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.GIRIS

Kandidalar dogada genis dagihm gdsteren ve insan vicudunun barsak
limeni, deri, agiz ve vajen mukozasinda normal flora Uyesi olarak bulunan
mikroorganizmalardir. Herhangi bir nedenle bulunduklari ortamda kosullar
degiserek miktarlari artarsa veya florasiz bir bdlgeye gegerlerse, firsatgi
kandida infeksiyonlarina yol agabilirler (1).

Son yilllarda firsatgt mantar infeksiyonlarinin  sikliginda artis
gdzlenmektedir. Bu artis, AIDS vakalarinin artmasi, genis spektrumliu
antibiyotiklerin kullaniminin yayginlasmasi, immunsupresif ilag kullaniminin
artmasi, artan invaziv kateter uygulamalari ve majér cerrahi girisimler ile
iligkilidir. AIDS’li, transplantasyonlu ve kanserli hastalarin yasam sureleri
tedavi ile uzatilabilmekte, ancak bu kisiler yasami tehdit eden boyutlara varan
firsat¢ci mantar infeksiyonlarina agik hale gelmektedirler (1,2,3).

Nozokomiyal fungal infeksiyonlar %86’sindan kandida turleri sorumludur.
Kan kdltirinden en sik izole edilen mikroorganizmalar arasinda dérdinci
siradadir(4). Kandida turlerinin nozokomiyal septisemilerin % 8-12’sinden
sorumlu oldugu bilinmektedir (5). Kandida kaynakl nozokomiyal kan dolagimi
infeksiyonlari, altta yatan hastaliktan daha fazla tibbi sorunlara ve ekonomik
kayiplara sebep olur (6).

Simdiye kadar kabul edilmis 200'den fazla kandida tarG vardir (1-4).
Onceleri bu cins icinde vyalniz Candida albicans'\n patojen oldugu
disindimuistir.1960’lardan sonra; C. albicans, C. stellatoidea, C. catenulata,
C. dattila, C. famata, C glabrata, C.guillermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C.
krusei, C.lusitaniae, C.parapsilosis, C. pulcherrima, C. tropicalis ve C.
zeylanoides olmak Uzere 15 tlrln patojen oldugu kabul edilmistir(7). Tim
kandidozlarda en sik izole edilen tir C. albicans'tir. Ancak son yillarda C.



albicans disi tirler sistemik kandidoz olgularinda %46’lik bir oranla daha sik
gortlmeye ve kolonize olmaya baslamistir. Siklik sirasina gére C tropicalis
(%25), C. glabrata (%8), C. parapsilosis(%7), C. krusei (%4) ve diger tirler
izole edilmektedir(8).

invaziv kandida infeksiyonlarinin tedavisinde sinirli sayida antifungal ajan
kullaniimaktadir. Son yillarda triazol grubu antifungallerin profilaksi ve
tedavide sik kullanimlari sonucu, C. albicans digi tirlerin (C. tropicalis, C
krusei, C. glabrata, C. parapsilosis) daha az patojen ama direncli suslari
tespit edilmistir (9,10,11). Butln bunlar antifungal tedavi seciminde in vitro
duyarlligi élcen testlerin gelistiriimesine ydnelik ¢calismalari yogunlastirmistir.
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) yeni adi ile
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)'in antifungal duyarlilik alt
komitesi 1982 yilindan beri ¢alismalarini strdiriyor. NCCLS tarafindan
1992'de ilk kez kandida tlrleri ve mayalar igin standart makrodilisyon
yéntemi olan M27-P belgesinin dnerilmesi ile birlikte bu konuda énemli bir
gelisme kaydedilmistir. Ancak standart makrodillisyon testinin uygulanmasi
zor ve zaman alici olmasi nedeniyle alternatif yébntem arayiglari devam
etmistir. Bu arastirmalarin sonucunda, daha pratik olan mikrodilisyon
yontemi gelistirilmistir. NCCLS, 1992 yilinda M27-P belgesini, 1995 yilinda
M27-T belgesini, 1997 yilinda mayalar icin standart yéntem kabul edilen
M27 A belgesini, 2002 yilinda M27-A2 belgesini yayinlamistir. Buna ragmen
antifungal duyarlilik testlerinin standardizasyonu halen tam saglanamamistir
(10,12,13,14,15).

Bu calismada invaziv infeksiyonlardan izole edilen kandida tirleri
konvansiyonel sistemler ve ticari kitler kullanilarak tar tayinleri yapilmis ve
100 C. albicans sugunun U¢ antifungal ila¢c (flukonazol, vorikonazol ve
amfoterisin B) igin minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri CLSI
tarafindan Onerilen standart yéntem olan mikrodilisyon ile belirlenmistir.
Mikrodilisyon sonuglarina gére flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B'ye
duyarli ve direncli suslar tespit edilmistir. Bu suslardan MiK degerleri farkli 10
tanesinde time kil metodu kullanilarak ilaglarin farkli dilisyonlardaki
fungustatik yada fungusid aktiviteleri arastiriimigtir.



II.GENEL BILGILER

1.Tarihce

Kandidalara ait ilk bilgiler Hipokrates ve Galen'e kadar uzanmaktadir.
1665'de Galen ve Pepy pamukgugu tanimlamis, 1839'da Langanbek
oral lezyonlu bir hastadan mayay! izole etmistir. 1841'de Berg aft6z
membran materyali ile saglikli bebekleri asilayarak pamukgugun fungal
etiyolojisini tespit etmistir. 1843'de Robin organizmayi Oidum albicans
tard ile iligkilendirilistir (16). Wilkonson 1849'da vajinal kandidozu
bulmustur Hausmann da 1875'de vajinal kandida infeksiyonu ile
pamukcugun iliskisini ortaya koymustur Bunu izleyen vyillarda bir cok
arastimaci tarafindan cesitli hastalik etkenleri olan maya tdrleri izole
edilmigtir (2).

C. albicans i¢in tanimlanan 100'den fazla sinonimden ikisi 1890'da
Zopf'un kullandigr Monilia albicans ve 1923'de Berkhout'un kullandigi
Candida albicans'tir 1940'larda antibiyotiklerin klinik kullanima girmeleri ile
daha o6nceden rastlanmayan kandida infeksiyonlarinin c¢esitli klinik
formlari gértlmeye baslamistir (16).

Bu infeksiyonlarin &nlenmesinde organizasyonun gerekliligi 1950'li
yillarda anlasilmis ve ilk organize komiteler 1970'li yillarda Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde ve ingiltere'de kurulmaya baslanmistir. En
saglikli veriler ve 6neriler de yaklasik 20-25 yildir bu konuda organize
olarak calisan ve deneyim kazanan bu Ulkelerden gelmektedir. Ocak
1970'de CDC (Center for Disease Control) ABD'deki ulusal hastane
infeksiyon verilerini prospektif olarak toplamak ve analiz etmek
amaciyla NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance) sistemini
kurmus ve bdylece Ulke bazinda hastane infeksiyon oranlarini,
faktorlerini, infeksiyon bdlgelerini belirlemek mimkin olmustur. Bugin
ABD'de yaklasik 150-200 hastane NNIS kapsaminda olup diinyada bu



konu ile ilgili en organize ve verileri en glvenilir sistemdir (17).

ABD'de NNIS sistemine dahil 124 hastanede 1980-1989 yillari
arasinda 10 yillik bir periotta hematojen infeksiyon olarak tanimlanmis
25.000'den fazla hastada yapilan bir calismada stafilokoklardan sonra en
blylk oranda artis1 kandida tirleri gdstermistir (18).

2. Mantar Siniflamasinda Kandidalarin Yeri ve Genel Ozellikleri

Mantarlar 6karyotik, klorofilsiz absorbsiyonla beslenen canlilardir. Tek
hicreli ya da ¢ok hacreli olabilirler ve birden fazla nikleuslu olmaya
edilimlidirler Kitin ve sellloz igeren sert hicre duvarina sahiptirler.
Mayozla ¢ekirdek bdlinmesi vardir. Morfolojik yapilarina gére maya ve kuf
g6rinimundedirler (2,19).

Mayalar, tek hicreli, tomurcuklanarak Greyen genellikle yuvarlak veya
oval sekilde mikroorganizmalardir. Germ tlp, blastospor, klamidospor,
artrospor ve kapsul gibi yapilar olustururlar. Bunlar identifikasyonda
6nemlidir. DUsUk oksijen basincinda ya da dokuda bazi mayalar hif,
pseudohif veya her ikisini birden olusturabilirler (19).

Mayalar kdltdrlerinde krema kivaminda, yuvarlak, sinirlari dizenli
koloniler meydana getirirler. Kapsuli olanlarda mukoid koloniler
goraldr. Mayalar makroskopik ve mikroskopik morfolojik karakterleri ve
biyokimyasal 6zelliklerine gbére tir diizeyinde identifiye edilirler. Genel
olarak sekstel Greme 6zelliklerine goére iki gruba ayrilmaktadirlar. Gergek
veya tam mayalar sekslel olarak Urer ve askospor veya basidiospor
gelistirirler. Kusurlu veya maya benzeri mantarlar ise sadece aseksuel olarak
arerler (2,19).

Kandidalar, Deuteromyces (fungi imperfecti) sinifinin Cyrptococcales
takiminda yer alirlar. Kandidalar oval bigciminde, gram pozitif, 80S
ribozomlari olan &karyotik hiicre yapisinda olup fakulltatif anaerop Ureyen
mayalardir. Glikoz, mannoz ve az miktarda protein, lipid ve kitinden
olusmus hicre duvarina sahiptirler (1,2,19). Multilateral tomurcuklanma
ile asekslel olarak drerler. Maya formu disinda kiltir ve dokularda
pseudohif veya gercek hif olusturabilirler. Pseudohifler tomurcuklanma

sirasinda meydana gelen uzantinin ana hicreden ayrilmamasi sonucu



meydana gelir. Gergek hifler ise apikal uzanti tarzinda septali ve dizgin
kenarhdir(19).

Son yillarda bazi kandida tirlerinin sekslel fazlari bildirilmistir. Bu
tirlere ait mayalar Deuteromyces sinifindan c¢ikartilarak Ascomycetes
sinifina dahil edilmislerdir (2,19). Ayrica énceleri kandidalardan pseudohif
yapmamasi ile ayirt edilen Torolopsis glabratanin (T. glabrata), son
zamanlarda kandidalar ile ayni cinste degerlendirilip C. glabrata isminin
kullanilmasi yaygin kabul gérmektedir (19,20).
1987'de Berlin'de 14. Ulusal Botanik Kongresinde, Dixon ve Fromling
tarafindan yapilan funguslarin siniflandirmasi esas alinarak, tibbi énemi

olan funguslarin bu siniflama igindeki yeri tablo 1 de gérilmektedir.
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Tablo 1: Tibbi 6nemi olan funguslar (19)

Sinif Zygomycetes
Takim: Mucorales
Cins: Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Absidia, Cunnighamella, Saksenaea
Takim: Endomophthrales
Cins: Basidiobolus, Conidiobolus

Sinif: Ascomycetes
Takim: Endomycetales

Cins: Saccharomyces, Pichia
Takim: Onygenales

Cins: Artroderma, Ajelomyces, bazi Aspergillus ve Penicillium tarleri

Sinif: Deuteromycetes
Takim Cryptococcales
Cins: Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Pilryrosporum
Takim: Moniliales
Aile: Moniliaceae
Cins: Epidermophyton, Coccidioides, Paracoccidioides, Sporothrix, Aspergillus
Aile: Dematiaceae

Cins: Phialophora, Fonsecaea, Exophiala, Wangiella, Xylohypha, Bipolaris, Alternaria

Takim: Sphaeropsidales

Cins: Phoma

Sinif: Oomycetes
Cins: Pythium

3.Kandidalarin Laboratuvar Tanisi

Kandidalar normal florada da bulunduklarindan, laboratuvarlarda
karsilasilan en blylk sorunlardan birisi klinik &érneklerde Ureyen
kandidalarin klinik bir éneminin olup olmadigini tahmin etmek ve rapor
edilip edilmemesine karar vermektir. Bu nedenle, laboratuvar verilerin

dogru yorumlanabilmesi igin iyi bir klinik-laboratuvar isbirliginin kurulmasi
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gerekir (21,22).

Kandidalarin tanimlanmasinda klinik érnegin uygun bir sekilde alinip
ekilmesi ve diger laboratuvar islemlerinin yapilmasi gerekir (23). Ornekler
asepsi kurallarina uygun olarak alinip hizla laboratuvara iletilmelidir
(24). Klinik materyalden kandidalarin izolasyonu ve identifikasyonu igin bir
dizi iglem yapihr (1).

3.1. izolasyon

Primer izolasyon i¢in klinik laboraluvarlarda en sik kullanilan besiyeri
Sabauroud's Dekstroz Agar (SDA)'dir (24).Primer izolasyon besiyerlerinin
bilesimine bakterilerin ve hizli Greyen Kkiflerin Gremesini baskilayarak
secicilik saglamak Uzere antibiyotikler eklenebilir (Sikloheksimid,
gentamisin, kloramfenikol gibi). Ayrica ticari olarak hazirlanmisg, antibiyotik
iceren Mycosel (BBL), Mycobiotic Agar (Difco) gibi secici besiyerleri
kullanilabilir (19,24). Sikloheksimid'in, bazi tlrlerin Gremesini kismen veya
tamamen inhibe etmesi nedeniyle, ayni zamanda Sikloheksimid icermeyen
besiyerine de ekim yapiimalidir (24).

Kaltdr icin alinan &rnekler uygun besiyerine ekildikten sonra 26 ve
37°C'de ayri ayri inkube edilirler. Patojen kandidalarin ¢ogu 26 ve 37
°C’de birka¢ glnde Urerler. 37°C’de tGreyememe saprofitligi ortaya koyan
bir 6zelliktir (25). Kaltar tdplerinin kapaklar havalanmay! saglamak
Uzere hafifce gevsetilmelidir. inklbatér nemi %30-40'a ayarlanmalidir.
Nem vyeterince ylUksek degilse inkUbatére agzi acik genisce bir kap
icerisinde su yerlestirilir (2-26).

3.2. identifikasyon

Geleneksel olarak kandidalarin identifikasyonu makroskobik ve
mikroskobik olarak morfolojik karakterlerinin incelenmesi ve biyokimyasal
6zelliklerinin degerlendiriimesiyle yapilir. Morfolojik olarak hicre buyukligu
ve sekli, koloni rengi ve gérinima, hif ve/veya pseudohif Gretimi, germ tlp
veya klamidospor olusturma yetenekleri gibi &zellikleri degerlendirilir.
Biyokimyasal olarak ise karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu,
Ure hidrolizi ve nitrat asimilasyonu degerlendirilir (2,19,25,26).
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Germ Tip Testi: Kandidalarin identifikasyonunda ilk adimdir. Hizli sonug
veren, uygulamasi kolay, C. albicans'in diger kandidalardan ayrilmasini
saglayan basit ve cok degerli bir testtir. Ancak C. albicans kbkenlerinin
hepsinde pozitif olmayip yalanci pozitiflik vardir. C. albicans
kdkenlerinin %95-97'si germ tip olusturur. C albicans disinda C
stellatoidea da germ tlp Gretir. C tropicalis, C kefyr, C krusei ‘de de
pseudo germ tdp olusumu gorilebilir (1,19,25,26). Germ tlp,
blastospordan orijin alan, baslangic noktasinda hi¢ daralma olmayan ve
uzunlugu boyunca hi¢c kabariklik yapmayan bir flament olarak gdézlenir.
Pseudo germ tip de ise daha biyuk bir blastospor vardir ve hif ile baglanti
bolgesinin daha belirgin oldugu gézlenir (1). insan serumu, yumurta
albumini, sigir serum albumini, koagule tavsan plazmasi, koyun serumu,
Doku Kultir Medium 199 (Difco), Tripticase Soy Broth (BBL) ve cesitli
peptonlu besiyerleri germ tlp deneyi igin kullanilabilir. Rutinde en sik insan
serumu tercih edilir (1,25,27). Germ tlp testi ile yapilan calismalarda,
karbonhidrat asimilasyon ve fermentasyon sonuclari ile uyumu yulksek
bulunmustur (27,28).

