Ancak testin direkt yapilmasi klasik yonteme gore 24 saat kazandirmustir.

Direkt APl 20C AUX testinin duyarlilign %98.4, ozgilligi %100 ve
dogrulugu ise %98.4 olarak hesaplanmistir. Test i¢cin PPD %98.38, NPD ise
%100°diir. Aymi test klasik yontemle uygulandiginda ise tiim oranlar %100’e
ulagsmigtir. Testin direkt ve indirekt yapilmasinda dogruluk oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir (p>0.05).
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PNA-FISH testi olduk¢a kolay bir ¢alisma ve degerlendirme prosediiriine

sahipti. Kan kiiltiir sigesi pozitif sinyal verdigi anda ¢alisilmaya baslandiginda ikinci

saatin sonunda %100 duyarlilik, %100 6zgiilliik ve %100 dogrulukla sonuglar elde
edildi. Tablo 4.5.’te PNA-FISH testinin performansi, sekil 4.6., sekil 4.7. ve sekil
4.8.de PNA-FISH goriintiileri gosterilmistir.

Tablo 4.5. PNA-FISH testinin performansi

PNA-FISH |Toplam |C.albicans/  |C.tropicalis |C. glabrata/|Negatif
C. (sar1) C. krusei (floresan
parapsilosis (kirmizi) yok)
(yesil)

C. albicans 20 31 0 0 0

C. 11 0 0 0

parapsilosis

C. tropicalis |10 0 10 0 0

C. glabrata 10 0 0 21 0

C. krusei 11 0 0 0
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Sekil 4.6. C. glabrata (solda) ve C. krusei (sagda) PNA-FISH goriintiileri

Sekil 4.7. C. albicans (solda) ve C. parapsilosis (sagda) PNA-FISH

goriintiileri

Sekil 4.8. C. tropicalis PNA-FISH goriintiisii
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Direkt ve klasik Etest ile MD sonuglart hem tiirlere hem de antifungal
ajanlara gore kategorik ve esansiyel uyum; direkt DD ve klasik DD testleri ise sadece
kategorik uyum agisindan degerlendirildi. Etest ve MD yontemleri degerlendirilirken
CLSI M27 S4 kullanild1. Buna gore C. glabrata i¢in VOR MIK breakpoint degeri, C.
krusei i¢in de FLU MIK breakpoint degeri olmadig1 icin degerlendirilemedi (Bkz.
EK 2).

Etest yonteminin kendi igindeki kategorik uyumu degerlendirildiginde C.
glabrata ve C. tropicalis’in en diisiik oranlara sahip oldugu goriildii. En yiiksek
uyum orani ise C. albicans’ta saptandi. Antifungal ajanlar arasinda ise en diigiik oran
CAS’ta, en yiiksek oran ise AND’de saptandi. Etest yonteminin esansiyel uyumu
kategorik uyumundan daha yiiksek bulundu. Burada izolatlar arasinda belirgin fark
gozlenmezken antifungaller arasinda en yiiksek uyum oranit AMB ile elde edildi.
AND ve CAS ise kategorik uyumdakine benzer sonuglar sergiledi.

MD yontemi hem kategorik uyum hem de esansiyel uyum agisindan
degerlendirildiginde, Etest yontemine gore daha yiliksek oranlarin elde edildigi
gozlendi. MD igin kategorik uyumda C. krusei hari¢ diger izolatlarda yiiksek bir
uyum yakalanirken Ozellikle 48 saat sonunda izolatlarin kategorik uyumlarinin
oranlarinin diismesi dikkat ¢ekti. Genel olarak antifungal ajanlar yiiksek uyum
oranlart sergilemekle birlikte, VOR diger antifungallere gore daha diisiik bir uyum
orani gosterdi. Ancak esansiyel uyumda VOR’un uyum orani yiiksek bulundu. AND
ve AMB iki kategoride de en yiiksek uyum oraninin elde edildigi antifungaller oldu.

DD yo6ntemi esansiyel uyum acgisindan degerlendirilemedi. Kategorik uyumda
ise C. albicans ve C. krusei i¢in %100°1lik oranlar bulunurken diger tiirlerin oranlari
daha asagida kaldi. C. glabrata ise %60’lik uyum orani ile en diisiik yiizdeye sahip
tiir oldu. Antifungal ajanlar arasinda ise VOR’un FLUdan daha yiiksek (%89-%85)
bir uyum sergiledigi gézlendi (Bkz. EK 3).

Klasik Etest ile klasik MD sonuglar1 da kendi aralarinda kiyaslandi. Ozellikle
AMB’nin hem kategorik hem de esansiyel uyumdaki son derece diisiik oran1 dikkat
cekti (kategorik uyum %65-48, esansiyel uyum %68-66). Oranin bu denli diisiik
olmasinda C. krusei’nin (%9-37, %9-9) pay1 biiyiik oldu. CAS ise AMB’ye benzer
sekilde diisiik uyum oranlart gosterdi (%63-53, %55-47). CAS’ta ise bu diistikliige
sebep olan ana faktoriin C. tropicalis (%30-30, %30-20) oldugu goriildii. En yiiksek
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uyum ise AND’de gdzlendi (%97-87, %87-88). izolatlar arasinda ise C. albicans ve
C. parapsilosis diger tig tiire gore daha yiiksek uyum orani sergiledi (Bkz. EK 4).
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5. TARTISMA

Nozokomiyal mantar enfeksiyonlart siklikla agir seyirli, hizli ilerleyen, tanisi
zor ve tedaviye direngli hastaliklar oldugundan ciddi morbidite ve mortalite
nedenidir (5).

Candida spp. hastane kaynakli kan akisi enfeksiyonlarinda %9’luk oraniyla
dordiincii sirada yer alirken, 9%39.2°lik mortalite oraniyla birinci siraya c¢ikan
mikroorganizmalardir (6).

Tedavi edilmeyen kandidemilerde mortalite oran1 %60 (60) iken, tedavi ile bu
oran %30-40 seviyelerine diismektedir (13, 166). Tedavideki gecikmenin mortaliteyi
belirgin olarak arttirdigi gosterilmistir (19, 20, 167). 230 kandidemili hastanin
incelendigi retrospektif bir kohort calismasinda, kan kiiltlirii alinmasindan FLU
tedavisi baglanmasina kadar gegen zaman igerisinde mortalite oranlarinin tedaviye
baglama siiresiyle birlikte dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir. Buna gore, pozitif
saptanan kan kiiltiiriiniin alindig1 giinde FLU tedavisi baslanan hastalarda mortalite
orant %15 iken; bir giin sonra tedavi alan hastalarda bu oranin %?24’e; iki giin
sonrasinda tedavi baslananlarda %37’ye ve li¢lincii giin tedavi baslananlarda ise
%41’e ¢iktig1 gézlenmistir (20).

Kandidemi nedenli septik soklu hastalarda ise mortalite oranlarinin ¢ok daha
yiiksek seyrettigi bildirilmektedir. Retrospektif yapilan bir kohort g¢alismasinda
Candida spp. agisindan kan kiiltiirleri pozitif olan septik soklu hastalarda hastane
yatis siiresi igerisindeki mortalite oran1 %64 (155/224) olarak bulunmustur (168).
Septik sokun baslamasindan itibaren 24 saat i¢inde kaynak kontrolii saglanan ve
antifungal tedavi baslanan hastalarda mortalite oran1 %53’e diiserken, bu sartlarin
saglanamadig kalan 82 hastada bu oran %98’e ¢ikmistir. Yapilan ¢ok degiskenli
analizlerde hem kaynak kontroliinde hem de antifungal tedavideki gecikmenin
mortalite ile son derece yakin iligkili oldugu gézlenmistir (168).

Cogu kandidemilerde etken C. albicans olmakla birlikte, bunlarin yaklagik
%45’1 C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis tarafindan
olusturulmaktadir (169). Candida spp.’nin biiyik kismi yaygin kullanilan
antifungallere hala duyarli olmasma karsin, C. krusei’nin flukonazole intrensek
direnci, C. glabrata’nin triazollere artan direng oranlar1 ve C. tropicalis’in FLU ve

vorikonazole degisken diren¢ oranlari da unutulmamalidir. Ayrica C. parapsilosis
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ekinokandinlere kars1 yiiksek MIK degerlerine sahiptir (170). Bu nedenle zamaninda
yapilan etyolojik tan1 klinisyeni uygun tedavi konusunda yonlendirebilir ve mortalite
oranlarinin  disiiriilmesine katki saglayabilir (171, 172). Ancak laboratuvar
testlerindeki olumlu gelismelere ragmen kan kiiltiirii pozitifligi ve sonrasinda
uygulanan identifikasyon ve antifungal duyarlilik islemleri hala ¢ok uzun zaman
gerektirmektedir (173). Bu durum geg taniya, dolayisiyla tedaviye ge¢ baslanmasina
ve sonug¢ta mortalite artisina neden olabilmektedir (19, 20).

Kan kiiltiiri alinmasindan etkenin tanimlanmasina kadar gecen siiredeki
gecikme, hastanin uygun tedaviyi almasinda gecikmeye neden olacaktir. /n vitro
calismalarda, kan kiiltiirlerinde pozitif sinyal verme siiresinin C. glabrata’da diger
tirlere kiyasla daha uzun oldugu gosterilmistir. Anaerobik kosullarin bu siireyi bir
miktar kisalttigi ancak bunun hala yeterli diizeyde olmadig: bildirilmektedir (174,
175). Rutin kan Kkiiltiirlerinden toplanan veriler de C. glabrata’nin daha uzun
stirelerde pozitiflik verdigini gostermektedir (176). Dolayisiyla, kan kiiltiirinde C.
glabrata’y: iiretmek ve sonrasinda tanimlamak daha uzun zaman gerektirecek, bu
durum hastanin uygun tedaviyi almasini geciktirecek veya ekinokandin kullanimi
konusunda klinisyen iizerinde baski olusmasina sebep olacaktir (171). Ancak
ekinokandinlerin azollere gore ¢ok daha pahali ilaglar oldugu da gbz ardi
edilmemelidir (18).

Kandidemiler gilinlimiizde gerek artan sikligi gerekse de zamanla degisen
epidemiyolojisi ile onemli nozokomiyal enfeksiyonlardan biri olmustur. Bu degisim
azalan C. albicans ve artan non-albicans tiirlerin orani ile kendini gostermektedir
(177, 178). Flukonazole genellikle duyarli olan C. albicans’in yerini, genellikle
direngli C. glabrata almaya baslamistir ve dogal olarak, artan FLU direng oranlari
bildirilmeye baslanmistir (179). Bu nedenle kan kiiltiirtinde tireyen Candida spp’nin
ivedilikle tanimlanmas1 ve antifungal duyarlilik testlerinin uygulanmasi son yillarda
daha 6nemli hale gelmistir.

Kandidemilerin hizli tanisina yonelik kiiltlir dis1 tan1 testleri arayis1 sirmekle
birlikte tanida altin standart yontem hala kan kiiltliriidiir. Kan kiiltlirii giiniimiizde
otomatize sistemlerle yapilmaktadir. Ozel siseler ve sistemler sayesinde iireme tespit
zamanlar1 kisalmis olsa da bircok etken i¢in hala uzun siire beklenmesi

gerekebilmektedir.
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Kandidemi tanis1 iki onemli adim igermekte olup; bunlardan birincisi
tiremenin tespiti, ikincisi ise lireyen mayanin tanimlanmasidir. Fernandez ve ark.
(171) yaptig1 115 kandidemili hastay1 i¢ceren bir ¢alismada, C. albicans i¢in {ireme
sinyalinin BacT/Alert™ Kan Kiiltiir Sistemi (bioMérieux, Durham, NC) ve aerob
siseler kullanilarak ortalama 35 saatte, C. glabrata i¢in ise ortalama 80 saatte alindigi
tespit edilmistir. Yine ayni calismada kesin tanimlama ig¢in gereken siirenin C.
albicans igin ortalama 85 saat, C. glabrata icin ise ortalama 154 saat oldugu
gosterilmistir. C. glabrata tiremesi varliginda geg pozitif sinyal vermesi agisindan biz
de benzer sonuglar elde ettik. Buna gore bizim c¢alismamizda C. albicans igin
ortalama pozitif sinyal siiresi Plus Aerobic/F ve Peds Plus/F siseleri igin 15,73 saat
olarak bulunurken, C. glabrata igin bu siire 25,86 saat olarak bulundu. Ancak
Mycosis IC/F siseleri kullanildiginda C. albicans igin bu siire ortalama 16,05 saat
olarak bulunurken, C. glabrata i¢in 16,64 saat olarak bulunmustur. Buna gore
Mycosis IC/F sisesi diger iki siseye belirgin bir dstiinliik saglamis ve C. glabrata
suslarin1 yaklasik olarak dokuz saat kadar daha erken tiretebilmistir. Bu fark 6zellikle
kandidemi gelisen hasta popiilasyonu ve klinik durumlar1 diisiiniildiiglinde son
derece onemlidir (9, 180).