Hif, blastospor ve klamidospor yapimi: Hif, pseudohif, blastospor ve
klamidospor Uretme 06zellikleri mikroskobik olarak degerlendirilir. Bunun
icin Piring ekstresi-Tween 80 agar, Cornmeal-Tween 80 agar, Wolin Bevis
agar, Oxgall agar veya Czapek Dox-Tween 80 agar besiyerlerinden birisine
test edilen maya kolonisinden bir parga alinip igne 6ze ile birbirine paralel
cizgiler seklinde ekim yapilir. Uzerine steril bir lamel yerlestirilip 27°C'de
U¢c gun inkldbe edilir. Besiyerinin derinligine ekim, kapatilan lamelin
ortamin oksijenini azaltmasi ve Tween 8Q'in ylzey gerilimini dislUrmesi
klamidospor ve pseudohif Gretimini arttirir (1,19,25).

Biyokimyasal testler:

Karbonhidrat asimilasyon testi: Mayalarin oksijen varlidinda karbon
kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrati kullanma yeteneklerini ortaya
cikarir. Wickerham ydntemi, oksanografik yontem ve ticari identifikasyon
kitleri kullanilarak yapilabilir (1,25).

Nitrat asimilasyon testi:Karbonhidrat asimilasyon testine benzer mayalarin
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nitrojen kaynagi olarak nitrati kullanma yeteneklerini gésterir (1,19).

Karbonhidrat fermentasyon testi: Fermentasyon, karbonhidratlarin
CO, ve etanol Uretimiyle sonuglanan anaerobik kullanimidir. Modifiye
Wickerham teknigi ile yapilabilir. Fermantasyon tiplerindeki pH degisikligi
fermentasyonu gOstermez. Durheim tiplinde gaz kabarciginin
gb6zlenmesi ile ortaya konur. Kandida turleri ile Cryptococ ve
Rhodotorula gibi nonfermentatifleri ayirmada yararlidir. Karbonhidrat
asimilasyon testlerine gére kaba, zor ve daha az glvenilir oldugundan rutin
identifikasyonda pek 6nerilmez (1-25).

Ureaz Testi: Christensen (ire agarda ire hidrolizi {ireaz aktivitesini
gOsterir. C. krusei, ve C. lipolytica Ureyi hidroliz edebilir (1).

Sik rastlanan kandida tdrlerinden bazilarinin karbonhidrat fermentasyon
ve asimilasyon 6zelliklen tablo 2'de sunulmustur (2,19).

Tablo 2 :Sik rastlanan bazi kandida tarlerinin karbonhidrat fermentasyon

ve asimilasyon 6zellikleri

Turler Gl M S L Gl Gal |L M R
C. albicans + + * - + + - + -
C. tropicalis |+ + + - + + - - -
C krusei + - - - + + - - ]
C. kefyr + - + + + + + - +
C parapsilosis |+ - - - + + - + -

Gl:Glikoz, M:Maltoz, S:Sukroz, L:Lakloz, Gal:Galaktoz, R:Raffinoz

Hizl identifikasvon Kitleri: GUnimiz mikoloji laboratuvarlarinda 4-72
saat gibi kisa strelerde sonuc veren ve daha kolay uygulanabilen maya
identifikasyon Kitleri tercih edilmektedir
(12,19,24,25,29,30,31,32,33,34). Bunlar, maya identifikasyon
yénteminde standardizasyon saglar. Hem sik bulunan hem de az rastlanan
tarleri identifiye etmede yeterlidir. APl 20C AUX (BioMerieux), APl Yeast
Identification System (Analvtab product), Uni Yeast Tek (Flow

14



laboratories), Abott Yeast Identification System (Abott Diagnostic), Auto
Microbic System (Vitek System), Micro Scan Yeast Identification Panel
(Baxter Microscan), Candifast (International Mycoplasma), Mycotube
(Roche Diagnostica), Auxocolor (Diagnostics Pasteur), Autobac
(Organon Teknik) ve Pasteur Yeast System (Pasteur Production) gibi pek
cok ticari kit vardir (12,25, 29, 30,31,32,33,34).

APl 20C AUX, 19 karbonhidrat asimilasyon testinin kullanildigi 20
mikrokuyucuk icerir. Test edilen karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-

glukonat, L-arabinoz, D-ksiloz, adonitol, ksilitol, galaktoz, inositol, sorbitol, a-
metil-D-glukozid, asetil-D-glukozamin, selobiyoz, laktoz, maltoz, sukroz,
trehaloz, melibiyoz ve rafinozdur. Mayalar inoklle edildikleri kuyucuktaki
karbonhidrati karbon kaynagi olarak kullaniyorlarsa, o kuyucukta Greme olur.
API 20C AUX'la mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 24., 48. ve
72. saatte degerlendirilerek sonug verilir.

Kromojenik besiyerinde koloni rengi ve goérinumi
degerlendirilmesi: Kandida tlrlerinin ¢ogunun SDA'daki kolonileri
krem kivaminda ve ovaldir (C. albicans. C. stelloidea, C tropicalis gibi).
Koloni rengi geleneksel olarak kullanilan besiyerlerinde ayirt edilemez.
Farkli kandida tdrlerinin farkl renklerde Gredigi besiyerleri vardir.
Pagono-Levin Agar (Difco), tetrazolium hidrokloridin rediksiyonu ile farkl
renkte koloniler olusturarak tek bir klinik érnekten birden fazla kandida
tirandn izolasyonuna izin verir (35). Koloni rengine gdre hizh taniyi
saglayan cesitli kromojenik besiyerleri de vardir: Albicans iD (Bio
Merieux, Marcy Etoile, France). Candichrom albicans (International
Mycoplasma, Toulon Cedex-France), Candiselect (Sanofi Diagnostics
Pasteur), Chromoagar Candida (BBL), MAST ID-CHROMagar Candida
(Mast Diagnostics, United Kingdom) (26,36,37). Kromojenik besiyerleri ile
yapilan calismalarda duyarliik ve 06zgulliklerinin  yUksek oldugu
bildirilmektedir (36,38).

Serolojik testler: Mikolojik hastaliklarin tanisinda mikrobiyolojik ve
histopatolojik incelemeler yaninda serolojik testlerden de yararlanilabilir (1).

Serolojik testler tanisal dnemleri yaninda hastaligin seyrinin izlenmesinde de
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yaralidir. Ancak serolojik testlerin teknik uzmanlara gereksinimi, reagenlerin
zor hazirlanmasi ve maliyetlerinin yiksek olmasi nedeniyle rutinde
kullanimlar sinirhdir. Son yillarda sistemik mantar hastaliklarinda belirli
bir artisin olmasi, yeni mantar antijenlerinin elde edilmesine, 6zelliklerini
belirlemeye ve yeni teknolojik gelismelere yo6nelik c¢alismalari
yogunlastirmis ve serolojik testler kullanima girmeye bagslamistir. Bu
testlerin ¢ogu antikor dlgmeyi amaclayan testlerdir (19,39). Aspergiloz,
blastomikoz, histoplazmoz, kandidoz gibi hastaliklarin tanisinda
yardimci olmaktadirlar. Ancak ¢apraz reaksiyonlarin ¢ok fazla meydana
gelmesi, gegcirilmis infeksiyon ile aktif infeksiyonu, kolonizasyon ile yaygin
hastalidi ayirmada basarisiz olmalari bu testlerin degerini azaltmaktadir (39).
Mantar antijenlerini gOstermeye yobnelik testlerin  gelistiriimesine
calisiimasi daha uygun goérilmektedir. Ozgll antijenleri gdstererek
taniyr saglamak ylksek derecede 6zgul ama duyarhlik agisindan klasik
ybntemleri tamamlayici Ozellikte gorilmektedir. Kriptokokkoz ve
histoplazmoz tanisinda antijenleri saptama yoéntemleri basarili
olurken, aspergillus ve kandida gibi firsatgci mantarlarda bu yéntemlerin
duyarliligi distk bulunmaktadir Bu problemi ¢bézebilmek i¢in ¢ok saf
antijenleri kullanmak, monoklonal veya adsorbe poliklonal antikorlari ve ¢ok
duyarli yéntemleri gelistirmek gerekmektedir.

Mantarlarin polisakkarit antijeni galaktomannan (GM) c¢alismalarin en
6nemli odagidir. Cesitli ydontemlere duyarlildi %95'in Gzerinde, 6zgulliga
%29-90 arasinda Dbildiriimektedir (39,40). Kriptokokun kapsuler
polisakkariti, histoplazmanin polisakkarit antijeni, blastomigeslerin ylzey
proteini (W1-1), A ve AWSE antijenleri, kandidalarin asit proteaz, 48kDa
enolaz enzimi, 47 kDa, 29 kDa sitoplazmik antijenleri ve glikoproteinleri
gibi mantar antijenleri hastalarin vicud sivilarinda ve serumlarinda
gOsterilmektedir. Bu mantar antijenleri; Lateks partikiler aglUtinasyon
(LPA), Liposome imminoassay (ICON-test), Immuinolektroforez (CIE),
Radioimminoassay (RIA), Immunoblotting-Western blotting (WB),
Dot-Immiinoassay, Dot- Enzim immiinoassay, Enzim immiinoassay (ELISA,
Cift Antikor Sandvig EIA, Avidin-Biotin ile Guglendiriimis EIA) gibi
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yontemlerle gbsterilmektedir (19,39).

Kandidalar gibi normal florada bulunan mantarlara kargi saglikh kisilerde
de antikor bulunmasi test sonuglarini degerlendirmekte gucliklere neden
olmaktadir (39). Antikor testi i¢cin 1/32 veya Uzerindeki titre ya da U¢
hafta arayla titrede doért kat ve Uzerindeki artis hastaligin tanisinda
degerli kabul edilmektedir. Daha disuk titreler ve aralikli uygulanan
testlerde dort katin altindaki artig, erken infeksiyonu veya nonspesifik
capraz reaksiyonu isaret eder (19).

lg M sinifi antikorlar akut infeksiyonu gésterir. infeksiyonun ikinci
haftasinda titresi ylkselir, alti aydan sonra duser. Ig G antikorlari, Ig M
antikorlarindan kisa bir stre sonra ortaya cikar, yaklasik 6-12 haftada pik
yapar ve infeksiyondan aylar sonra pozitif kalir. Bu nedenle tek bir defa
yUksek bulunmusg Ig G titresi yeni veya geciriimis infeksiyonun ayriminda
kullanilamaz (19,28).

Molekiiler biyolojik yéntemler: Klinik mikoloji laboratuvarinda molekuler
biyolojik yéntemlerin rolind ortaya koymak i¢in blyik prospektif calismalara
gereksinim vardir. Yeni calismalar, mantar ttrlerine 6zgi DNA dizilerini klinik
Orneklerden saptama ydéntemlerinin mantarlarin tanisinda uygun ve etkin
oldugunu ancak vyeterli olmadigini gdstermektedir. Mikolojide,
molekller ydntemlerin alisiilmis mikroskobik baki ve kilttrin yerini almasi
icin henUz erken gérinmektedir (41).

Molekdiler yontemlerin kullanilarak infeksiyon etkeni aranmasinda 6rnek
secimi ve islemi 6nemlidir. Histoplasma capsulatum gibi bir mantar
aranacaksa, her klinik 6rnek caligilabilir. Buna karsin, agiz salgilarinda
C. albicans DNA'sinin bulunmasi anlamli olmayabilir. Serum, ince
aspirasyon materyeli gibi, steril bdélge o&rneklerinden kandida DNA’si
saptanmasi ise anlamlidir. Orneklerden niikleik asit izolasyonu igin cesitli
yéntemler tanimlanmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 1
pg'den az fungal genomik DNA veya 1-15 fungal hicre varliginda ¢ok
baydk bir duyarllikla tani konulabilmektedir. PCR'da amplifiye edilecek
gen parcasinin buydkligu belirlenmelidir. Tam mantarlarda bulunan bir

DNA parcasi secilebilecedi gibi, tek tlre, hatta tlrlere 6zgii DNA saptanacak
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sekilde test gelistirilebilir. Amplifikasyon drinlerinin kiicik olmasi testin
duyarlih@ini artirir (41,42).

Urlin saptanmasinda hiz ve kolaylik agisindan en uygun ydntem
ethidium bromid ile jel analizidir. Ancak duyarlilik artiriimak istenirse,
radyoaktif dot blot veya Southern blot analizleri kullanilir. Kemiliminesans ve
enzim kullanan non-radyoaktif sistemler de geligtirilmigtir (41).

Molekuller yontemler mantar epidemiyolojisini arastirmak i¢in de basariyla
uygulanmaktadir. Aspergillus, kandida tarleri ve Histoplasma capsulatum
bu yénden en cok ilgilenilen mantarlardir. Genetik degisiklikler de bu
yéntemlerle ortaya konulabilir. Bu amagla kig¢lk miktarlarda nikleik
asitlerin yeterli oldugu PCR, ligaz zincir reaksiyonu (LCR), QB sistemi ve
nikleik asit dizisi temelli amplifikasyon ydntemi (3SR) gibi gen
amplifikasyonuna dayah yéntemler kullanilabilir (43).

4. Patogenez

Kandida infeksiyonlarinda konak savunma faktérlerinin
yanisira mikroorganizma virulansinin da infeksiyon gelisiminde énemi
vardir (8).

Virulan tirler arasinda en gicli yapisma yetenegi olanlar C. albicans
ve C. tropicalis'tir. C. parapsilosis daha az virulandir, ancak sentetik
maddelere daha ylksek afinite gosterir (44). insanlarda en sik gérilen
kandidemi etkeni C. albicanstir (8,21). C. albicans, ¢ok sayida virulans
faktérine sahiptir. Bu virulans faktérleri; hizli ¢ogalma, proteaz
uretimi, ekstraselliler matriks proteinlerine adezyon igin ylzey
mollekdlleri, kompleman proteini baglayan reseptorler, fenotipik
dénlsim yetenegidir (45). C. glabrata tedavide kullanilan cam ve plastik
kaplara yapisabilme vyetenegini saglayan slime faktéri CGretir ve
nozokomiyal infeksiyonlara neden olabilir (46). Slime faktérin O6zellikle
non-albicans tirler ile olusan infeksiyonlarda daha &nemli oldugu
distnulmektedir. Mukozal bariyerin invazyonu ve sistemik infeksiyon
gelisim riski, mukozada kolonize olan kandidalarin yogunlugu ile iligkilidir.
Arastirmalarda, 10'? kandida iceren sollisyonlarin saglkli mukozalara

temasinin kandidemiye yol actigi gosterilmistir (44).
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Konakta kandidalara karsi spesifik ve nonspesifik savunma
mekanizmalari mevcuttur. Sivisal ve hicresel bagisikhk gelismekle
beraber, hicresel bagisikligin roli daha buaytktir (47). Nonspesifik
savunma mekanizmalarini yerlesik flora, normal hormonal denge,
saglam deri ve mukoza ile nétrofil, monosit ve eozinofillerin fagositik
aktiviteleri olusturur (48).

Kandidalarin glukoprotein yapisindaki toksinleri patojenitede rol
oynayan virulans faktérlerindendir. Bakteri toksinleri gibi pirojen olup
hayvanlarda anaflaktik soka neden olabilir, ancak bakteri toksinleri kadar
etkin degildir (49). Kandidalarin dokuda maya ve hif formunda
bulunabilme (dimorfizim) 6ézelliginin de patojenitede roll vardir. Hif formu
dokuya daha kolay yapisir, fagositik hicreler tarafindan sindirilemez ve

plastik ylzeylere yapismayi saglayan fibriler bir tabaka olusturur (50).

5. Klinik

Kandidalar, mukozal kolonizasyondan ¢oklu organ tutulumuna kadar
genis bir yelpazede yer alan infeksiyonlara yol agabilir (51).

5.1. Yuzeyel Kandidozlar
Yizeyel kandida infeksiyonlari c¢ogunlukla kisinin kendi florasindan
kdken alir. Ancak bazen baska kisilerden bulas yolu ile de kazanilabilir
(51).