Nawrot ve ark.’nin (181) benzer bir ¢alismasinda Mycosis IC/F sisesinin
ozellikle C. glabrata i¢in tireme sinyal siiresini bir hayli diisiirdigi gésterilmistir.
Sise basma 10-20 maya hiicresi diisecek sekilde yapilan bu deneysel ¢aligmada C.
glabrata i¢in Plus Aerobic/F sisesinin ortalama 56.9 saatte sinyal verdigi bulunurken,
bu siire Mycosis IC/F sisesi igin ortalama 21.36 saat olarak bulunmustur. Yine bizim
sonuglarimiza benzer sekilde diger maya tiirleri i¢in iki sisenin arasinda belirgin bir
zaman farki bulunamamistir. Ornegin C. parapsilosis icin Mycosis IC/F sisesinin
Plus Aerobic/F sisesine gore yaklasik bir saatlik (31.41-30.05), C. krusei i¢in de
yaklasik iki saatlik (21.07-19.09) gecikme gosterdigi saptanmugtir. C. parapsilosis
acisindan bizim sonuglarimiz da bu ¢alismayla benzerlik gostermektedir (21.48 saate
karsilik 22.58 saat). C. krusei’de ise her iki gisenin de ayn1 zamanda sinyal verdigini
tespit ettik (13.54-13.55). Meyer ve ark.’nin (182) yaptig1 baska bir ¢alismada ise
yine Mycosis IC/F sisesi ile Plus Aerobic/F sisesi karsilastirilmig, Sonuglar benzer
bulunmustur. Calismanin en garpici sonucu, C. glabrata i¢in ortalama 17.8 saatte

sinyal veren Mycosis IC/F sigesinin, ortalama 61.5 saatte sinyal veren Plus Aerobic/F



56

sisesine belirgin Gstiinliigiidiir. Ayn1 ¢alismada C. albicans Mycosis IC/F sisesinde
31.1 saattte, Plus Aerobic/F sigesinde ise 39.9 saatte sinyal vermistir. Yaklasik sekiz
saatlik bu erken sinyal siiresi C. parapsilosis i¢in tersine donmiis ve Mycosis IC/F
sisesinde 32.0 saatte sinyal verirken Plus Aerobic/F sisesinde 24.4 saat ile daha erken
sinyal almabilmistir. C. krusei’de ise Mycosis IC/F sisesi yaklagik dort saatlik bir
avantaja sahip (22.7-26.7) bulunmustur. C. tropicalis i¢in 18.5 saat sinyal siiresi ile
iki siseden de aymi performansin elde edildigi bildirilmis ve bu sonug¢ bizim
calismamizda da C. tropicalis izolatlar1 i¢in benzer sekilde bulunmustur (11.9-12.2).

Hem bizim c¢alismamizda hem de Nawrot ve ark.’nin (181) yaptig1 ¢alismada
Plus Aerobic/F sisesi, Peds Plus/F sisesi ve Mycosis IC/F sisesi C. glabrata disindaki
izolatlar i¢in benzer performans gostermistir. Bunun sebebi iki calismanin da
deneysel yapilmasi ve kan Kkiiltiir siselerine belli miktarlarda maya konulmasi
olabilir. Oysa Meyer ve ark.’nin (182) yaptigi ¢alismada izolatlar arasinda siselerin
sinyal verme zamani agisindan belirgin farkliliklar gosterilmistir. Bu farkin sebebi
olarak yapilan caligmanin bizimkinin aksine deneysel olarak degil, dogrudan
kandidemili hastalardan alinan kanlarla yapilmis ve dolayisiyla siselerdeki fungal
yiiklerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilebilir.

Calismamizda dikkati ¢eken bir baska nokta da C. tropicalis ile inokiile
edilen siselerde diger tiirlere gore daha erken sinyal alinmig olmasidir. Kullanilan {i¢
farkli sisenin sinyal siirelerinin ortalamasini aldigimizda, C. tropicalis 11.94 saatte
sinyal verirken ona en yakin C. krusei’den (13.89 saat) yaklasik iki saat, C.
albicans’tan ise (15.84 saat) yaklagik dort saat once sinyal verdigi gozlenmistir. Bu
sonuglar literatiirdeki benzer ¢alismalarin sonuglari ile de uyumlu bulunmustur (162,
174,182, 184).

Literatiirde Candida spp. igin iireme sinyal siiresinin kandidanin tiiriinii
belirlemede yardimci olabilecegine dair yayinlar mevcuttur. Bu ¢aligmalara gore C.
glabrata’nin ge¢ pozitif sinyal siiresi diger mayalardan ayrimini saglayabilir.
Fernandez ve ark. (171), Horvath ve ark. (174, 183), Trigueros ve ark. (184), Huang
ve ark. (185) ile Chen ve ark. (186) ¢alismalarinda C. glabrata’nin diger mayalardan
anlaml ol¢iide geg¢ pozitif sinyal siiresine sahip oldugunu belirlemislerdir. Yine ayni
calismalarda C. tropicalis’in erken tiremesi de anlamli bulunmustur. Bununla

birlikte, sadece iireme siiresine bakilarak kesin ve dogru identifikasyon miimkiin
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degildir. Ciinkii tireme siiresi tizerine Candida tiirii disinda etkili olabilecek baska
faktorler de s6z konusudur. inokiile edilen kan miktar1 ve kandaki mantar yiikii,
hastanin aldig1 antimikrobiyal ilaglar, sisenin laboratuvara gelis siiresi, kullanilan
sistemlerdeki farkliliklar (175), kandideminin kaynagi (184) ve hastada var olan
septik sok, notropeni ya da siroz (188) gibi klinik durumlar lireme siiresine etkili
olarak kesin ve dogru identifikasyonu engelleyebilir.

Kandidemili bir hastanin kaninda <10 CFU/ml maya hiicresi bulundugu
tahmin edilmektedir. Ancak kandidemi simiilasyonlar1 literatiirde herhangi bir
standardizasyona kavusmamistir. Bugiine kadar 1-100 CFU/ml maya hiicresi igeren
inokiilum miktarlar1 denenmistir (175, 189-192). Otomatize kan kiiltiir sistemleri
ureticileri ise kalite kontrolii i¢cin 1000 maya/sise’lik bir inokiilum miktar
onermektedirler ki, bu konsantrasyon Kklinik bir kandidemi olgusunun kaninda
bulunan konsantrasyondan ¢ok daha yiiksek bir degere karsilik gelmektedir (175).
Biz de ¢alismamizda 10-50, 100-500 ve 1000-5000 maya/sise olacak sekilde ii¢
farkli konsantrasyon denedik ve sisedeki fungal yiikiin pozitiflik siiresine katkisini
arastirdik. Buna gore bir kan kiiltiirii sisesinden erken pozitif sinyal almanin sadece
sise veya Candida tiirii ile ilgili olmadigini ayni1 zamanda sisenin i¢indeki fungal yiik
ile de dogru orantili oldugunu gozledik.

Bu dogrultuda ii¢ farkli konsantrasyondaki maya siispansiyonu ii¢ farkli kan
kiiltiir sisesine ekilerek toplamda her bir izolat i¢in dokuz sise kullanilmistir. Her bir
set kan kiiltiirii sisesine sirayla 10-50, 100-500 ve 1000-5000 maya/sise olacak
sekilde mayalar inokiile edilmistir. Sonuglar ise maya konsantrasyonu arttik¢a pozitif
sinyal siiresinin distiigiinii gostermistir. Literatiirde Horvath ve ark.’nin (175, 184)
yaptigr ve bizim sonuclarimizla benzer sonucglari bulduklart iki caligmalar
bulunmaktadir. Tki ¢alismada da her bir siseye 10, 100 ve 1000 maya hiicresi olacak
sekilde siselerin inokiilasyonu yapilmis ve birisinde BACTEC 9240, digerinde ise
BacT/ALERT 3D kan kiiltiir sistemi kullanilarak siselerin inkiibasyonu saglanmastir.
Bunlardan BACTEC 9240 kan kiiltiir sistemi ve Plus Aerobic/F siseleri kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada C. albicans i¢in 10, 100, 1000 maya/sise konsantrasyonlar1 i¢in
sinyal stirelerini giderek azalan sekilde sirasiyla ortalama 35.89, 29.67 ve 21.00 saat
bulmuslardir. Ote yandan BacT/ALERT 3D kan kiiltiir sisteminde Aerobic Medium

kullanilarak yapilan ikinci ¢alismada da benzer sonuglar bulunmustur. Buna gore C.
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albicans sirasiyla 26.8, 24.3 ve 20.4 saatte sinyal vermistir. Tiim bu sonuglara gore
sisedeki fungal yiikk ne kadar artarsa sinyal siiresinin de o kadar kisalacagini
sOyleyebiliriz.

Dogru ve hizli tani, uygun antifungal tedaviye zamaninda baslanmasi
acisindan son derece 6nemlidir. Erken tedavi de azalan mortalite oranlari, kisalan
hastane yatislar1 ve hasta basina diisen maliyetin azalmasi gibi énemli sonuglar
beraberinde getirmektedir.

Candida’larin tanimlanmasi morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin
degerlendirilmesi veya molekiiler yontemlerle yapilir. Morfolojik olarak koloni rengi
ve goriiniimii, hif veya yalanci hif iiretimi, germ tiip veya klamidospor olusturma
yetenekleri, blastosporlarin  yapist veya yerlesim sekilleri gibi 06zellikleri
degerlendirilir. Biyokimyasal olarak ise karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu,
tire hidrolizi ve nitrat asimilasyonu arastirilmaktadir (39, 193).

Candida’larin tanimlanmasinda ilk olarak, hizli sonug¢ veren ve uygulamasi
kolay olan GTT yapilmaktadir. Bu yontem Klasik olarak kati besiyerinde tireyen
kolonilerden yapilmaktadir. Testin kendisi her ne kadar hizli olsa da kati1 besiyerinde
kolonilerin iremesini beklemek bu avantaji yok etmektedir (194).

Son yillarda non-albicans Candida tiirlerinin sikligindaki artisa ragmen, pek
¢ok merkezde kandidemilerin en sik etkeni hala C. albicans’tir. Bu nedenle GTT C.
albicans’m albicans dis1 Candida’lardan ayrilmasinda giincelligini  hala
korumaktadir. Candida albicans disinda C. stellatoidea ve C. dubliniensis de germ
tiip olusturan kandida tiirlerindendir. Diger albicans disi tiirler ise C. tropicalis, C.
kefyr ve C. krusei’de psddogerm tiip olusumu goriilebilmektedir (39, 193).

GTT tibbi 6nemi olan maya tiirleri i¢in uzun zamandir yapilan ve klinige
adapte olmus ucuz ve yapilmasi kolay bir testtir. Ancak tiim testler gibi bunun da
deneyimli personel tarafindan yorumlanmasi énemlidir. Yukarida da belirtildigi gibi
Ozellikle yalancit germ tiip olusumlarimi gergeklerinden ayirt etmek zor olabilir.
Bizim c¢aligmamizda da bir tane C. tropicalis izolat1 yalanci germ tiip olusturarak
yalanci pozitiflige sebep olmustur. Direkt GTT duyarliligi bizim ¢alismamiz igin
%55, ozgiilliigii ise %100 olarak bulunmustur. Indirekt GTT duyarlihg %90,
ozgilligi ise %98’dir. Sheppard ve ark. (194) tarafindan 2008 yilinda yapilan bir
caligmada direkt GTT nin duyarliligi ve 6zgilliigii sirastyla %87.1 ve %100 olarak
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bulunurken indirekt GTT’nin duyarliligi ve ozgilligi %92.2 ve %100 olarak
bulunmustur. Terlecka ve ark. (195) ise 31 tane pozitif BacTAlert kan kiiltiir
sisesinden direkt GTT yaptiklarinda bunlarin 13’iiniin C. albicans oldugunu ve klasik
GTT ile uyumunun % 100 oldugunu géstermislerdir.

GTT direkt olarak kan kiiltiir sisesinden yapildiginda 10 dakika gibi kisa
siirede sonug¢ verebilen bir testtir. Bizim c¢alismamizda bulunan %55°lik duyarlilik
orani diisiik olmasina ragmen 6zellikle pozitif sinyal veren siselerden testin ivedilikle
uygulanmasi hastaya 6nemli yararlar saglayabilir. Ayrica indirekt GTT ile bu orani
iki saatlik bir uzamayla %90’lara ¢ikarmak miimkiin olabilmektedir.