Oral kandidoz :Dudaklar, dil, damak, dis etleri, yanak mukozasi olmak
Uzere agzin her yerinde gelisebilir (8). Akut pseudomembranéz oral
kandidoz (pamukcuk), akut atrofik kandidoz, kronik atrofik kandidoz,
angular selit, kronik hiperplastik kandidoz gibi farkl klinik formlari vardir.
Maligniteli ve AIDS'li hastalarda oral kandidozun ilerlemesiyle ézefajit ve
gastrointestinal sistem kandidozu gelisebilir (8,51,52).

Genital kandidoz: Kadinlarin %401 normal vajinal floralarinda
kandidalari tagirlar (52). Kadinlarin %75'i yasamlarinda en az bir kandida
vulvovajinit epizodu gegirirler (51). Vulvovaginitlerin en sik etkenlerinden
biri kandidalardir (8,52). Diabetes mellitus, genis spektrumlu antibiyotik

tedavisi, gebelik ve oral kontraseptif kullaniminda vajinal kandidoz
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gelisebilir (48,51). Erkeklerde genital kandidoz balanit, balanoprostit,
uretrit seklindedir (8).

Deri kandidozu :Daha cok aksilla, meme alti, anal bélge, ayak ve el
parmaklari gibi sicak ve nemli bélgelerde olusur. Sismanlik, diabetes
mellitus, travma, maserasyon kandidoz olusumu icin predispozan
faktérlerdir. Lezyonlar ylzeyel erozyon seklinde, kizarik, nemli ve bazen
vezikll seklinde olusur. Kandida folikiliti de 6zellikle nemli ve okllizyon
olan Dbdlgelerde goralir. infantlardaki pigiklerin en sik sebebi
kandidalardir (8,48,52).

Konjenital kutanéz kandidoz, dogumda veya hemen sonrasinda sit
emen bebeklerde goérilen ve eritemli zeminde vezikllopustuler
lezyonlarla seyreden nadir bir klinik formdur. Kendiliginden iyilesebildigi
gibi, agir seyirli derin infeksiyona kadar gidebilir (51).

Onikomikoz: Kandidalarin tirnaklarda infeksiyon olusturmasidir (8).
Tirnak infeksiyonlarinin %5-10'unda etken kandidalardir. Su ile fazla
temasi olanlarda meslek hastaligi seklinde goérulir. Bas ve orta parmak
daha c¢ok etkilenir (51,52). Tirnakla birlikte c¢evresindeki yumusak
dokunun da infekte olmasina paronychia denir (8,48).

Kronik mukokutanoz kandidoz :Deri ve mikéz membranlar, sa¢ ve
tirnaklar tutan kandida infeksiyonlarinin heterojen bir grubudur (48).
Genellikle erken cocukluk ddnemlerinde baslar. Endokrinopatiler
(hipoparatiroidizm, addison, hipotiroidizm ve diabetes mellitus) veya
hicresel immidnitedeki bozukluklarla baglantilidir.  Deri  ve/veya
mukozalarda slUregen ylUzeyel ve tedaviye direncli lezyonlar olusur. Kronik
mukokutanoz kandidoz sonrasi nadiren de olsa dissemine kandidoz
gelisebilir (8,48,51).

5.2. Derin-Sistemik Kandidozlar
Sistemik kandidoz kandidemi sonrasi gelisir. Konak savunmasinin
normal oldugu durumlarda, kandidemi gecici olup vicut kisa slrede
mantari kandan uzaklastirir. Buna karsilik, yetersiz fagositik etkinlik
durumlarinda kandan uzaklastirilamaz; mantar kanda ¢ogalip herhangi

bir organ veya sisteme yerleserek infeksiyon odaklari olusturur (8).
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Kandidemi: Kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha
fazla kan Kkiltirinde kandida dremesidir (51). intravenéz ilac
kullananlar diginda siklikla hastane kaynakh bir komplikasyondur. Yanik
hastalari, cerrahi (6zellikle kalp ve gastrointestinal sistem) sonrasi
hastalar, onkoloji hastalari (6zellikle 16semi) ve organ transplantasyonu
sonrasi immin sistemi baskilanan hastalar kandidemi igin risk
altindadir. Kandidemi gelismesi ile iligkili faktérler; santral ven6z kateter
kullanimi, parenteral alimentasyon, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi,
yogun kemoterapi ve immuinsupresif tedavilerdir (52). Kandidemi
kontamine kateterle iligkili gecici bir durum olabilse de, kandidemiye bagli
mortalite %38-40 kadardir. Ciddi organ tutulumu olanlarin %50'sinde
kandidemi saptanmayabilir (51,52).

Kandidemiye ait somut klinik belirtiler azdir. Nedeni agiklanamayan
ates, letarji, konflzyon, bulanti-kusma, hipotansiyon bulgulari ve organ
yetmezligi kritik hastalarda kandidemi gelismesi esnasinda sik goérilen
bulgulardir. Yaslilar, yenidoganlar, immuinsUpresif tedavi gorenlerde
kandidemi veya sepsise ragmen atesin ylkselmeyecegi akilda
tutulmahdir. Hipotermi genellikle kdtl prognoza isaret eder(53).

Kandida tdrlerinin, kandidemi yaptiktan sonra yol agtiklari bazi klinik
tablolar:

C. tropicalis; endokardit, endoftalmit, artrit ve peritonit.

C. parapsilosis; bronkopulmoner ve diger sistemik infeksiyonlar.

C. guilliermondii; endokardit.

C. krusei;endokardit

Ayrica l6semili hastalarda C. albicans veya C. tropicalis, kemik iligi
transplant alicilarinda ise C. krusei veya C. lusitaniae infeksiyonlari daha
sik goralmektedir (8,54,55,56).

Akut dissemine kandidoz :Fulminan bir infeksiyondur ve genellikle
antibakteriyel tedaviye diren¢ gdsteren bir ates goralir. Nétropenik olan
ve olmayan hastalarda goérulebilir. En sik rastlanan komplikasyonlar;
menenijit, beyin apsesi, renal apse, miyokardit, endokardit, endoftalmit ve

kutan6z apselerdir (51). Patolojik dedisiklikler; akut sUpdratif ve
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grantlomatdéz reaksiyonlarla kombine diffiz mikroapseler ve kugik
makroapselerdir (48).

Kronik dissemine kandidoz :Genellikle |16semili hastalarin nétropenik
déneminde ortaya c¢ikar. Herhangi bir organ tutulumu belirtisi
olmayabilir, ancak israrci ates vardir. Nétrofil sayisi normale dénse bile
ates ve kilo kaybir devam eder. Karaciger dalak buyulyebilir. Alkalen
fosfataz genellikle ¢ok yilksektir ve tomografide c¢oklu lezyonlar goéralar
(51).

Gastrointestinal kandidoz: Kanser hastalarinda ve AIDS'lilerde
goralir (51). Ozefagus ve midede gériilebilir. Genelde mukozada tekli
veya coklu Ulserler seklindedir (48). Yeni doganlarda C.albicans’a bagli
diyareler olabilmektedir (51).

Solunum sistemi kandidozu :Lokal veya diffiz bronkopnémoni veya
hematojen yayilim sonucu olusan nodiler, diffiz infiltratif infeksiyon
gelisebilir. Kandidalar bronsiyal infeksiyon, larenjit, epiglotit de
olusturabilirler (48,51).

Merkezi sinir sistemi kandidozu :Hematojen dissemine kandidozun
bir komplikasyonu olarak kandida, parankimal beyin dokusunu ve
meninksleri infekte edebilir. Vaskiler sant, lomber ponksiyon, travma,
cerrahi, AIDS ve komplike bakteriyel menenijitler predispozan faktérlerdir.
Olgularin %90'inda sorumlu C.albicans’tir (48).

Kardiyak kandidoz :Kanser kemoterapisi alanlarda, kalp kapak
protezlilerde, uzun sidre intraven6z kateteri olanlarda, bakteriyel
endokardit sonucu kardiyak kandidoz gelisebilir (8,48). Tim endokardit
olgularinin %2'sinden kandidalar sorumludur (51). Miyokardit, perikardit,
dissemine kandidoz sonrasi miyokardiyumda mikroapseler gorilebilir
(48,57).

Uriner sistem kandidozu: Asendan ya da hematojen yolla renal
kandidoz gelisebilir. Uretral katater uygulamasi, genital veya
gastointestinal sistemden yayilim sonucu sistit gibi alt Griner sistem
infeksiyonu geligebilir(51).

Osteomuvelit, artrit, miyozit: Nadiren hematojen yayihm, travma ve
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kortizon injeksiyonu sonrasi gelisebilir (51).

Okiiler kandidoz: Hematojen yayilimla, travma ve cerrahi sonrasi
gelisebilir. Konjonktiva, kornea, lens, silier cisim, vitrbz humor, uvea
tutulabilir, kérlUk gelisebilir (48,51).

6. Antifungal ilaclar

Antifungal ajanlar deri, mukoza ve organlarin lokal veya
sistemik infeksiyonlarina kargi etkili bilesiklerdir (58). Topikal, oral ve
parenteral yoldan uygulanabilirler. Fungal infeksiyonun tanisinin
konulamamasi veya ge¢ konulmasi nedeniyle tedavide kullanilacak
antifungalin sec¢imi, dozu ve kullanim slresiyle ilgili veriler yetersizdir.
Ayrica antifungal ajanlarin in vitro ve in vivo duyarlilik sonuglar arasinda
korelasyon da yeterli degildir. Antifungal ila¢g kullaniminda bir diger sorun,
mantar hicrelerinin de Okaryotik hiicre olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Tedavinin basarili olmasi igin genis spektrumlu, vicut doku ve sivilarina
iyi dagilim gdésteren ve konakg¢idan daha fazla fungal 6zgulliglu olan
ajanlara gereksinim duyulmaktadir (16).

ilk kez 1903 yilinda bir sporotrikoz vakasinda, iodidlerin ve 1939'da
dermatofitlere karsi griseofulvinin tedavi maksadiyla kullaniimasindan
sonra, 1950'i yillara kadar antifungal tedavide pek fazla gelisme
olmamistir. 1950'de nistatin, 1956'da amfoterisin B, 1964'de flusitozin ve
1960'larin  sonlarinda da azoller antifungal tedavide kullaniimaya
baslanmistir (59).

Sentetik yolla elde edilen azollerin ilk grubunu olusturan imidazol
grubu antifungal ajanlar; klotrimazol, mikonazol, ekonazol, izokonazol,
ketokonazol tiyokonazol, sulkonazol, bifonazol, oksikonazol,
butokonazol ve fentikonazolden olusur. Son olarak, 1980'lerden sonra
ikinci azol tdrevi olan 1. kusak triazollerden terkonazol, itrakonazol ve
flukonazol klinik kullanima girmistir. Ginimuzde bu ajanlara ek olarak yeni
triazoller, amfoterisin  B'nin  lipozomal tlrevleri, ekinokandinler,
nikkomisinler, pradimisin ve analoglari gibi yeni antifungaller de
geligtiriimistir. Ayrica, fungal infeksiyon tedavisinde cesitli antifungallerin

ve immunomodulatér ajanlarin birlikte kullanimi da giindemdedir.
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Tedavi seceneklerinin bu denli genislemis olmasina karsin, antifungal
ajanlarin yaygin kullanimi sonucu direngli fungal patojenler ortaya ¢ikmigtir
(60,61).

6.1. Poliyen Antibiyotikler

Amfoterisin B: 1950'li yillarin sonlarina dogru kullanima giren
amfoterisin B, Streptomyces nodosus'un bir susundan elde edilen bir
haptendir(62). Parenteral kullanilir. Hicre membraninda ergosterole
irreversibl baglanarak hicre permeabilitesini bozar, stoplazmik icerik disari
sizarak hlcre O6lumd meydana gelir. Fungusidal etki g&sterir(63).
Amfoterisin B'nin C.albicans Uzerindeki etkisinin elektron mikroskobunda
incelenmesinde; on ikinci saatte hicre membraninin yer yer kesintiye
ugrayarak por yapilarinin olustugu ve hucrelerin dizgin yapisini
kaybettigi, hicre duvar yapisinin yer yer kesintiye ugradigr ve
inceldigi gosterilmistir. Yirmidérdlincl saatte hiicre duvar ve membran
yapilarinda incelme ile stoplazmalarinda organel kaybi1 gézlenmis, cogalma
sekli olan tomurcuklanmaya ( budding ) rastlanmamistir (64).

Antifungal spektrumu nistatinden daha genistir. Sistemik ve lokal
kandidiaziste kullanilir. Sistemik kandidiazis ile aspergillozis, mukormikozis,
kriptokokkozis, koksidiomikozis, dissemine histoplazmozisde en sik
tercih edilen ilagtir. Oral kullanimda emilimi iyi degildir, metabolize
olmaz ve lipidten zengin dokularda birikir, uzun slre az miktarda idrar
ve safrayla atilir. Yari émr0 on dért giindlr (62).

Tedavi sirasinda nefrotoksisite goérulebilir. Ayrica ates, titreme,
hemoglobin konsantrasyonunda azalma, tromboflebit, ndrbtoksisite,
kardiyotoksisite gibi yan etkileri de mevcuttur. Amfoterisin B'nin ates,
Usime gibi yan etkileri prostoglandin veya Tumoér Nekrozis Faktor
(TNF) salinimina; bdbreklere olan yan etkisi ise, ilacin direkt olarak bébrek
kan akimini azaltmasi ve tubudl fonksiyonlarina etkisi sonucu ortaya
clkmaktadir (62,65).

Amfoterisin B, bdbrekten atilan siklosporin ve aminoglikozit tirevi
ilaclarla etkilesime girebilmektedir (62).

Klasik amfoterisin B'nin etki spektrumunu degdistirmeden yan
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etkilerini azaltan lipozomal formullasyonlar gelistirmistir.  Lipid
formUlasyonlarin nefrotoksik etkilerinin belirgin olarak azalmasinda
etkili olan mekanizmalar; lipozom ile tasinan amfoterisin B'nin segici
olarak fungal hucrelere transfer edilmesi, lipozomal amfoterisin B'nin
HDL'ye klasik amfoterisin B'den daha fazla baglanmasi olarak
dzetlenebilir. inflizyona baglh yan etkileri olusturan monosit ve
makrofajlardan TNF-a, iL-1, IL-6 salgilanmasi, amfoterisin B'nin
lipozomal yapilar ile gevrelenmesi ile azalir. Glvenle kullanilan ilaglar
olmakla birlikte ¢ok pahali olmalari kullanimlarini kisitlayan en énemli
faktdrdir (66). Amfoterisin B'nin lipozomal formlari:

Amfoterisin B Lipid Kompleks (ABLC): Lopez-Berstein tarafindan
geliglirilen  bu molekilde 7:3 molar oranda dimiristoyl-fosfotidilkolin ve
dimiristoyfosfatidilgliseroliin olusturdugu serit seklinde kompleks yapilardir.
Bu komplekste lipozomal olan ve olmayan c¢ift tabakali lipit yapilar bulunur.
Onerilen doz 5mg/kg/giin'diir. Klasik amfoterisin B ile in vitro ve in vivo ayni
etkiye sahip olup nefrotoksik etkisi belirgin olarak dugtktir (67).

Amfoterisin B Kolloidal Dispersiyon (ABCD): Amfoterisin B ile
sodyum kolesteril sdlfatin 1:1 oraninda birlesmesi ile olusturulmus bir lipid
formilasyondur. Multilameller bir yapiya sahiptir. Onerilen doz, 3-6
mg/kg/gin'dir. insanlarda diger lipid formilasyonlara gére daha az
calisiimistir. inflzyon ile iligkili yan etkiler %86'ya kadar gikmaktadir.
Bundan kaginmak i¢in infizyon hizi yavas olmali ve premedikasyon
uygulanmahdir. Nefrotoksik etki, klasik amfoterisin B 'ye gdére oldukca
dasdktar (66).

Lipozomal Amfoterisin B (LAB): Lipozomal amfoterisin B, uniform,
sferik unilameller lipid veziklllerden olusur. Bu cift katli lipid tabaka
kolesterol ile stabilize edilmis distearoylfosfotidilgliserol ve hidrojenlenmis soy
fosfotidilkolin ile amfoterisin B nin kombine edilmesinden olusur. invitro
aktivitesi klasik amfoterisin B ile aynidir. Onerilen doz 3-
5mg/kg/gun'dir. Nefrotoksik etkisi klasik amfoterisin B 'den daha
disUktdr (68).