Candida enfeksiyonlarinda bugiinlerde en sicak giindem C. albicans/non-
albicans degisimidir. Pfaller ve ark. (196) 10,5 yili igeren (1997-2007) 41 iilke ve
142 merkezden topladiklart 256882 Candida susu ile yaptiklari ¢alisgmada yillar
igindeki degisim su sekildedir. C. albicans orani1 1997-2000 yillar1 arasinda %70.9
iken non-albicans Candida oran1 %29.1; 2001-2004 yillar1 arasinda %62.9-%37.1;
2005-2007 yillart arasinda da %65-%35°1ik bir oran vardir. Yine 2019 kan izolatinin
incelendigi bir diger caligmada da non-albicans Candida tiirleri %54 ile One
gecmistir (9).

Non-albicans Candida’larin dagiliminda C.glabrata ve C.parapsilosis’i
C.tropicalis ve C.krusei izlemektedir. Candida tiirlerinin dagiliminin bilinmesi
tedavide oOzellikle Onemlidir ¢iinkii antifungal duyarliligi tiirlere gore tahmin
edilebilir. C.krusei’de intrensek FLU direnci, C.glabrata’da degisen oranlarda FLU
direnci, C.parapsilosis'te ise ekinokandinler igin yiiksek MIK degerleri gibi
degiskenlerin degerlendirilmesi tedavinin zamaninda ve etkin olarak baslanmasinda
onem tagimaktadir (64). Dolayisiyla germ tiip testi son derece hizli sonug vermesine
ragmen, giniimiizde C. albicans/non-albicans  ayrim:  artik  yeterli
olmayabileceginden tiir diizeyinde tanimlama testleri daha da 6nem kazanmustir.

Tir diizeyinde hizli maya tanimlamasi icin ticari olarak gelistirilmis
kromojenik besiyerleri bulunmaktadir. Bu besiyerleri mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen enzimlerle reaksiyona giren kromojenik substratlar igerirler. Bu sayede
besiyeri lizerinde renk ve koloni goriintiisii olarak karakteristik iiremeler ortaya ¢ikar
(197). Ancak bu iiriiniin baz1 kisitlamalar1 vardir; tretici firma sadece ii¢ farkli

Candida tiirtinin CHROMagar Candida besiyeri ile saptanabilecegini taahhiit
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etmektedir. 37°C’de 48 saatte C. albicans agik ve orta yesil koloniler seklinde
tirerken, C. tropicalis kenarlart mor pigmentli metalik mavi renkli koloniler seklinde,
C. krusei ise genis, tliylii, kenarlar1 beyaz ortas1 pembe renkli koloniler seklinde iirer.
Bir¢ok ¢alismada bu ii¢ Candida’nin bu sekilde tanimlanabilecegi gosterilmistir
(197-205). Ancak C. dubliniensis’in C. albicans ile karisabilecegi unutulmamalidir
(204-208). C. glabrata tanisi ise hala tartismalidir. Birgok yazar koyu pembeden
mora kadar bir renk yelpazesinde C. glabrata iiremesi olabilecegini ve bunun tiire
0zgii oldugunu soylese de (198, 201, 202, 205) bir kisim yazar bu renklenmenin
karakteristik olmadig1 ve tani koyulurken giivenilemeyecegini sdylemektedir (197,
200, 202, 204, 209, 210).

Calismamizda pozitif sinyal veren siselerden CHROMagar Candida
plaklarina yapilan pasajlarda C. albicans, C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata
izolatlarinin tamami 18-24 saat i¢inde bu izolatlara 6zgli renk ve sekilde koloniler
olusturdu ve %100 duyarlilik ve 6zgiilliikkle tanimlandi. Benzer olarak direkt kan
kiiltiir sigselerinden kromojenik besiyerine pasaj yapan Birinci ve ark. (211) %100
duyarlilik ve 6zgiilliik; Horvath ve ark. (212) ise %97 duyarlilik ve %100 6zgiillik
bildirmislerdir. Uretici dnerisi 48 saat olmasina ragmen ve 2003 ile 2004’te yapilan
iki ayr1 ¢alismada da (211, 212) ozellikle C. glabrata, C. albicans ve C. tropicalis
icin ge¢ renklenme sorunundan (sirasiyla 72, 48, 48 saat) bahsedilse de bizim
calisgmamizda boOyle bir sorunla karsilagilmadi. C. parapsilosis suslar1 igin
CHROMagar Candida’nin herhangi bir renk tanimlamasi olmadigindan bu izolatlar
duyarlilik ve 6zgiilliikk hesaplanirken goz ardi edilmistir. Ayrica renklenmeyen C.
parapsilosis izolatlar1 i¢in de API 20C AUX (bioMérieux, France) testi yapilmis ve
bunlarin tamamu (11/11) C. parapsilosis olarak tanimlanmistir. Kromojenik besiyeri
ile kan kiiltlir sisesinden direkt inokiilasyonla 18-24 saat icerisinde kandidalarin
tanimlamasi yapilabilse de, sinirli sayida Candida tiiriinii tanimlayabilmesi ve bazen
tanimlama i¢in uzun inkiibasyon siirelerini gerektirmesi bu yontemin dezavantajlari
olarak g6z oniinde bulundurulmalidir.

Biyokimyasal tanida kullanilmak iizere piyasada ticari olarak cok sayida test
bulunmaktadir. Bu testlerden en sik kullamilanlar API 20C AUX (bioMérieux,
France), APl ID 32C (bioMérieux, France), Vitek 2 (bioMérieux, France) kitleridir

(213). Bu testler klasik olarak kati besiyerinde iiremis olan maya kolonilerine
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uygulanmaktadir. Calismamizda kullandigimiz ticari asimilasyon testi APT 20C AUX
(bioMérieux, France) igin {iretici firma tarafindan 48 saat, yeterli lireme
gozlenmediginde 72 saatlik inkiibasyon siiresi Onerilmektedir. Bu siirenin
kisaltilabilmesi amaciyla g¢alismamizda hem kan kiiltiir sisesinden direkt hem de
CHROMagar’da renklenmeyen kolonilerden indirekt olarak uygulanmis olup, testin
duyarlilig ile 6zgiilligi kan kiiltiir sisesinden direkt uygulandiginda sirastyla %98
ve %100, klasik yoldan uygulandiginda ise hem duyarlilik hem de 6zgiilliikk oranlar
%100 olarak bulunmustur. Karabigak ve ark. (214) yaptiklar bir calismada APl 20C
AUX’un bes yaygin Candida tiriinde %96 dogruluk oraniyla sonug¢ verdigini
gostermislerdir. API testi hem kolay uygulanabilirligi hem de maliyetinin diisiik
olmasi sebebiyle tiim klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanabilecek bir
testtir. En onemli dezavantaji uzun inkiibasyon siiresi nedeniyle ge¢ sonug¢ vermesi
olmakla birlikte, ¢alismamizda oldugu gibi, ticari identifikasyon testleri kan kiltiir
sisesinden direkt uygulanabilirse bu dezavantaj ortadan kaldirilabilecek ve en az 24
saatlik bir avantaj saglanabilecektir.

CHROMagar Candida ve ticari asimilasyon testleri ile Candida tiir
tanimlamasi kolaylagmasina ragmen, maya iiremesinin beklendigi bu tiir yontemlerle
sonu¢ vermek ic¢in hala uzun saatler beklenmesi gerekmektedir. Bu da ozellikle
kandidemi gibi yasami tehdit eden, dogru ve hizli tedavinin hayat kurtarict oldugu
durumlarda laboratuvar ve klinik ¢aliganlarini kisitlamaktadir (215).

Morrell ve ark. (19) kan kiiltiriiniin pozitiflesmesinden tedaviye baglama
arasindaki sitirenin 12 saatten fazla siire olmasimin mortaliteyi anlamli olarak
arttirdigim1  gostermistir (%33-%11, p=0,018). Bu nedenle hasta ozellikleri, altta
yatan hastaliklar ve risk faktorlerine dayanarak hastalarin yakin takibi ve erken
donemde tanisal islemlerin yapilmasi, zamaninda tedaviye baslanmasi agisindan son
derece 6nemlidir (87, 216). Kandidemi tanisi igin altin standart yontem kan kiltiirti
olmakla birlikte duyarlilik oranlar1 diisiiktiir (~%50). Kan kiiltiirlerinde pozitif sonug
orani lizis-santrifiigasyon teknigi ile ve BACTEC, BacTAlert gibi siirekli monitorize
kan kiiltiir sistemleri ile bir miktar arttirilmis olsa da, kan kiiltiirlerinden sonug
alinmasi i¢in en az 1-3 giin gerektirmektedir. Buna ek olarak, organizmanin
identifikasyonu igin klasik yontemlerle en az 1-2 giin daha gerekir. Identifikasyon

icin gereken bu ilave siirenin kisaltilmas1 amaciyla gelistirilen PNA-FISH yontemi,
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kiiltiirtin pozitiflesmesinden sonra iki saat i¢inde C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei ve C. glabrata gibi sik goriilen tiirleri tanimlayabilmektedir (17,
87, 64).

Gorece olarak yeni bir teknik olan PNA-FISH, hem dogruluk oranlar1 hem de
tanimlama hiziyla olduk¢a avantajli gorlinen ydntemlerdendir. Kan kiiltiirlerinde
tireyen bakteri ve kandidalarin geleneksel kiiltir yontemleri ile tanimlanma
zamanlar1 ve PNA-FISH’i karsilastiran bir calismada ortalama tanimlama zamani
standart kiltiir yontemleri i¢in 83.6 saat, PNA-FISH i¢in de 11.2 saat olarak
bulunmustur. Aymi ¢alismada PNA-FISH’in dogruluk orani da %98.8 olarak
bildirilmistir (215). PNA-FISH ¢esitli ¢alismalarda ozellikle yiiksek duyarlilik ve
Ozgilliik oranlartyla ve iki saat gibi kisa bir siirede sonu¢ vermesiyle son yillarda 6ne
¢ikan bir test olmustur. Tablo 5.1.°de literatiirden PNA-FISH performansini gosteren
yayinlar 6zetlenmistir.

PNA-FISH Yeast Traffic Light testi yesil, sar1 ve kirmiz1 floresan renkleri
kullanarak C. albicans/C. parapsilosis (yesil-FLU duyarli), C. tropicalis (sari-FLU
genellikle duyarli) ve C. glabrata/C. krusei (kirmizi-FLU direngli veya doza bagh
duyarl) ayrimimi saglamaktadir (217, 218). Bu sayede etkenin antifungal direnci
hakkinda da kismi bilgiler elde edilebilmektedir. Ancak testin bu asamadaki en
biiyiik sorunu C. albicans ile C. parapsilosis ve C. glabrata ile C. krusei arasinda tiir
diizeyindeki ayrimi renk bakimindan yapamiyor olmasidir. Bununla beraber 6zellikle
kirmizi renk alan grup iginde, sekil 4.6.’da goriildiigi lizere C. glabrata’nin son
derece kiigiik, gergek ya da yalanci hif olusturmayan morfolojideki maya hiicreleri
ile C. krusei’nin daha biiyiikk boyutlardaki ve yaygin yalanci hiflerin gézlendigi
hiicrelerinin deneyimli bir mikrobiyolog tarafindan kolayca ayiriminin yapilabilmesi
miimkiin olabilmektedir.

Ancak ayn1 durum C. albicans ve C. parapsilosis ayrimi i¢in gegerli degildir.
Bu iki maya tiirliniin mikroskop altindaki benzer morfolojileri sekil 4.7.’de de
gosterildigi tizere birbirlerinden ayrilmalarini zorlagtirmaktadir. Bununla birlikte,
PNA-FISH testi ile GTT kombine edilirse germ tiip olusturan ve yesil renkli floresan
veren maya hiicrelerinin C. albicans olarak dogru sekilde tanimlanabilecegi

diisiincesindeyiz.



63

C. tropicalis sar1 renk veren tek izolat oldugu i¢in tanimlamada sorun

yasanmamigtir.

Tablo 5.1. Literatiirden PNA-FISH performansini 6zetleyen o6rnekler

Yazarlar | Yil | Mikroorganizmalar | Ozet
Olivieira | 2001 | C. albicans 79 C. dubliniensis ve 70 C. albicans
ve ark. C. dubliniensis %100 duyarlilik ve %100 6zgiillik
(219)
Rigby ve | 2002 | C. albicans 23 referans sus ve 148 klinik sus (C.
ark. (220) C. dubliniensis albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
C. glabrata krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis)
C. krusei %100 duyarlilik ve %100 6zgiilliik
C. parapsilosis
C. tropicalis
Wilson ve | 2005 | C. albicans Ug farkli hastaneden 244 kan kiiltiir
ark. (221) ornegi
%99 duyarlilik, %100 ozgiillik, %100
PPD, %99.3 NPD
Reller ve | 2007 | Bes yaygm Candida | 240 klinik o6rmek (C. albicans, C.
ark. (222) spp. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis ve C. tropicalis)
%99 duyarlilik, %99 6zgiilliik
Shepard | 2008 | C. albicans Bes hastaneden 197 kan kiiltiirii 6rnegi
ve ark. C. glabrata C. albicans: %98.7 duyarlilik ve %100
(223) ozgillik
C. glabrata: %100 duyarlilik ve %100
ozgillik
Farinave | 2012 | Bes yaygin Candida | 15 hastaneden 176 kan kiiltiirii 6rnegi

ark. (224)

spp.