Lipid Emiilsiyonda Amfoterisin B: Amfoterisin B'nin %20’lik lipid iginde
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verilmesi ile ilgili genis kapsaml ¢calismalar yoktur.

Nistatin: Duyarli funguslarin stoplazmik membranindaki sterole
baglanarak bu yapinin harap olmasina ve esansiyel metabolitlerin
kaybina yol acar. Aspergillus, dermatofitler ve bazi dimorfik funguslara
etkilidir.  Toksisitesinden dolayr parenteral olarak kullanilamaz.
Mukokuten6z kandidiaziste topikal ve gastrointestinal kandidiaziste oral
olarak uygulanir. ilacin sistemik kullanimina potansiyel saglamak (izere
lipozomal nistatin ile ilgili calismalar yapilmaktadir (16).

6.2.Primidin Sentez inhibitorleri

Flusitozin: Antifungal etkinligi ilk kez 1963 yilinda kandidiazisin hayvan
modelinde kullaniimigtir. Primidin metabolizmasini bozarak fungal hiicrede
RNA ve protein sentezini engellemis olur. Sitozin permeaz araciligiyla fungal
hiicreye girer ve burada sitozin deaminaz ile 5-florourasile déntiserek RNA
ile etkilesir. Ayni zamanda 5-Florourasilin metaboliti DNA sentezinde rol
oynayan timidilat sentetazi inhibe eder. Sitozin permeazin eksik oldugu
memeli hicresindeki flusitozin, 5-florourasile dénlisemeyecedinden ilac
secici olarak mantarlara toksik etki gésterir. Suda ¢6ztnebilir ve oral olarak
verildiginde yizde 80-90 oraninda emilir. Yari émra dért saattir.
Bdbreklerden % 90 oraninda degisiklige ugramadan atilir(62).

Etki spekturumu kandida tirlerini, C.neoformans ve Aspergillus tirlerini
icerir. Yan etkileri doza bagimhdir. Digsuk dozlarda bulanti, kusma diare,
basagrisi, karaciger enzimlerinde yikselme goérilir. Flusitozin yiksek kan
dizeylerinde belirgin kemik iligi toksisitesi gdsterir. Antifungal etki glcl
amfoterisin B' ye gbre daha zayiftir ve genelde diger antifungaller ile
kombine sekilde kullanilir. Primer direncin en yodun olarak géruldigu
ajan flusitozindir (62,65).

6.3. Azoller

Azoller iki grup altinda incelenir:

1. imidazoler: Klotrimazol, Mikonazol, Ketokonazol

2. Triazoller:

Birinci kusak triazoller: Flukonazol, itrakonazol

ikinci kusak triazoller:Vorikonazol, Posakonazol, Rovukonazol
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Triazollerin imidazolerden U¢ noktada Ustunlukleri vardir( ).

1. Daha yavas metabolize edilirler ve daha uzun sire etkilidirler.

2. insan hiicresindeki sterollere daha az etkilidirler. Direkt toksik etkileri

zayiftir.

3. Endokrin yan etkileri yoktur.

Azollerin etkisi lanosteroliin ergosterole dénisiminden sorumlu olan
sitokrom P450'ye bagimli olan 14 a-demetilazi inhibe etmek yoluyla olur.
Bu slre¢ fungal organizmalar icin gerekli ergosterolli azaltir. Sterol
birikkmesine fungal hicre metabolizmasi dayanamaz ( fungustatik ).
Ayrica endojen respirasyonun inhibisyonu, membran fosfolipitleri ile toksik
etkilesim, mayalarin micel forma dénlsUmuinin inhibisyonu diger etki
mekanizmalarini olusturur. insan hiicrelerindeki sitokrom P-450 enzimi ile
etkilesime girerek bazi metabolik olaylarda bozulmaya yol acarlar. Adrenal
ve gonad steroid hormonlarinin sentezini bozarlar. Azollerin in vitro
etkinlikleri her bir ajanda dedisiktir ve klinik etkinlikleri ile tam korelasyon
gOstermez (65). Azollerin teratojenik oldugu da bildiriimistir (62).

Ketokonazol:1978'de kesfedilen ketokonazol oral emilimi,
normal mide asiditesinde iyi olan, genis spektrumlu, disik toksiteli bir
ilagtir. Eliminasyon yari émr0 dokuz saattir. Enterohepatik sirkllasyonda
metabolize edilir. Kandidalarda maya seklinin I6kositler tarafindan
fagositoza daha az elverigli olan pseudohif sekline déonlisiminU azaltarak
da antifungal etki olusturur. Aktif Greme ddnemindeki mantarlara etkili
oldugundan yeterli sire tedavi yapilmamigsa niks kacginiimazdir.
Hepatotoksik olabilmektedir. Ayrica testesteronu, ACTH uyarimina bagli
kortizol yanitini ve sentezini baskilayarak endokrin yan etkilere ( impotans,
oligospermi, libido azalmasi, jinekomasti, menstruel dlzensizlik) neden
olabilmektedir (62,65,69).

Siklosporinin  metabolizmasini inhibe eder, rifampinle birlikte
ketokonazolin metabolizmasi hizlanarak kan dlzeyi diser. Sisaprid,
astemizol veya terfenadin ile kullanimi kardiak aritmi riskini artirir.
Antiasitler, simetidin ve ranitidin mide pH'sini artirarak ilacin emilimini

azaltirlar (62).
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C. albicans ergosterol icerdigi icin, C. pseudotropicalis ve C.
tropicalis'ten daha duyarlidir. C. glabrata ise orta derecede duyarl veya
direnglidir (61).

Flukonazol:1981 yilinda imidazol cekirdeginin degistiriimesiyle elde
edilmistir. Suda ¢dzlnebilir, oral ve parenteral olarak kullanilir. Yiksek kan
dizeyine ulagir ve BOS dahil tim dokulara iyi dagilir. lyi tolere edilir ve yan
etki insidansi cok dusukttr. En sik gastrointestinal yan etkiler gérulGr.
Ozellikle kanserli ve AIDS hastalarinin, orofaringeal ve ozefageal
kandida tedavisinde en etkili ajanlardan biridir(62). Ancak AIDS
hastalarinin % 33'Unde flukonazole direngli C.albicans tespit edilmistir
ve cogunda diger azollere de carpraz diren¢c mevcuttur (70,71,72,73).

Vajinal kandidiaziste de c¢ok etkilidir. Kandidemili ndétropenik
olmayan hastalarda amfoterisin B kadar etkilidir. Aspergillus digsinda
genis etki spekturumuna sahiptir. Suda eriyebilirliginin yiksek olmasi,
plazma yarilanma édmrinin uzun olmasi ve toksisitenin az olmasi nedeniyle
yaygin kullanimi sonucunda, éncelikle C.krusei ve C. glabrata tlrlerinde
olmak Uzere C.albicans'ta da primer direng ortaya ¢ikmaktadir (61).

itrakonazol:1986'da  kesfedilen itrakonazol genis  antifungal
spekturuma sahip bir ajan olmakla birlikte yan etkileri flukonazolden daha
fazladir. Suda ¢ézinmeyen bir trizol tlrevidir. Midenin asit ortaminda
absorbsiyonu artar. Ketokonazolden daha iyi tolere edilir. Yan etkileri daha
¢ok bulanti, kusma seklindedir. Trigliseritlerde artma, hipopotasemi,
transaminazlarda yikselme, deride lekelenme, aldosteron benzeri etki,
periferal 6dem ve hipertansiyon diger yan etkileridir (62).

Parenteral formunun olmamasi, oral emiliminin gtvenilirlik sorunu ve
sabit kan konsantrasyonuna yavas ulasmasi tedavide kullanimini
kisitlamaktadir. Hepatik mikrozomal enzimlerin aktiviteleri UGzerine etKki
ederek, bazi ilaglarin metabolizmalarinda azalmaya ve toksisitelerinde
artmaya neden olurlar. Sisaprid, astemizol veya terfenadin ile aritmi riski artar
(62).

Vorikonazol (UK-109,496):Son yillarda gelistirilen ikinci jenerasyon
triazollerden ilk FDA onayi alan ajandir. Flukonazolln sentetik bir tarevidir.
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Flukonazole oranla daha genis antifungal spektrum elde etmek Uzere, triazol
halkalarindan birinin florinlenmig bir pirimidin ile yeri degistirilmis ve bir alfa
metil grubu eklenmistir. Bu degisikliklerin sonucunda daha giglu, daha genis
spektrumlu yeni bir triazol olan vorikonazol elde edilmistir (74). Ergosterol
sentezini doza bagimli olarak inhibe ettigi ve flukonazolden ¢ok daha etkin
oldugu bildirilmistir (75). Oral ve parenteral kullanima uygundur. YUksek oral
biyoyararlanim ve ylksek dagilim hacmine sahiptir. Ylksek biyoyararlanim
intravendz ve oral kullanim arasinda gecgis yapma imkani saglar. Atilim
sitokrom P450 sistemi ile karacigerden olur (76).

Aspergillus ve Kandida tirleri basta olmak Uzere birgok maya ve kuif
cesidine karsi ylksek in vitro etkinlik gdsterir. Oral formualasyonun ylksek
biyoyararlanimi  (%96) vardir. invaziv aspergilloz, ciddi kandida
infeksiyonlari, kandida 6zefajiti, Scedosporium, Fusarium tirleri ile olan
refrakter infeksiyonlarin tedavisi igin onay almigtir. Endike oldugu ciddi
mantar infeksiyonlarinin primer tedavisi i¢in kullanilabilecek bir antifungaldir
(74).

Flukonazole direngli C. albicans, C. glabrata, C. krusei izolatlarina daha
glcli etkinlik gdstermistir. Bununla beraber flukonazole direncli izolatlarda
vorikonazol MiK degerleri, flukonazole duyarli izolatlara gére daha yiiksektir.
Diger taraftan flukonazole duyarhhigl azalmis C. tropicalisin vorikonazole
capraz direng gosterdigi gérilmektedir (77).

Posakonazol (SCH 56592):itrakonazoliin hidroksillenmis analogudur.
Oral ve topikal formlar halinde hazirlanmistir. Aspergillus fumigatus ve
Aspergillus flavus’a karg! itrakonazolden 10 kat daha gi¢li 14 alfa demetilaz
inhibisyonu yapar. Candida spp, C. neoformans, Aspergillus spp basta
olmak Uzere dimorfik funguslara, dermatofitlere, Zygomyceteslere, Fusarium
spp.’ne karsi glcli ve genis spektrumlu etki gosterir. Calismalar faz |
asamasindadir.

Diger yeni azol bilesikleri: Ravukonazol (BMS-207147), Syn-2869,
TAK-187, T-8581, UR-9746, UR-9751, D0870 (75).

6.4. Alilaminler

Bu bilesikler ergosterol sentezinde anahtar enzim olan squalen
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epoxidase enziminin reversibl nonkompetitif inhibitéridir. Skualen birikimi
ve ergosterol eksikligi membran fonksiyonlarinin kaybina neden olur.
Klinikte topikal uygulanan naftitin ve terbinafin mevcuttur. Terbinafinin
invaziv mikozlarin tedavisinde kullanilmasi icin oral preparatlari
arastiriimaktadir (62).

6.5. Morfolinler

Alilaminler gibi sentetik ajanlar olup, ergosterol sentez yolunda enzim
inhibisyonu ile etkilidir. Amorolfin bu gruptaki tek ilac olup topikal olarak
kullaniimaktadir (66).

6.6. Ekinokandinler

Siklik lipopeptid yapida, fungusitik antifungal ajanlardir ve memelilerde
bulunmayan 1,3 B-glukan sentaz enzimini nonkompetatif olarak inhibe
edip hlcre duvari sentezini dnler. Bircok ekinokandin arastirma evresinde
olup en ileri evrede olan ajan anidulafungin (LY-303366)'dir. Hayvan
modellerinde, in vivo ve in vitro deneylerde kandida lzerinde etkinlige sahiptir
(61,62).

6.7. Pnémokandinler

Ekinokandin lipopeptidler sinifindan, onlarin analogu olup etki
mekanizmasi da aynidir. Pneumocystis carinii, Candida spp. Aspergillusa
karsi etkindir. Bu grupta kaspofungin (L-7438729) bilesigi bulunmaktadir
(62).

6.8. Pradimisinler-Benanomisinler

Fungisidaldir ve kalsiyuma bagh olarak hiicre duvari mannoproteinlerine
baglanir, ozmoza duyarh lizise yol acgarlar. intraselliler K+ disari sizar.
Fungal hiicre membraninin stabilizasyonunu bozarlar (62).

6.9. Nikkomisinler

Memeli hlcrelerinde olmayan hiicre duvari sentezi i¢in gerekli kitin-
sentazi kompetatif olarak inhibe ederler. Nikkomisin Z (SP-92,00704)
azollerle kombine kullanildiginda Candida spp, C.neoformans ve
Aspergillus karsisinda sinerjistik etki gésterdikleri saptanmistir (61,62).

6.10. Sitokinler

interldkin (IL)1,3,6,10 deneysel ve klinik galismalarda, hiicrelerin mikrop
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oldurica etkinligini artirdidr icin, immun yetmezlikli hastalarda sistemik

mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullaniimaktadir.

GUndmuzde yeni ilaglarin gelistiriimesi igin; C.albicans'tan soyutlanan
DNA topoizomeraz 1 enzimine, mantar hiicrelerinde protein sentezinde rol
alan elongasyon faktér 3'e ve mantar virllans genlerine ydnelik

arastirmalar sirmektedir (78).

6.11. Aktif ve Pasif immiinizasyon:

Mantar infeksiyonlarinin 6nlenmesinde poliklonal veya monoklonal
antiserumlarla pasif immunizasyonun olabilecedi distnulmektedir.

Aktif immuUnizasyon igin asi yapilabilir. Asilamada en blylik amag
mantarlarin tropizm gdésterdikleri gastrointestinal veya respiratuvar yollarin
mukozal ylzeylerindeki sekretuvar immunitenin istenilen dizeye ulasmasini
saglamaktir. Bu amagla oral yolla kullanimi kolay, gerekli uyariyi yapabilen
glvenli agilama konusunda arastirmalar devam etmektedir. Gelistirilecek asi
ile mukozadaki lenfoid dokuya antijenler tanitiimali, perifer bélgeler
stimule edilmeli ve farkli mukozal bdlgelerde badimsiz olarak koruyucu
sekretuvar immun yanit saglanmahdir (79).

7. Antifungal ilaclara Diren¢c Mekanizmalar

Amfoterisin B direnci: C.lusitania, C.tropicalis, C.glabrata,
C.parapsilosis tlurlerinde diren¢ bildirilmistir. Mantarlarin htcre
membranlarindaki ergosterol sentezini azaltarak, amfoterisin B'ye direncli
hale geldikleri distntlmektedir(62).

Flusitozin direnci: Direng gelisimi dnemli bir problem olup en énemli
nedeni ilacin tek basina kullanimidir. Direng ya ilacin metabolize olmasina
ya da pirimidin biyosentezinin feedback kontrolinin yetersizligine baglidir.
Sitozin deaminaz enziminin defektine bagl primer direncin en sik géraldigu
ilactir. C.albicans ve C. glabrata'da ylzde 7-10, diger kandida tirlerinde
ylzde 21 oraninda dirence rastlanmaktadir(61). Kazanilmis direng ise C.
albicans'taki metabolitlerin sentezinde rol oynayan Urasil fosforibozil
transferaz enzimindeki defekte baglidir (71).

Azollere direng: Azol direncinde ¢esitli mekanizmalar rol oynar. Bunlar:

1. Klinik faktérler: DasUk doz, aralikh kullanim ve profilaksi nedeniyle uzun
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sire kullanim direncin ortaya cikmasinda énemli yer tutar. ilacin kiimulatif
dozu, fungustatik olmasi ve susa karsi ilk MiK degeri diger etkenlerdir. Zayif
immun sistem, altta yatan hastalik, antidepresan ila¢ kullanimi, ilag
protokoline uyumsuzluk ise yardimci faktérleri olusturur.