%99.3 duyarlilik ve %100 6zgiillikk
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Giiniimiizde invaziv Candida enfeksiyonlari, sikligi giderek artan ve
epidemiyolojisi degisen onemli enfeksiyon hastaliklart olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(225-227). En ciddi formu olan kandidemi ise tek basina her yil 6-24/100,000 kisiyi
etkilemekte (225, 227, 228) ve %30-50 (229-232) arasi mortalite oranlar1 ile
seyretmektedir. Bu durumun Amerika Birlesik Devletleri’ne yillik maliyetinin 1
milyar $ oldugu tahmin edilmektedir (233-235). Bu maliyetin biiyiikk kismi uzun
hastane yatisina bagli olmakla birlikte (234), antifungal tedavi, 6zellikle de AMB’nin
lipit formiilasyonlari, ekinokandinler ve genis spektrumlu triazoller de énemli bir yer
tutmaktadir (233, 235, 236). Dogru antifungal se¢imi ise direngli izolatlarin artan
sikligr ile birlikte gittik¢e karmasik bir hal almaya baglamistir (237-239).

Bu kaygilar 15181inda, kandidemilerde en uygun antifungal ajanin se¢imi ve
tedavinin dogru sekilde yonlendirilmesi agisindan antifungal duyarhilik testlerinin
onemi artmaktadir (119, 240). Antifungal duyarlilik testlerindeki standardizasyonun
saglanmasma ragmen (105, 119, 240), bir¢ok yazar ve g¢alisma grubu Candida
spp.’nin rutin antifungal duyarlilik testlerinin etkenin tanimlanmasindan sonra
yapilmasi gerektigini savunmaktadir (16, 113, 236, 241-245). Collins ve ark. (236)
yaptiklar1 bir ¢alismada, C. glabrata’ya bagli kandidemilerde duyarlilik testlerinin
sonucuna bagli olarak pahali ekinokandinler yerine FLU kullanimi sayesinde
ortalama tedavi masraflarinin azaldigini belirtmektedirler. Yazarlar ayrica antifungal
duyarlilik testlerinin giiniimiiz direngli organizma ve pahali antifungal diinyasinda bir
zorunluluk haline geldigi goriisiinii de savunmaktadirlar (236).

Antifungal duyarlilik testlerinde referans yontem CLSI M27-A3’te
standardize edilmistir. Ancak bu yontemin dezavantaj1 kan kiiltiir sigesi pozitif sinyal
verdikten sonra yapilan kati besiyeri pasajindan uygulanmast ve bu nedenle 48-72
saat sonraya kadar sonu¢ verememesidir. Bu testin, kati besiyeri pasaji
beklenmeksizin siseden direkt olarak uygulanmasiyla sonug verme siiresinin en az 24
saat daha kisalabilecegini diisiinmekteyiz. Bu amagla c¢alisgmamizda antifungal
duyarlilik testlerini hem direkt siseden hem de klasik yonteme uygun olarak galistik
ve testlerin arasindaki uyumlari karsilastirdik.

Buna gore en yiiksek uyum oranlari direkt ve klasik MD testi ile elde edildi.
Ayni uyum oranlarina Etest yontemi ile ulasilamadi. Guinea ve ark. (246) ise

yaptiklart bir ¢alismada +2 katlik diliisyondaki uyum oranlari agisindan direkt Etest,
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klasik Etest ve klasik MD karsilastirmislardir. Izolat tiirleri ve antifungal ajanlara
gore yaptiklar1 kiyaslamada bizim sonuglarimizin tersine genel olarak en iyi uyumun
direkt ve klasik Etest arasinda oldugu goézlemislerdir. Ayrica arastirmacilar en
uyumlu sonuglart CAS ile elde ettikleri halde bizim sonuglarimiza gére uyum
oranlarmin en diisik oldugu antifungal CAS olarak belirlenmistir. Chang ve ark.
(163) 138 pozitif kan kiiltiir sisesi kullanarak +1 katlik diliisyondaki esansiyel uyum
oranlar1 agisindan direkt Etest ve klasik Etest yontemini klasik MD ile
karsilastirmislar ve AMB igin klasik Etest ile klasik MD uyum oranin1 %89.9, FLU
icin de %78.3 olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise bu oranlar sirasiyla %68
ve %77 olarak bulunmustur. Buna gére AMB i¢in bizim uyumumuz daha diisiik
kalirken FLU igin benzer uyum oranlar1 gézlenmistir. Ozcan ve ark. (247) ise klasik
Etest yontemi ile elde ettikleri MIK degerlerini, klasik MD yéntemi ile bulduklari
degerlerle karsilagtirdiklar1 calismalarinda, AMB i¢in %84.7; FLU i¢in %80.4 uyum
oldugunu bildirmislerdir.

Koehling ve ark. (248) klasik Etest ve EUCAST standartlarina gore yapilan
klasik MD’yi karsilastirip uyum oranlarin1 degerlendirmigler ve genel olarak
azollerde daha yiliksek uyum orani bulurken ekinokandinler ve oOzellikle de
kaspofunginde bizim sonuglarimiza benzer sekilde diisik uyum oranlar
saptamiglardir. Yazarlar CAS ile elde edilen disik uyum oranlarini farkli
markalardaki Etest seritlerinin kullanimi ile ag¢iklamislardir (Liofilchem ve AB
BiODISK).

Bizim klasik Etest-MD karsilastirmamizda da tatmin edici sonuglar ortaya
¢ikmadigr goriilmiistiir. Esansiyel uyum orani >%90 (104) olarak belirlendiginde
higbir antifungal ajan ile bu uyum oraninin elde edilemedigi; ancak en yiiksek uyum
oranlarinin ise AND (%87-88) ile gozlendigi saptanmistir. Bu nedenle, Etest son
derece pratik uygulanan kolay degerlendirilebilen bir yontem olmakla birlikte,
giivenilir sonuglarin saglanabilmesi icin rutin antifungal duyarlilik testlerinde
referans yontemlerin kullanilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Inkiibasyon siiresi MIK sonuclarinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Giincel
literatiir bilgilerine gore MIK degerlerini 24 saatte degerlendirmek 48 saatte
degerlendirmeye gore daha iyi bir sonu¢ saglamamaktadir. Ancak FLU uyumunu
Etest ve CLSI M27-A2 referans yontemiyle karsilastiran bir calismada 24 saatte 48
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saate gore C. tropicalis ve C. albicans’ta daha iyi bir uyum orami gdsterilmesine
ragmen C. glabrata i¢in iki siirede de daha diisiik uyumlar bulunmustur (104).

Bagka bir ¢alismada da POS uyumu Etest ve CLSI M27-A2 referans yontemi
kullanilarak karsilastirilmis ve C. glabrata ile C. tropicalis’te en diisik uyum
oranlar1 gosterilmistir. Ancak C. glabrata i¢in 24 saatlik esansiyel uyum (%72) 48
saate gore (%56) daha yiiksek bulunurken; C. tropicalis iginse 48 saat uyumu (%71)
24 saat uyumundan (%39) daha yiiksek bulunmustur (249). Bizim ¢alismamizda
Klasik Etest-klasik MD karsilastirmasinda etkenler arasinda C. albicans, ajanlar
arasinda da AND harig yiiksek uyum oranlar1 bulunamadi. Literatiirle benzer sekilde
24 saat uyumlarinin 48 saate gore daha yiiksek oldugu gosterildi. Ancak tersine
Chang ve ark. (163) 24 saat sonundaki direkt Etest ile klasik MD uyumlarini 48 saate
gore daha diisiik bulmuslardir.

DD yontemi ise sadece kategorik agidan degerlendirildi. Burada da FLU ve
VOR benzer sonuglar verse de VOR’un uyum orani FLU’nun uyum oranindan
hafif¢e yiiksek ¢iktt (VOR %89, FLU %85). Bu yontemde de genelde oldugu gibi C.
glabrata en diisiik uyum orani gosteren tiir oldu.

Direkt ve indirekt uygulanan antifungal duyarlilik testleri arasinda, 6zellikle
referans mikrodiliisyon testinde, elde ettigimiz yiiksek uyum oranlari, bu testlerin
direkt kan kiiltlir sisesinden de uygulanabilirligi agisindan timit verici olmustur. Bu
sayede antifungal duyarlilik testleri i¢in gereken ilave zaman kayiplari ortadan
kaldirilabilir ve hem tedavi dogru sekilde yonlendirilebilir hem de pahali
antifungallerin gereksiz kullanimi engellenerek tedavi maliyetleri disiirtilebilir

kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yer alan 62 Candida spp. izolatim1 kullanarak t¢ farkli
konsantrasyon ve ii¢ farkli kan kiiltiir sisesi ile kandidemi simiilasyonlar1 yaptik.
Sise, izolat ve konsantrasyonlar arasindaki sinyal siiresi farkin1 degerlendirirken ayni
zamanda pozitif sinyal veren siselerden erken tani ile duyarlilik testleri uyguladik.
Buna gore;

1. Kullanilan siseler arasinda Mycosis IC/F sigesinin diger iki siseye gore daha 6nce
sinyal verdigi goriildii. Ancak aradaki siire farki Peds Plus/F sisesi ile
karsilastirildiginda  anlamli  bulunurken,  Aerobic/F  Plus  sisesi ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamada.

2. Tirlere gore degerlendirildiginde, C. glabrata i¢in Mycosis IC/F sisesinin diger
iki siseye belirgin dstiinlik sagladigi goriildii. Dolayisiyla C. glabrata,
kandidemilerin sik goriilen ve nispeten direngli bir etkeni oldugundan, kandidemi
diisiiniilen olgularda kan kiiltlirline bu siselerin de eklenmesinin erken tantya
katki saglayacag diistiniildi.

3. Calismaya dahil edilen tiirler arasinda C. tropicalis en kisa, C. glabrata ise en
uzun sinyal siiresine sahipti. Bu nedenle kandidemi diisiiniilen hastalarda gec
sinyal siiresi, etkenin C. glabrata lehine yorumlanabilecegini diisiindiirmektedir.

4. Beklendigi gibi, sisedeki fungal yiik artis1 sinyal siiresini anlamli oranda
kisaltmistir.

5. Tanimlama testlerinden PNA-FISH, kan kiiltiir sisesi pozitif sinyal verdikten
sonra yaklasik iki saatte %100 dogrulukla en yaygin goriilen bes Candida tiiriinii
tanimlayabilmekte ve etkenin antifungal diren¢ profili ile ilgili tahminde
bulunabilmemize olanak saglamaktadir. Dolayistyla kandidemi prevalansi yiiksek
saglik kurumlarinda bu testin ¢alisilmasi ile birlikte hem hasta prognozunun hem
de maliyetlerin iyilestirebilecegini diisiinmekteyiz.

6. PNA-FISH yo6nteminin tir diizeyinde C. albicans/C. parapsilosis ve C.
glabrata/C.krusei’yi ayirt edememesi testin dezavantaji olarak goriildii. Ancak bu
sorun, C. glabrata ve C. krusei’nin kan kiiltiirindeki farkli mikroskobik
ozellikleri sayesinde, C. albicans ve C. parapsilosis icin ise direkt ve indirekt

germ tiip testlerinin uygulanmasiyla asilabildi.
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7. Direkt CHROMagar ve API testleri klasik yontemle karsilastirildiginda dogruluk
acisindan aralarinda herhangi bir fark bulunamadi. Ancak direkt testlerin en az 24
saat daha 6nce sonu¢ vermesi anlamli bulundu. Dolayisiyla en az 24 saat daha
erken elde edilebilecek identifikasyon sonuglariyla, enfeksiyon yonetiminin ve
hasta prognozunun iyilestirilebilecegi diigiiniildi.

8. Duyarlilik testleri direkt kan kiiltiir sisesinden ve klasik yoldan uygulandiginda,
referans mikrodiliisyon testi Etest ve disk diflizyon yontemlerine gore hem
kategorik hem de esansiyel uyum agisindan daha basarili bulundu. Bu nedenle
ozellikle mikrodilisyon testinin, tim antifungal ajanlarla yiiksek uyum oranlari
da sergilediginden, pozitif sinyal veren siselere direkt uygulanabilecegi ve
bdylece sonuclarin en az 24 saat daha erken elde edilebilecegi sonucuna

varilmstir.
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