2. Hucresel faktérler: Kiginin dogal direngli endojen sugslar ile kolonize
veya infekte olmasi direng gelisiminde son derece O6nemli yer tutar.
Azol tedavisi duyarli susun direncgli sus ile yer degistirmesine veya susta
mutasyon olusturarak yada gegici gen ekspresyonuna neden olarak direng
gelisimine yol agmaktadir. Susta hiicresel direnc tanimi, izolata kars! ila¢ MiK
degerinin tedavi slresince gittikce artiyor olmasidir.

3. Molekiler mekanizmalar: Amfoterisin B, etkisini fungal membranin
temel steroll olan ergosteroll baglayarak gdsterir ( fungusidal ).
Azoller ise hicre igine girmek zorundadirlar ve ergosterol sentezinde yer
alan anahtar enzim olan lanosterol 14a-demetilazi inhibe ederler
(fungustatik ). Direncli suslar,

a. Membranin sterol komponentinde degisiklik yaparak ilag girisini
azaltirlar. Bu sekilde amfoterisin B'ye de direng gelismis olur.
b.14a-demetilaz enzimini kodlayan ERG 16 geninde spesifik nokta
mutasyonlari olusturarak enzimin yapisini degigtiriler ve ilag enzimi
tanilyamaz.

c.Gende amplifikasyon ve ekspresyon artmasina yol acarak asiri miktarda
14a-demetilaz enzimi olusumuna ve ilacin bu miktardaki enzimi inhibe
edememesine sebep olurlar.

d.Ergosterol sentezinde yer alan diger enzimlerde degisiklikler olustururlar.
4. ilag atimindaki artis: Coklu ilag atim pompalari ilaglarin ve kiguk
molekdllerin hicre igi konsantrasyonlarini azaltmaya yoénelik c¢ahgirlar.
Direncte major rol oynayan bu faktérler iki tiptir: ABC transporter'lar, bir
transmembran poru ile iki adet ATP baglayan kasetten olusur. Hem azollerin
hem de diger ilaclarin transportunda rol alir. Maj6r facilitatér ise tek bir
transmembran porundan olusur ve sadece flukonazol atiminda rol oynar. Bu
sistemlere ait gen ekspresyonunun artigi sonunda ilacin disari atilma hizi ve

miktari artmakta, diren¢ gelisimi izlenmektedir.
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Direncte bu mekanizmalardan baska bilinmeyen, birbirinden farkli
¢ok sayida mekanizmanin rol oynadigi distntlmektedir (72,73).

8. Antifungal Duyarhhk Testleri
Bilindigi gibi 1950'li yillarda kullanima giren amfoterisin B'nin yeri
tartismasiz olmasina ragmen son yillarda C.lusitaniae, Trichosporon spp.
gibi mayalarda amfoterisin B'ye karsi diren¢ gelismesi ile triazol
grubu antifungallerin profilaksi ve tedavide kullanimi artmis ve bdylece
daha az patojen ama direncli olan C.tropicalis, C.krusei, C.glabrata,
C.parapsilosis gibi maya tdrleri, sistemik patojen olarak gérilmeye
baslamigtir. Bdylece antifungal ilaglarin etkinligini 6lgmede in vitro duyarlilik
testlerinin 6nemi artmistir. Bu testler;

1. iki ya da daha fazla ajanin aktivitelerinin givenilir olarak olgiiimesini
saglamalidir.

2. in vivo aktivite ile uyum gdstermeli ve tedavi sonuglarini élgebilmelidir.

3. Duyarli organizma toplulugu icindeki diren¢ gelisiminin takibini
saglamalidir.

4. Yeni geligtirilen deneysel ajanlarin tedavi edici giglerini él¢cebilmelidir.
Tedavide dogru ydnlendirmeyi yapabilen en guvenilir metodolojiyi
gelistirmek amaglanmakta ancak bu durum antimikrobik ilaglardaki kadar
kolay olmamaktadir(10). Son yirmi yila kadar sistemik tedavi gerektirecek
mantar infeksiyonlarinin ¢ok nadir olmasi ve amfoterisin B diginda bu
amagcla kullanilabilecek fazla bir se¢cenegin bulunmamasi bu durumun en
6nemli nedenidir. Ciddi derin mikoz insidansinin ve bu mikozlara yol agan
mantar turlerindeki gesitliligin artmasiyla, terapotik ajanlardaki segcenekler,
antifungal ilag direncini gdsterebilecek glvenilir in vitro metodlarin
gereksinimini dogurmustur (63).

Mayalar ile ilgili duyarlilik testlerinde standardizasyon calismalari 1982
yihnda NCCLS ' ye bagh bir antifungal duyarlilik testleri alt komitesi
kurulmasi ile baslamistir. Bu komite, 1992 yilinda ilk referans yontem olarak
makrodilisyonu kabul ederek, etkili olacak faktérleri standart hale
getirdigi M27-P belgesini yayinlamistir (14). Sonraki yillarda kalite kontrol

suglari belirlenmis ve mikrodilisyon yéntemi M27-T belgesi ile bildiriimistir.
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1997 yilinda ise kullaniimakta olan antifungal ajanlar igin duyarlilik ve direng
sinirlart belirlenerek mikrodilisyon yéntemi igin M27-A ve 2002 yilinda
M27-A2 belgeleri sunulmustur (12,13).

Bu referans yéntemin yalnizca kandida tlrleri ve C. neoformans igin
standardize edildigi, difazik yada kif mantarlari icin uygun olmadigi, ayrica
in vitro sonuglarla hastanin tadaviye yaniti arasinda kesin bir korelasyonun
bulunmadiginin mutlaka bilinmesi gerekmektedir (9).

in vitro duyarlilik testleri ¢cok sayida teknik degiskenden etkilenen
antifungal ajanlar ile yapilir. Bu degiskenler; inokulum baydkluga ve
hazirlanmasi, besiyeri icerigi, pH's1, sekli ve inkiibasyon isisidir. Ayrica MiK
degerini belirleme yéntemi , antifungal ajanlarin ¢ézindrlik dereceleri,
kimyasal stabiliteleri, belli konsantrasyonlar tGzerinde bdlgesel inhibisyon
yapma 6zellikleri de degisken olarak distndlmelidir (12,80).

Antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi gereken durumlar (81):

1.  Etken mikroorganizmaya etkili oldugu bilinen antifungal ilag ile tedaviye
yanit alinamamasi,

2. Alternatif ilaglarin arastirilmasinin gerekliligi ve 6zellikle segilen ilaca
karsi mantarin direnli oldugunun bilinmesi ( 6rn: C.lusitaniae ile amfoterisin
B gibi),

3. Flusitozin ile tedavi yapilmasi ( direng siklikla gérilmektedir) ,

4. Yeniilaglarin kullaniimasi,

5. Agir immun sistem yetmezlikli (nétropeni v.b) hastalarda sistemik
infeksiyon gelisimi,

6. In vitro ve in vivo uyumun belirlenmesinin amaglanmasi

durumlarinda antifungal duyarllik testleri uygulanmalidir.
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Tablo 3. Antifungal Duyarlilik Testleri (80,82)

YONTEMLER

MIK DEGERLERININ OLCULMESI

Buyyon makrodillisyon

Buyyon mikrodiliyon

Kolorimetrik
mikrodillsyon
Agar dilisyon
Agar difiizyon
Disk
E test

buyyon

Gorsel ( 1:5 kontrol UGreme bulanikligi ile
karsgilastirma ), ATP fotometre, bulaniklig
6lcme (turbidometre), kolorimetre, radyometre,
kuru agirhk

Gorsel  (kontrol  Greme  bulanikhgr ile
karsilastima) ATP fotometre bulanikligi élcme
(turbidometre), kolorimetre, radyometre, kuru
agirhk

Renk degdisiminin gérsel izlenmesi

Gorsel

Gorsel ( zon ¢api 6lgim( )
Gorsel ( inhibisyon zonu )

Yapilan galismalarda antifungal tedavi basarisini belirlemede konaga

iligkin faktérlerin énemli roli oldugu goértlmastir. Hastanin altta yatan

hastaligi, CD4 sayisi, ilacin dozu, verilis sUresi, verilis yolu gibi faktérler

de in vitro uyumu etkilemektedir(80,83). Bununla beraber her ne kadar disik

MiK degerleri basarili sonuglarin garantisi degilse de, yiksek MiK

degerleri de basarisizligin géstergesi degildir. Klinik acidan ilag direncinin

O6nceden haber verilmesi, hassasiyetin énceden haber verilmesinden cok

daha énemlidir (83).

8.1. Mikrodilusyon Testi

Su anda CLSI

yayinlanmis bir standart
kullaniimaktadir (12).

tablo 4’de gdsterilmigtir(84).

tarafindan maya mantarlar i¢cin 2002 yilinda
yontem (M27-A2) olan mikrodilisyon

Mayalar icin standart yénteme iligkin parametreler

Standart bir ydntem 6énerilmesine ragmen heniz antifungal duyarlilik
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sonuglari ile ilgili sorunlar bitmemistir. Klinik kandida suslari igin
flukonazol, itrakonazol ve flusitozin icin MIK direng sinir degerleri
belirlenmistir. Ancak amfoterisin B icin bu degerler hentz kesinlik
kazanmamistir. Bunun nedeni, standart yéntemin amfoterisin B'ye duyarli
ve direncli suslari ayird etmekte yetersiz kalmasidir. Genellikle kandidiyazisli
olgulardan izole edilen suglarda flukonazole yanit agisindan in vitro ve in
vivo sonuglar arasinda bir korelasyon oldugu saptanmaktadir. Ancak
klinik yaniti belirleyen tek parametre susun o antifungal igin saptanan in
vitro duyarlihk durumu degildir. Konak faktori ¢cok dnem tagimaktadir (84).

Tablo4. Mayalar icin referans yéntem (NCCLS M27-A2)

Yoéntem: Mikrodiliisyon

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

inokulum: 0.5-2.5x10° CFU/ml

Sicakhk: 35°C

Sire: 48 saat (kandidalar), 72 saat (C. neoformans)

MIK degeri:Amfotersin B icin skor “0” (Uremenin tam inhibisyonu)

Azoller ve Flusitozin icin skor “2” (Uremenin %80 azalmasi)

Oneri: Azoller icin mikroplagin okunmadan énce galkalanmasi

Diger mikrodiliisyon testleri:

Alamar mavisi yéntemi: Bir oksido-redliksiyon indikatérii olan alamar
mavisi normalde mavi olup, mantar Gdremesi oldugunda pembe renge
donistir. Mavi olan son kuyucuk MIK degerini verir(79).

MTT yOntemi: MTT (4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromid)
boyasi canl hulcrelerdeki dehidrogenazlar tarafindan indirgenerek sari
renkten mor renkli formazana dénlstr. Bu yéntemin mayalarin antifungal
ajanlara duyarlihgin saptanmasinda kullanilabilecegi gdzlenmistir (79).

Spektrofotometrik yéntem: Bu ydntemde bulanikligin  kontrole gbre
amfoterisin B i¢in %90, flukonazol igin %50-70 oraninda azaldidi gukurlar
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MiK olarak kabul edilir(79).

Yapilan ¢alismalarda bu G¢ testin M27-A2 protolold ile uyumu %80-100
arasinda bulunmustur (79).

8.2. Makrodilliisyon testi

Makrodillisyon testinin temel prensipleri tablo 5'te gésterilmistir (12).

8.3. Disk difuzyon testi

Antifungal ajanlarla doyurulmus disklerin kullanildigi  bu yéntem igin
kazeinli veya asparaginli yeast nitrojen glukoz agar besiyerinde 48
saatlik inkibasyon &nerilmektedir. Azoller disindaki antifungaller igin
kullanilabilir. Ginkd azollerde kismi  inhibisyon ve zon i¢i Uremeler
nedeniyle degerlendirme zor olmaktadir(85). M27-A2 protololl ile uyumu

%80 civarinda bulunmustur(32).

Tablo 5: Makrodillisyon testinin temel prensipleri

Yontem: Makrodilisyon

inokulum hazirlanmasi: 0.5 McFarland bulaniklik standardina gére

spektrofotometrik 6lciim ile

inokulum konsantrasyonu:0.5-2.5 x10° CFU/m

Besiyeri: RPMI1640

Tampon: Morfolinpropansulfonik asit (MOPS) 0.165 M
PH: 7

inkiibayon isisi: 35°C

inkiibasyon siiresi: 48 saat

MIK degeri:Amfoterisin  B: bulanikigin  gérilmedigi  konsantrsyonun
saptanmasi

Azoller ve Flusitozin: bulanikligin %80 azaldigi konsantrasyon

8.4. E test

E test (AB Biodisk, Solna, Sweden) plastik striplere emdiriimis
antimikrobiyal ajanin MIK degerinin saptanabildigi bir diflizyon testidir.
Pahali olmasi en 6nemli dezavantajidir. M27-A2 protolold ile uyumunun
%70-100 arasinda oldugu belirtiimektedir(86).
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9. Time Kill (Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi) Yéntemi

Antibiyotik kombinasyonlarinin zamana ve konantrasyona bagimli sidal
aktivitelerinin incelenmesinde kullanilir.

Yeni antimikrobik ajanlarin veya ilag kombinasyonlarinin etkinliginin
arastirlmasinda, diger in vitro testlede gérilen paradoksal etki, persistans ve
tolerans fenomenlerinin dogrulanmasinda, tedavide sidal etkinligin énemli oldugu
6zel durumlarda tedavi basarisizhigini agiklamada yardimci bir ydontem olarak
uygulanabilmektedir.

9.1. Genel Ozellikler

Test susu antibiyotik icermeyen ve cesitli yogunluklarda bir antibiyotik veya
antibiyotiklerin kombinasyonlarini iceren sivi besiyerine aktarilir. inokulasyon
baslangicinda ve bunu takip eden zaman araliklarinda &érnek alinir. Canli
organizma sayisl, kati besiyerine pasaj yapilarak belirlenir. Alinan sonuclar koloni
sayisinin zaman igindeki degisimini gésterecek sekilde bir grafige kaydedilir (81).

Besiyeri olarak bakteriler i¢in katyon eklenmis Mueller Hinton buyyonu, maya
tirl mantarlar icin RPMI 1640 besiyeri kullanilir. Son inokulum konsantrasyonu
bakterilerde 6x10° CFU/ml, mayalarda 1-5x 10° CFU/ml olmalidir. inokulum
hazirlanirken kullanilan mikroorganizmalar logaritmik Ureme fazda olmalidir.
MiK’un 1/2, 1/4, 1, 2, 4 kati gibi konsantrasyondaki antimikrobik diliisyonlari ile
calisiir. MIK saptama ydntemi makrodiliisyondur. inkiibasyon isisi 35°C’dir.
Makrodiliisyon tUplerinden alinan érneklerden 0, 4, 8, 24. saatlerde dilisyonlar
hazirlanip, kati besiyerine ekim yapilir. Degerlendirme kati besiyerinde Ureyen
koloni sayisina gére yaplilir (81,87).

9.2. Yorum

Antibiyotigin zaman igindeki Oldirme (sidal) etkisinden sz edebilmek igin
koloni sayisinda 24 saatte %99.9 yani 10° kat (3 logio) azalma gériilmelidir. 10°
katin altindaki azalmalar bakteriyostatik/fungustatik etki olarak yorumlanir.

incelenen ki antibiyotigin sinerjist etkisinden sz etmek icin  6nce
kombinasyonlardaki antibiyotiklerin daha aktif olaninin koloni sayilari kaydedilir.
Bu degerlere oranla kombinasyonun 24 saatlik koloni sayisinda =10 kat (=2logso)
diislis varsa sinerjik olarak tanimlanir; =10? kat artis antagonizmi, <10 kat artis

veya azalis ise aditif veya indiferan etkiyi gosterir (88).
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9.3.Yontemin Avantajlari
1. Mikrodiliisyon ydntemi ile yalniz inhibisyon verileri elde edildigi halde &lim
egrisi ydntemi ile, denenen ila¢ yada kombinasyonun sidal aktivitesi élctlebilir. Bu
nedenle sidal amagli tedavi takipleri icin daha anlamh bir ydntemdir.
2. Mikrodilisyon yénteminde 16-20 saat sonunda tek élcim yapildigi halde, bu
yontemde zamanla birlikte degisen etki dinamik olarak gésterilebilmektedir (88).

9.4. Yontemin dezavantajlari
1. Standardize degildir.
2. Teknige bagh giglukler séz konusudur.
3. Bu ybntem ve mikrodiliisyon yontemi ile alinan sonuglar arasinda ytksek
oranda uyumsuzluk oldugu bildiriimektedir. Ancak ydntemlerden biri inhibitér
digeri sidal aktivite ile ilgili oldugu i¢in bu dogal karsilanmaldir. MikrodilGisyon
yonteminde, Fraksiyonel Bakterisidal Konsantrasyon degerlerinin kullaniimasi ile
uyum oraninin artirilabildigi 6ne strilmektedir.
4. Bu ybntem ile 8 saatte sinerji saptanmasina karsin 24 saatte
degerlendirildiginde mikroorganizmalarin yeniden Uredigi gérulebilmektedir. Bu
durum ilaglarin inaktivasyonuna, direncli mutantlann seleksiyonuna, tipin
kenarina tutunan mikroorganizmanin besiyeri ile temas sonucu yeniden

Uremesine bagl olabilir (81).
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I.GEREC VE YONTEM

1. izolatlar

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nde 2005-2006 vyillari
arasinda, yatan hastalarin invaziv infeksiyonlarindan izole edilen 100
Candida albicans susu calismaya alinmistir. Birden fazla kultiriinde Gremesi
olan hastalarin sadece bir susu calismaya alinmistir. Suslar 18 kan Kkultard,
10 balgam kultard, 3 katater kiltart, 8 ETA (endotrakeal aspirat) kalttrd, 61
idrar kdltdrinden izole edilmistir.

2. izolasyon ve Tiir Tayini

Kandidalari kan kaltiri érneklerinden izole etmek igcin tGreme oldugunu
gOsterir sinyal veren Bac-Tec siselerinden kanli agar ve EozinMetilenBlue
(EMB) plaklarina pasaj yapildi. Kaltir ekimlerinde Greyen stpheli
kolonilerden lam lamel arasi direk preparat hazirlandi ve 1sik mikroskopunda
400x blyutmede incelendi. Maya hucreleri gérilen kolonilerden SDA'a pasaj
yapildi. SDA'da 24-48 saat inkibasyondan sonra 0.5-1 mm ¢apinda beyaz
veya krem renkli ve kendine 6zgli maya kokusu olan koloniler géraldu.

Balgam, katater, ETA ve idrar érneklerinden kandidalari izole etmek igin
SDA besi yerine ekimi yapildi. 37°C'de bir hafta inkiibe edildi. Ureme olan
plaklarda koloniler 24-48 saatte goérinir hale geldi. Ureyen  sipheli
kolonilerden lam lamel arasi direk preparat hazirlandi ve 1sik mikroskopunda
400x bayutmede incelendi. Maya kolonileri tespit edildi.

Maya kolonilerinden germ tlp testi ve piring besiyerine ekim ile C.
albicans suslari belirlendi. identifikasyon sonuglart APl 20C AUX Sistemi ile
dogrulandi.

izolatlar %15 gliserinli buyyon iceren ependorflarda -20°C'de saklandi.
Duyarlilik cahigmasinda énce SDA'ya pasaj yapildi. Galismadan bir giin énce
saf Ureme saptanan besiyerlerinden tek koloni alinarak SDA'a ikinci bir pasaj
yapildi. Suslar calismaya 24 saatlik inklibasyondan sonra alindi.

Germ Tlp Testi: 0.5 ml insan serumu icerisine test edilecek koloni
eklenip karistirildi, 37°C'de 2 saat inkilbe edildi. inkiilbasyondan sonra lam



lamel arasi preparat hazirlanip 400x buyutmede incelendi. Blastospordan
kéken alan, baslangi¢ noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca
belirgin kabariklik olmayan flament seklindeki yapilar germ tlp olarak
degerlendirildi. Germ tlp testi pozitif olan maya suslarn C. albicans olarak
tanimlandi (8).

Pirinc Besiyerine Ekim: Test edilecek koloniden igne &ze ile bir parca
alinip besiyeri Uzerine birbirine parelel ¢izgiler halinde ekim yapilarak ekim
alaninin Gzeri steril bir lamelle kapatildi. 27°C'de 72 saat inklibe edildikten
sonra mikroskopta 400x bUyitmede mikroskopik morfolojik &zellikler
incelendi. Klamidospor olusturan koloniler C.albicans olarak tanimlandi. Hif
ve pseudohif yapma 6zellikleri belirlendi(26).

APl 20C AUX Sistemi: Klasik ydntemlerle identifikasyonu yapilan
suslarin sonuglarinin  dogrulanmasi igin ticari kitlerden APl 20C AUX
(BioMerieux, France) kullanildi.

Testin Uygulanmasi:

1. Stripin hazirlanmasi: inkibasyon kabinin icindeki kuyucuklar 5 ml
distile su ile dolduruldu, strip paketi agilarak icine yerlestirildi.

2. inokillasyon: SDA'daki 24 saatlik kandida kolonilerinden steril bir
6ze ile alndi, 2mllik Suspension Medium (%0.85NaCl) iginde
kanstinldi, yodunlugu 2 McFarland'a ayarlandi. Bu sidspansiyondan, Kit
iceriginde olan C medium igine 100 mikrolitre aktarildi. Yeni karigimdan strip
icindeki kuyucuklara dolacak fakat tasmayacak sekilde dagitildi. Strip
inklbasyon kabinin icine yerlestirilip, kapag! kapatildi. 30°C'de 24-72 saat
inklibe edildi.

Stripin  okunmasi: Bulaniklik olan kuyucuklarda dreme pozitif kabul
edildi. Testin gecerliligi icin negatif kontrolde dremenin  olmamasina
dikkat edildi.

Ozellikle glukoz kuyucugunda Greme olmamissa inkiibasyon siiresi 24
saatten 72 saate kadar uzatildi. Ureme olan kuyucuklar not edildi. Sonucta
mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri 24., 48. ve 72. saatte
degerlendirildi.

3. identifikasyon: Test prosediiriine gére Ureme olan kuyucuklara
degerlendirme cetvelinde 1,2,4 gibi numaralar verildi. Her bir grup icindeki
sayilar toplandi ve sayisal profil elde edildi. Hif olusumu durumunda da 4
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sayisi eklendi. Elde edilen sayisal profil, APl 20C AUX Analytical Profile
Index'e  gére degerlendirildi (APl 20C AUX, bioMerieux, France, Kit
prosedird).
3.Mikrodiliisyon Yéntemi ile Antifungal Duyarlilik Caligmasi
Mikrodiliisyon ile antifungal MiK belirlenmesi NCCLS M27-A2'ye gore
yapildi (13). Kontrol susu olarak Candida albicans ATCC 90028 susu
kullanildr.
RPMI Besiyerinin Hazirlanmasi
Malzemeler (I litre RPMI icin):
1. Besiyeri: 10.4 g RPMI 1640, bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH indikatorlt
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
2. Tampon tuz: 34.53 0.165M MOPS (3-N-morpholino
propanesulfonic acid) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
3. Distile su: 1000 mi
4. 10 N NaOH: 10 N NaOH hazirlamak icin 100 ml icine 40 g NaOH (50 ml'ye
20g veya 25ml'e 10 g olabilir) eklendi, balon joje icinde karigtirilarak
¢6zuldu. (I litre RPMI igin yaklasik 5 ml 10 N NaOH gerekiyor.)
5. pH metre
6. Manyetik karistirici
7. 1.5 litrelik silindirik mezir
8. Filtrasyon igin gerekli malzeme: 0.22um'lik Millipore® filtre
50 ml'lik enjektor
100'er ml alabilecek 10 adet steril sise
9. Stzme sonrasi sterilite kontroll i¢in kanli agar plaklari

10. Steril kapakh siseler

islemler:
1. Silindirik mezlr icine 950 ml distile su koyuldu.
2. 34.53 g MOPS eklendi.
3. 10.4 g RPMI eklendi ve manyetik karistiricida karistirildi.
4. 10 N NaOH eklenerek pH 6.9-7.0'a ayarlandi, eklenen NaOH miktar not
edildi.
5. Total hacim | litre olacak sekilde distile su eklendi.
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6. Filtre ile siizme islemi dikkatlice yapildi ve besiyeri steril siselere dagitildi.
7. Hazirlanan besiyerinden kanli agar plak besiyerine | ml ekildi (sterilite
kontrol).
8. +4°Cde saklandi.
Antifungal Stok Solisyonlarin ve Diliisyonlarin Hazirlanmasi
Malzemeler:
1.Antifungal ilag tozlari
Flukonazol (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
Amfoterisin B (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
Vorikonazol (Pfizer ilaclan AS, istanbul, Tirkiye)
2.0rganik ¢dzici: DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Sigma
Chemical Co, Stlouis, MO, USA) Amfotensin B ve
Vorikonazoll ¢6zmek igin gerekli
3. RPMI 1640 besiyeri
4. Steril distile su, Flukonazoli ¢bzmek icin gerekili
5. Stok solliisyon hazirlamak icin 3 tane bilylk boy steril sise, stok
solisyonlari belli miktarlarda bdlerek -80°C'de saklamak icin uygun steril
tipler
6. Antifungal dilisyonlan hazirlamak igin steril siseler
7. Uc adet spor
8. Steril mikroplaklar
9. Otomatik tek kanalli ve gok kanall pipetler ve steril pipet uglari
10. Antifungal ilag dilisyonlarini mikroplaklara dagitirken, calisma
kolayligi icin  steril petri kutularn kullanilabilir (3 antifungal ilag ve 10
dilisyon i¢in 30 adet, sterilite ve Urerne kontrol igin 4 adet, toplam yaklasik
35 adet)
11. Amfoterisin B 1sikta bozuldugundan tlpleri kaplamak ic¢in aliminyum
folyo kagidi
12. DMSO ile ¢ahsirken korunmak igin eldiven

13. Hassas terazi
islemler:

1.Antifungal ila¢c miktarlar
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Agirlik (mg)= [Hacim(ml)xKonsantrasyon(ug/ml)] / Potens (ug /mg)
formalline gbre hesaplandi ve hassa terazide tartildi.

Amfoterisin B:
Potens: %80 (I0OOmg'da 80 mg, | mg'da 800ug; yani potensi 800 pg/ml)
Stok sollsyonun konsantrasyonu: 1600 ug/ml
Hacim: 20 ml DMSO
Agirlik= (20x1600)/800 = 40mg = 0.040g

Flukonazol:

Potens:%100 (I0OOmg'da 100mg, 1mg'da 1000ug; yani potensi 1000 pg/ml)
Stok sollisyonun konsantrasyonu:1280 ug/ml
Hacim: 20 ml distile su
Agirlik= (20x1280)/1000 = 25.6 mg = 0.02569g

Vorikonazol:

Potens: %100 (I0OOmg'da 100mg, 1mg'da 1000ug; yani potensi 1000 pg/ml)
Stok sollisyonun konsantrasyonu:1600 ug/ml

Hacim: 20 ml DMSO

Agirlik= (20x1600)/1000 = 32 mg = 0.032g

2.Amfoterisin B ve vorikonazol DMSO iginde, flukonazol distile su iginde
cbzdaraldi.

3. Her bir stok sollsyon, birer ml olacak sekilde 20 adet steril tipe
aktarildi ve -70°C'de saklandi.

4. Hazirlanip -70°C'de saklanan antifungal stok sollsyonlar, dilisyonlar
hazirlanirken yeterli miktarda eriditildi. Her bir antifungal ilag icin ayri
ayri seri dilisyonlar hazirlandi ve tipler isimlendirildi.

Amfoterisin B ve vorikonazol i¢in ilk dilisyon 1/50, sonraki dilisyonlar 1/2
oraninda RPMI besiyeri ile hazirlandi. 32 - 0.06 pg/ml konsantrasyon
araliginda 10 farkh dilisyon elde edildi.

Flukonazol igin ilk dilisyon 1/10, sonraki dilisyonlar 1/2 oraninda RPMI
besiyeri ile yapildi. 128 -0.250 pg/ml konsantrasyon araliginda 10 farkli
dilisyon elde edildi.

Bu konsantrasyonlar inokulum ile 1/2  tekrar dilie olacagdl igin
mikroplaktaki son konsantrasyonlari yariya inecektir. (Amfoterisin B ve
Vorikonazol: 16-0.03 pug/ml, Flukonazol: 64-0.125 pg/ml)
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5.Mikroplagin yatay siradaki son kuyucugu (12. kuyucuk) sterilite kontrol
kuyucugu olarak belirlendi ve 200 ul RPMI kondu.
6.Mikroplagin 11. kuyucugu Ureme kontrol kuyucugu olarak belirlendi ve
100 pl RPMI kondu. Uzerine 100 pl inokiillum eklendi.
7.En disUk ila¢g konsantrasyonu 10. kuyucukta, en ylksek ilag
konsantrasyonu 1. kuyucukta olacak sekilde 100’er ul dilisyonlar otomatik
pipetle dagitildi.
8. Eger inokilumlar bu asamada eklenmeyecekse mikroplaklar -20°C'de
saklanmak Uzere kaldirildi ve galisma 6ncesinde oda sicakhginda bir
sure bekletildi.

Sonucta her bir mikroplakta bir antifungal ilagin, 10 dilisyonu ve
her sus cift sira caligildigi icin 4 Candida susu calisilabildi.
inokiilum Hazirlanmasi Ve Eklenmesi
Malzemeler:
Her bir sus i¢in 3 adet steril orta boy tlp
Her bir sus igin 2 ml. serum fizyolojik
Her bir sug icin 10 ml RPMI besiyeri
Otomatik tek kanalli ve ¢ok kanalli pipetler

Steril pipet ucu (sari ve mavi)

AN A

Her bir sus icin bir adet steril petri kutusu (Mikroplaklara daha kolay
dagitiimasini saglamak igin)

7. 0.5 McFarland'lik érnek slspansiyon

8. Spektrofotometre

9. Spor

islemler:
1. Her bir sus icin ¢ adet tlp dizildi (A,B,C tpleri).
2. A tiplne 2 ml Serum fizyolojik

B tipUne 4.75 ml RPMI besiyeri

C tipUne 4.9 ml RPMI besiyeri kondu.
3. A tlpinde, SDA'da bir gece inkiibe edilmis olan kandida suslari ile 0.5
Mc Farland'a uygun siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyon 1x 10°-5x 10°
CFU/ml maya icerdi.
4. A tOplindeki sispansiyondan 0.25 ml alinarak B tUpUne eklendi (toplam
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hacim 5 ml oldu, 1/20 sulandiniimig oldu).

5. B tUpUndeki sispansiyondan 0.1 ml alinarak C tipUne eklendi (toplam

hacim 5 ml oldu, 1/50 sulandiriimis oldu).

6. Simdiye kadarki toplam sulandirrm 1/20x1/50=1/1000 oldu, mikroplaga

eklenince bir kat daha dilie oldu ve 1/1000x1/2=1/2000 oraninda

sulandiriimis oldu. icerdigi maya miktari ise 0.5x 10°-2.5x 10° CFU/mI oldu.

7. Mikroplaklarda 12. kuyucuklar hari¢ tim kuyucuklara 100'er pl inokulum

eklendi.

8. Amfoterisin B igeren mikroplaklar aliminyum folyoya sarildiktan,

digerlerinin de etlvde buharlasmalarini engellemek amaciyla uygun

O6nlemler (naylon torbaya koymak gibi) alindiktan sonra sicakligi 35°C

olan etive kaldirlldi ve 48. saatte sonuglar degerlendirildi.
Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuclar degerlendiriimeden énce mikroplaklar karistiricida iyice
karistirildi ve kuyucuklardaki bulanikliklar homojen hale gelince lreme
kontrol kuyucugundaki bulaniklikla karsilastirilarak ayna yardimiyla
degerlendirildi.

Amfoterisin B icin hi¢ Gremenin olmadidi berrak kuyucuk, Flukonazol ve
Vorikonazol igin Greme kontrol kuyucuguna gére bulanikligin % 80 azaldigi
kuyucuk MiK degeri olarak belirlendi.

4.Time Kill Yontemi ile Duyarlilik Calismasi

NCCLS M27-A2’ye gére MiK’lari belirlenen duyarhliklar farkli 10 susun
Time kill ydntemi ile duyarhliklan ¢alisildi. Bu suglardan 5’i kan kaltGrinden,
2'si balgam kaltirinden, 2’si idrar kiltirinden, 1’i katater kdltGriinden izole
edilmistir.

Antifungal Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Malzemeler:

1. Antifungal ilaglarin mikrodilisyon ydntemi icin hazirlanmis ila¢g stok
solUsyonlari:

Flukonazol stok solisyonun konsantrasyonu:1280 ug/ml

Amfoterisin B stok sollsyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml

Vorikonazol stok sollisyonun konsantrasyonu:1600ug/mi

2. RPMI 1640 besiyeri

3. Antifungal dilisyonlan hazirlamak igin steril siseler
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Steril, vida kapakli plastik tlpler
Tip sporlar

Otomatik tek kanalli pipetler ve steril pipet uclari

N o o &

Amfoterisin B igeren tlpleri sarmak icin aliminyum folyo

islemler

1. Hazirlanip -70°C'de saklanan antifungal stok sollsyonlar, diliisyonlar
hazirlanirken yeterli miktarda eriditildi. Her bir antifungal ilag igin ayri
ayri seri dilisyonlar hazirlandi ve tipler isimlendirildi.

Amfoterisin B ve Vorikonazol igin ilk dilisyon 1/50, sonraki dilisyonlar 1/2
oraninda RPMI besiyeri ile hazirlandi. Amfoterisin B i¢cin 32 - 0.06 pl/ml
konsantrasyon araliginda 10 farkh diliisyon, Vorikonazol icin 32-0,007 ul/ml
konsantrasyon araliginda 13 farkli dilisyon elde edildi.

Flukonazol i¢in ilk dilisyon 1/10, sonraki dilisyonlar 1/2 oraninda RPMI
besiyeri ile yapildi. 128 -0.06 pl/ml konsantrasyon araliginda 12 farkli
dilisyon elde edildi.Ayrica 256 pl/ml ilag konsantrasyonu elde etmek igin
flukonazol stok sollisyonu 1/5 oraninda RPMI besiyeri ile dilie edildi.

2. Hazirlanan ilag dilisyonlari 9’ar ml olarak plastik, steril, vida kapakli

tiplere dagitildi. Uzerlerine icerdikleri ilag konsantrasyonlari yazild.

3. Amfoterisin B iceren tlpler, 1siktan korumak icin aliminyum folyo ile sarildi.

Hemen kullaniimayacak olan, ila¢ iceren tupler, kullanilana kadar -20°C’de

saklandi. Calisma dncesinde oda sicakliginda bir stire bekletildi.
inokiilum Hazirlanmasi, Eklenmesi ve Koloni Sayimi

Malzemeler:

1. Her bir sus icin 1 adet steril orta boy tip

2. Her bir sus i¢gin 8 ml steril serum fizyolojik igeren tip

3. Her bir sus igin steril 9'ar mlilacl (susun 1/4 MiK, 1/2 MiK, MiK, 2 MiK,4
MiK konsantrasyonlarinda ilag igeren) 5 tiip ve 9 ml ilagsiz RPMI besiyeri
iceren 1 tlp

4. Otomatik tek kanalli pipetler

Steril pipet ucu (sari ve mavi)

Spektrofotometre

Spor

© N o o

Steril bos cam tlpler
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9. 80 mm. capli plaklara dékilmuis PDA besiyeri
10. Steril serum fizyolojik
11. Ekim i¢in bek ve 6ze
12. Ekim O6ncesi tOpteki inokulum ve ilag dilisyonunun homojen dagilimini
saglamak amaciyla kullanilan otomatik karistirici (Thermolyne Maxi-Mix [l1)
13. PDA besiyeri

islemler
1. PDA'da iki kez subkudltiri yapilmis, 24 saatlik kolonilerden 3-5 tanesine
dokunularak 8 ml serum fizyolojik iceren tlplerde 0.5 McFarland yogunlukta
inokulum hazirlandi. inokulum 1x 10°-5x 10° CFU/ml maya icerd.
2. Hazirlanan inokulumdan ilach (1/4 MK, 1/2 MIK, MiK, 2 MiK,4 MiK
konsantrasyonlarinda ilag iceren) ve ilagsiz 9 ml RPMI iceren tlplere 1’er ml
aktarildi. Bu tiiplere eklenen inokulum 1/10 diliie oldugu icin  1x 10°-5x 10°
CFU/ml maya iceren baglangi¢ inokulumu elde edildi.
3. inokulum ilagh ve ilagsiz tiplere aktaridiktan hemen sonra (0. saat) otomatik
kanstincida kanstirildi ve 0.1 ml 6mek 9.9 ml. Serum fizylojik icine aktanidi(1/100 seyreftme).
Bu tpler de otomatik karistiricida kanstinilip, 30 pl ‘lik bir hacim PDA plaklarina ekildi.
4. llach ve ilagsiz tlim tlipler 37°C'de inkiibasyona birakild.
5. inkiibasyondaki tliplerden 4, 8, 24. saatlerde ; flukonazol, vorikonazol iceren tliplerden
ve ilagsiz Ureme kontroll olan tlpten 0.1 ml ayrilip 1/100 dillie edildi, amfoterisin B iceren
tlplerden 0.1 ml ayrilip 1/10 diliie edildi.
6. Tuplerden 0.1 ml édmek aynimadan énce ve dillisyon yapildiktan sonra tim tlpler
otomatik kanstiricida karistirid.
7. Dilisyon tUplerinden 30 ul dmek PDA plaklarina ekildi. Tim PDA plaklan 24 — 48 saat
37°Cde inkiibe edildi. Bu slire sonunda koloni sayimi yapildi. Dillisyonlar  sayilabilir
diizeyde koloni olusumunu saglamak amaciyla yapilimistir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi
1. Her plaktaki koloni sayisi tespit edildikten sonra tuplerin icerdigi
canli maya miktari su sekilde hesaplandi:
Canli maya sayisi(CFU/ml)= Plaktaki koloni sayisi x 33 x dillisyon
orani
Ornegin 16 pg/ ml flukonazol iceren tiipten, 4. saatte 100 kat diliisyon
yapllarak PDA plagina 30 pl ekim vyapildi ve plakta inkGbasyon
sonrasi 50 koloni sayildi ise;
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4.saatte 16 pg/ ml flukonazol iceren tlpteki canli maya sayisi =
50x33x100=165000 CFU/mI=1,65x10° CFU/ml

2. Her ilacin kullanilan her dilisyonu ve ilagsiz Greme kontrolU icin 0, 4, 8,
24. saatlerde yapilan ekimlerden elde edilen sonuclar logio dederi olarak
kaydedildi.

3. Baslangic koloni sayisina gdre, 24. saatteki koloni sayisinda %99.9 yani 10°
kat (3 logso) azalma fungusid, 10° katin altindaki azalmalar fungustatik etki olarak
yorumlandi.

istatiksel analiz:

Mikrodilisyon test sonuclari SPSS for Windows 10.0 programi ile
degerlendirilmistir. izolatlarin alindigi érnek dagihmlari ile antifungal
duyarhlik durumlari ki kare testi ile, farkli antifungal ajanlarin duyarlilik
durumlarinin birbirleri ile iliskisi ise kappa istatistigi ile incelenmigtir. Time
Kill test sonuglari kappa istatistigi ile incelenmisgtir.
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IV.BULGULAR

1.Calismaya Alinan Orneklerin Dagilhimi

Calismada 18 kan , 10 balgam , 3 kateter , 8 endotrakeal aspirasyon ve
61 idrar 6rneginden izole edilen 100 C. albicans susu kullanildi. C. albicans
suslar klasik yéntemlerle (piring ekstreli-tween 80 agar, germ tlp olusumu)
tiir tayini yapildiktan sonra ticari kitlerden APi 20C AUX ile dogrulandi.

2. C. albicans Suslarinin Antifungal Duyarlilik Sonuclari:

Calismaya alinan C. albicans suslarinin mikrodillsyon testi ile flukonazol,
vorikonazol ve amfoterisin B icin tespit edilen MIK araligi, MiK 50 ve MiK 90

degerleri tablo 6 da gértlmektedir.

Tablo 6: C.albicans suslarinin antifungal MiK degerleri(ug/mL)

ANTIFUNGAL | MiK ARALIGI ( pg/ml) MIK 50 (ug/ml) | MiK 90 (ug/ml)
Flukonazol 0,125-64 1 16
Vorikonazol 0,03-4 0,06 1

Amfoterisin B 0,125-1 0,5 0,5

Calismaya alinan suslarin  MiK degerleri flukonazol igin <8 pg/ml ise
duyarl, 16-32 pg/ml ise doza bagh duyarh, =264 pg/ml ise direngli kabul
edilmistir (13).

Calismaya alinan suslarin  MiK degerleri vorikonazol icin <1 ug/ml ise
duyarl, =24pg/ml ise direncli, arada kalan degerler ise doza bagh duyarh
kabul edilmigtir. M27-A2 protokolinde vorikonazol igin duyarliik siniri
belirtiimemigtir. Bu degerler CLSI alt komitesince 6nerilen degerlerdir (89).

Calismaya alinan suslarin  MIiK degerleri amfoterin B igin heniiz
kesinlesmemis olmakla birlikte CLSI M27 A-2’ye gbre <1 pg/ml ise duyarli,
=2ug/ml ise direncli kabul edilmistir (13).

Tablo 7’de ¢alisilan 100 susun duyarlliklar sayisal olarak verilmistir.
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Tablo 7:C. albicans suslarinin duyarlihk durumlari

ORNEK FLUKONAZOL VORIKONAZOL AMFOTERISIN
B
DY DBD | DR DY DBD DR DY DR

KAN 17 - 1 16 1 1 18 -
(n=18) (%94.4) (%5.6) | (%88.9) | (%5.6) | (%5.6) | (%100)
BALGAM |7 3 - 10 - - 10 -
(n=10) (%70) | (%30) (%100) (%100)
KATETER | 2 - 1 2 1 - 3 -
(n=3) (%66.7) (%33.3) | (%66.7) | (%33.3) (%100)

ETA 6 2 - 8 - - 8 -
(n=8) (%75) | (%25) (%100) (%100)
IDRAR 50 5 6 59 - 2 61 -
(n=61) (%82) | (%8.2) | (%9.8) | (%96.7) (%3.3) | (%100)
TOPLAM | 82 10 8 95 2 3 100 -
(n=100) (%82) | (%10) | (%8) (%95) | (%2) (%3) | (%100)

DY: duyarli DBD: doza bagh duyarli  DR: direngli

Tabloda da géruldagu gibi C. albicans suslarinin 82’si flukonazole duyarli

bulunmustur.

10 sus doza bagli

kullanilabilir), 8 sus ise direnclidir.

duyarli

(dozu artinlarak

tedavide

C. albicans suslarinin 95’i vorikonazole duyarl, 2 sus doza bagl duyarli, 3

sus ise direnglidir.

C. albicans suslarinin tamami amfoterisin B’ye duyarli bulunmustur.

Amfoterisin B ‘ye direngli sus yoktur.

Tablo 7 istatiksel olarak incelendiginde 6rneklerin dagilimi ile flukonazol
duyarlilk sonugclari arasinda anlamli bir iliski saptanmamigtir (p>0.05).
Orneklerin dagilimi ile vorikonazol duyarlilik sonuglari arasinda anlamh bir
iliski bulunmus (p=0.016) ancak 6rnek sayisi az oldugundan katater érnekleri
analize dahil edilmemistir. TUm suslar amfoterisin B’ye duyarli bulundugu i¢in
analiz bu antifungal igin yapilmamistir. Flukonazole ve vorikonazole karsi
duyarliik sonuglar arasindaki korelasyon sorgulanmis ve %84 [0k bir

tutarhlik yUzdesi ile istatiksel olarak anlaml (kapa=0.26) bulunmustur.
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Flukonazol ve vorikonazolin etkinlgi konusunda yapilan analizde doza bagh
duyarli suslar duyarli kabul edildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (p>0.05), bu ¢ ayn grup korundugunda vorikonazolin daha
etkin oldugu istatiksel olarak gértlmastir(p=0.001).

Antifungallerin ~ C. albicans suslarina inhibitér etki g0Osterdidi
konsantrasyonlarin dagilimi grafik 1’de gdsterilmistir:

Flukonazol icin C. albicans suslarinin MiK degerleri daha cok 1 pg/ml
degerinde yogunluk géstermektedir. Vorikonazol icin en yogun saptanan MiK
degeri 0,03 pg/ml, amfoterisin B igin 0,5 pg/ml’ dir.

3.Time Kill Caligsmasinin Sonuglari:

Time kill galismasi icin daha 6nceden mikrodiliisyon testi ile MiK'leri
belirlenmis olan C. albicans suslarindan 4 tane flukonazol'e duyarl, 3 tane
doza bagl duyarli, 3 tane direncli, toplam 10 sus secilmistir. Bu 10 sustan 7
tanesi vorikonazole duyarli, 1 tanesi doza bagli duyarl, 2 tanesi direngli idi.
Susarin hepsi amfoterisin B’ye duyarl idi. Tablo 8'de time kill calismasina
alinan suslarin MiK degerleri verilmistir. Grafik 2'den 11’e kadar her susun
MiK’larimin 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati konsantrasyonda ilag igeren tlpler ve ilag
icermeyen kontrol tUpleri icindeki maya hdcrelerinin gelisiminin  zaman
icindeki degisimi gériilmektedir. Olclimler 0, 4, 8, 24. saatlerde inokulum
eklenmis ilach tUplerden ve inokulum eklenmis ilagsiz tlplerden (kontrol tlpt)
alinan 100 pl. Ornegin diliisyonlu yada dillisyonsuz kati besiyerine ekimi ve
24-48 saat sonra olusan kolonilerin sayimi ile yapilmigtir. Koloni sayilar
degerlendirme kolayldr acisindan grafiklerde logaritma 10 tabanina gére

yazilmistir.
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Grafik1: Antifungallerin C. albicans suslarina inhibitér etki
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Tablo 8: Time kill calismasinda kullanilan suslarin MiK degerleri (ug/ml)

NO | GBRNEK [ FLUKONAZOL VORIKONAZOL | AMFOTERISIN B
1 Kan 0,5 0,03 0,5
2 Kan 1 0,03 0,5
3 Kan 0,25 0,03 0,5
4 Balgam | 32 0,5 1

5 Kan 64 4 0,5
6 Balgam |16 1 0,5
7 Katater | 64 2 0,5
8 |lidrar 64 4 0,5
9 |idrar 32 1 0,5
10 | idrar 8 1 0,5

+
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Grafik 2: Sus 1'in 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK

K5:4 MiK




SUS2 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 3: Sus 2'nin 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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SUS3 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 4: Sus 3'in 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK

K5:4 MiK
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Grafik 5: Sus 4'lin 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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SUS$5 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 6: Sus 5'in 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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SUS$6 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 7: Sus 6'nin 1/4, 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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Grafik 8: Sus 7'nin 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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Grafik 9: Sus 8'in 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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SUS9 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 10: Sus 9'un 1/4 , 1/2, 1, 2, 4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi. KO:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK
K5:4 MiK
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SUS10 FLUKONAZOL TIME KILL SONUCLARI
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Grafik 11:Sus 10’un 1/4,1/2, ,2,4 kati MiK konsantrasyonunda koloni sayiminin
zaman icindeki degisimi.K0:Kontrol K1:1/4 MiK K2:1/2MiK K3:1MiK K4:2MiK

K5:4 MiK
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Time Kill Testi Flukonazol Sonuclari:

Mikrodillisyon testinde duyarli bulunan 4 sustan (sus 1, 2, 3, 10) sus 1’de
MiK’un tiim katlarinda flukonazol etkisiz kalmistir. Sus 2 ve 10’da MiK'un 1,
2, 4 katl konsantrasyonlaraki ilac diliisyonlari fungustatik aktivite gdstermistir.
Ancak sus 2'nin 8. saat koloni sayimina gbre 24. saatteki koloni sayisinda bir
artis gbézlenmigstir. Sus 3’te tim ilag konsantrasyonlarinda fungustatik aktivite
g6zlenmisgtir.

Mikrodiltisyon testinde DBD bulunan 3 sustan birinde (sus 4) MiK’ in 1/4,
1/2 kati ilagc konsantrasyonu iceren dilisyonlarda flukonazol etkisiz
bulunmus, 1, 2, 4 kati ila¢g konsantrasyonu iceren dilisyonlarda fungustatik
aktivite gdstermistir. Sus 6’da MiK’un 1/4, 1/2, 1 ve 2 kati konsantrasyonlarda
flukonazol etkisiz bulunmus, 4 kati konsantrasyonda fungustatik aktivite
gostermistir. Sus 9'da ise MiKin tim katlarinda flukonazol etkisiz
bulunmustur.

Mikrodilisyon testinde direncli bulunan 3 sustan (sus 5, 7, 8) birinde (sus
5) flukonazol MiK’'un tim katlarinda fungustatik aktivite géstermistir. Sus 7 ve
8'de ise flukonazol MiK’in tim katlarinda etkisiz bulunmustur. Sus 7°de 8.
saatteki 6lgimlerde MiK'un 1, 2, 4 kati konsantrasyonlarda fungustatik
aktivite gézlenmistir.

Time Kill Testi Vorikonazol Sonuglari:

Mikrodillisyon testinde duyarl bulunan 7 sustan ( sus 1, 2, 3, 4, 6, 9, 10)
dérdinde (sus 2, 4, 9, 10) MiK'un 1/4, 1/2 kati konsantrasyonlarda etkisiz
kalirken 1, 2, 4 MiK katlarinda fungustatik aktivite géstermistir. Sus 1 ve 6'da
MiK’'un tom katlarinda vorikonazol etkisiz kalmistir. Sus 3'de vorikonazol tim
MiK katlarinda fungustatik aktivite gdstermistir.

Mikrodillisyon testinde DBD bulunan bir susda (sus 7) vorikonazol 1/4, 1/2
MiK katlarinda etkisiz, 1, 2, 4 MIK katlarinda ise fungustatik aktivite
gOstermigtir.

Mikrodillisyon testinde direncli bulunan 2 sustan birinde (sus 5)
vorikonazol tiim MIK katlarinda fungustatik aktivite gdsterirken, digerinde
(sus 8) tim MIK katlarinda etkisiz kalmistir.

Azollerle ilgili olarak dikkat ¢ceken bir nokta 8. saatteki koloni sayimina
gOre 24. saatteki koloni sayisinda ortaya ¢ikan artistir. Bu sus 2 vorikonazol,

sus 3 flukonazol ve vorikonazol, sus 4 vorikonazol, sus 7 flukonazol, sus 8
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flukonazol ve vorikonazol, sus 9 flukonazol ve sus 10 flukonazol ile ilgili
grafiklerde gértlmektedir.

Time Kill Testi Amfoterisin B Sonuclari:

Sus 2, 3, 5, 6’da amfoterisin B MiK’in 1/4 katinda fungustatik, 1/2, 1, 2 ve
4 katlarinda ise fungusid aktivite gdsterdigi gértlmastar. Sus 1, 4, 7, 9 ve
10’da ise 1/4 ve 1/2 MIK katlarinda fungustatik, 1, 2, 4 MIK katlarinda ise

fungusid aktivite gdstermistir. Sus 8 de amfoterisin B tim MIK katlarinda

fungusid aktivite géstermistir.

Amfoterisin B ile ilgili olarak saptanan baska bir bulgu ise MiK ve MiK’un 2
ve 4 katl konsantrasyonlarda fungusid aktivitenin 4. saatten itibaren tespit
edilebilmesiydi. Suslarin  MiK'un 1/4 ve 1/2 kati konsantrasyonlarda
gOsterdigi fungusid aktivite ise 24. saatte tespit edilebiliyordu ve koloni sayisi
24. saate kadar giderek azaliyordu.
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V.TARTISMA

Son yillarda firsatgi  mantar  infeksiyonlarinin  sikliginda AIDS
vakalarinin artmasi, genis  spektrumlu antibiyotiklerin  kullaniminin
yayginlasmasi, immunsupresif ila¢ kullaniminin artmasi, artan invaziv katater
uygulamalan ve majér cerrahi girisimler nedeniyle artis olmustur. AIDS’li,
transplantasyonlu ve kanserli hastalarin yasam sdreleri tedavi ile
uzatilabilmekte, ancak bu kisiler yasami tehdit eden boyutlara varan firsatgi
mantar infeksiyonlarina acik hale gelmektedirler. Bu hastalarda goérulen
kandidemiler mantarlarin neden oldugu infeksiyonlar icinde en sik morbidite
ve mortaliteye yol acan hastaliklardir. Sonugta hastanede kalis siresi 30
glne kadar uzayabilmekte ve maddi kayiplar da olugsmaktadir(1,2,3).

invaziv kandida infeksiyonlarinin tedavisinde sinirli sayida antifungal ajan
kullaniimaktadir. Son yillarda triazol grubu antifungallerin profilaksi ve
tedavide sik kullanimlari sonucu, daha az patojen C. albicans disi tirlerinde
(C. tropicalis, C krusei, C. glabrata, C. parapsilosis) direncin arttigi tespit
edilmigtir (9,10,11). Butin bunlar antifungal tedavi seciminde in vitro
duyarlligi élcen testlerin gelistiriimesine ydnelik ¢calismalari yogunlastirmistir.
1997 yilinda mayalar icin standart yéntem kabul edilen mikrodilisyon
yéntemini anlatan M27 A belgesi, 2002 yilinda M27-A2 belgesi yayinlamigtir.
Bu yogun calismalara ragmen antifungal duyarlihk testlerinin
standardizasyonu halen tam saglanamamigtir (12,13).

Bu calismada invaziv infeksiyonlardan izole edilen kandida tlrlerinin
konvansiyonel sistemler ve ticari kitler kullanilarak tir tayinleri yapiimis ve
100 C. albicans susunun (¢ antifungal ilag (flukonazol, vorikonazol ve
amfoterisin B) icin MiK degerleri CLSI tarafindan énerilen standart yéntem
olan mikrodilisyon ile belirlenmigtir. Mikrodilisyon sonuglarina goére
flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B’ye duyarli ve direncli suslar tespit
edilmistir. Bu suslardan MiK degerleri farkli 10 tanesinde time kill ydntemi
kullanilarak ilaglarin farkli dilisyonlardaki  fungustatik yada fungusid
aktiviteleri arastiriimigtir.
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Flukonazol sistemik ve ylzeyel mikozlarin tedavisinde kullanilan genis
spektrumlu bir triazol bilesigidir. Flukonazolln profilaksi veya tedavi amaciyla
yaygin kullanimi sonucu kandida tirlerinde flukonazole kargi diren¢ gelisimi
gesitli arastirmalarda klinik bir sorun olarak ortaya konmustur. Antifungal
direng gelisimi ile ilgili olarak hastanin immunostpresyon durumu ve daha
6nce azol tdrevlerini kullanmis olmasi risk faktértdir (90). Bunlarla baglantili
olarak HIV ile infekte ve uzun slUre azol profilaksi almis kisilerde de
amfoterisin B ve flukonazol direncli C. albicans suslari ile karsilasiimaktadir
(91).Yapilan cahsmalar C. albicansda flukonazole direncin arttigini
gbstermistir. Direng oranlari popullasyonlara gére farklilhklar géstermektedir
(90,92,93,94,95,96,97,98).

Yapilan birgok ¢alismada C. albicans suslarinda flukonazol direnci tespit
edilmemistir; Kiraz ve arkadaslari (99) 1998 yilinda 300 C. albicans
susunun antifungal duyarliliklarini arastirdiklari ¢calismada flukonazol direnci
tespit etmemigler, suslarin flukonazol icin MiK araligini 0,06-8 pg/ml, MiK 50
degerini 1 pg/ml, MiK 90 degerini 8 ug/ml olarak bulmuslardir. Benzer sekilde
Gln ve arkadaslarinin(92) C. albicans suslan ile yaptiklari antifungal
duyarlilk ¢calismalarinda flukonazol MiK aralidi 0,125-1 ug/ml, MiK 50 degeri
0,5 pg/ml, MIK 90 degeri 1 pg/ml olarak tespit edilmistir. Molbay ve
arkadaslari (42) C. albicanslarin flukonazol MiK aralgini 0,125-8 pg/ml, MiK
50 degerini 0,25 pg/ml, MiK 90 degerini 0,5 pg/ml bulmuslardir. Wilke ve
arkadaslari (100) C. albicans’lar icin flukonazol MIK araligini 0,06-4 pg/ml,
Price ve arkadaslari (28) 0,25-1 yg/ml, MiK 50 degerini 0,125 pg/ml, MiK 90
degerini 0,25 pg/ml olarak tespit etmiglerdir.

C. albicans'larda flukonazol direnci tespit edilemeyen ¢alismalar yaninda
yUksek oranda direng tespit eden calismalar da mevcuttur; Keceli ve
arkadaslan (93) 2003 yilinda Kocaelide yaptiklari calismada 56 C. albicans
susunda flukonazol i¢in MiK araligini 0,032-256 pg/ml, MiK 50 degerini 0,125
ug/ml, MiK 90 degerini 1 upg/ml olarak tespit etmislerdir. 6 C. albicans
susunu flukonazole direncli (%10,7) bulmuslardir. Benzer sekilde Epsinel-
Ingroff ve Pfaller (94) galismalarinda kandidalar icin MiK degerlerini 0,25-64
pMg/ml, Hawser ve arkadaslari (95) 0,12-256 ug/ml, Giin ve arkadaslari (92)
0,12-64 pg/ml |, Arikan ve arkadaslarn (96) 0,2-64 pg/ml olarak tespit
etmiglerdir. Epsinel-Ingroff ve Pfallerin 2004 yilinda yaptiklari bagka bir
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arastirmada (97) 38 C. albicans susunun flukonazol MiK araligini 0,12-64
ug/ml, MiK 50 degerini 1 pg/ml, MIK 90 degerini 64 pg/ml olarak tespit
etmislerdir. Kaya ve arkadaslari(90) 2001 yihinda profilaksi amaciyla
flukonazol uygulanan hematolojik maligniteli nétropenik hastalardan izole
edilen 138 candida susunun flukonazol duyarliliklarini arastirmiglar ve 32 C.
albicans susundan 22’sini direngli (%68,7), 3’'Un0 doza bagh duyarh (%9,4),
7’sini duyarli (%21,9) bulmuslardir. Epsinel-Ingroff ve Canton ‘un 2007 ‘de
yayinlanan calismalarinda (98) ise 110 maya susunun antifungal duyarliliklari
calisiimis, bunlarin arasindaki 20 C. albicans susunun 11 tanesi flukonazole
direncli (%55), 4 tanesi doza bagli duyarli (%20), 5 tanesi duyarh (%35)
bulunmustur.

Calismamiza alinan 100 C. albicans susunun mikrodilisyon metoduyla
flukonazol icin MiK araligi 0,125-64 pg/ml, MiK 50 degeri 1 pg/ml, MiK 90
degeri 16 pg/ml bulunmus, 82 sus flukonazole duyarli, 10 sus doza bagh
duyarli, 8 sus direngli olarak degerlendirilmistir. Sonuclarimizin diger
arastirmacilarin sonuclari ile uyumlu gézlenmistir. Calisma laboratuvar
calismasi olarak planlandidi igin hastalarin klinik durumlari ile ilgili veriler
toplanmamistir. Ancak yazim asamasinda gértlmastir ki dire¢ oranlari
hastalarin immun durumlari, flukonazol profilaksisi alip almadiklari, HIV ile
infekte olup olmadiklari ile yakindan iligkilidir.

Vorikonazol, flukonazolden tiretilmis sentetik bir triazoldir. Sitokrom P450
sistemini kullanarak ergosterol sentezini inhibe eder. Yapisal degisiklikler
sonucunda hedef enzim 14 a demetilazi inhibe edici aktivitesi artmis ve
spektrumu geniglemistir. Yapilan calismalar gdstermektedir ki vorikonazol
flukonazole g6re kandida suslari Gzerinde 10-100 kat fazla etkinlige sahiptir.
Flukonazole kargi duyarhligi disik C. albicans suslarina karsi daha iyi
aktivite gOsterdigi bildiriimektedir. 250 maya izolatina karsi flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol ve amfoterisin B etkinliginin degerlendirildigi bir
calismada vorikonazolin kandida ve trikosporon tirlerine karsi en etkili ajan
oldugu belirtilmistir(75).

Vorikonazol ile yapilmig duyarhlik ¢alismalari flukonazole gbre daha az
sayidadir. Espinel-Ingroff ve arkadasglan (97) vyaptiklari ¢alismada
vorikonazoliin C. albicans suslari icin MiK araligi 0,008-8 pg/ml, MiK 50
degeri 0,06 pg/ml, MiK 90 degeri 2 ug/ml olarak bulunmuslardir. Espinel-
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Ingroff ve arkadaslarinin (98) 110 maya susu ile yaptiklari diger bir calismada
ise 20 C. albicans susundan 19’u vorikonazole duyarli, 1’i doza bagh duyarl
bulunmustur. Bu ¢alismada daha 6nce de belirtildigi gibi ¢calisilan C. albicans
suslarinin 11’i flukonazole direngli, 4 O doza bagh duyarli bulunmustur.
Espinel-Ingroff ve arkadaslari yaptiklari baska bir calismada (89) 90 C.
albicans susunun vorikonazol MiK araligi 0,008-16 pg/ml, MiK 50 degeri 0,25
pg/ml, MiK 90 degeri 2 pg/ml olarak bulunmustur. Espinel-Ingroff (101) 1997
yihinda yaptigi diger bir calismada 32 C. albicans susunun flukonazol,
vorikonazol, amfoterisin B duyarliliklar arastirilmis ve sirasiyla vorikonazol
MiK arahgi, MiK 50 ve MiK 90 degerleri 0,03-4 pg/ml, 0,06 pg/ml,0,5 pg/mi
bulunmustur. Karakoc¢ ve arkadaslar (102) 54 kandida susunun flukonazol,
vorikonazol, amfoterisin B duyarliliklarini arastirmiglardir. 54 sus arasinda
bulunan 15 C. albicans susunda flukonazole doza bagli duyarli suslar
bulunmasina ragmen, antifungallere direng saptanmamistir. Vorikonazol igin
MiK araligini 0,125-0,5 pg/ml, MiK 50 degerini 0,125 pg/ml, MiK 90 degerini
0,125 pg/ml bulmuslardir. Hoban ve arkadaslari (103) 1999 yilinda 513 C.
albicans susunun flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B duyarlliklarini
aragtirmiglardir. Vorikonazol MiK araligi, MiK 50 ve MiK 90 degerleri 0,007-
0,5 pg/ml, 0,03 pg/ml,0,06 pg/ml bulunmustur ve vorikonazol direncine
rastlanmamistir.

Calismamiza alinan 100 C. albicans susunun mikrodilisyon metoduyla
vorikonazol igin MiK arali@i 0,03-4 pyg/ml, MiK 50 degeri 0,06 pg/ml, MiK 90
degeri 1 pg/ml bulunmus, 95 sus flukonazole duyarli, 2 sus doza bagl
duyarl, 3 sus direncli olarak degerlendirilmigtir. Vorikonazole direcli bulunan
3 susun ayni zamanda flukonazole de direngli oldugu, doza bagli duyarh
bulunan 2 sustan ise birinin flukunazole direngli, digerinin duyarl oldugu
saptanmistir. Calismamiz literatiirle uyumlu bulunmustur. MIK sonuglarinin
cogu x1 dilisyon icindedir.

Azollerde mikrodilisyon sonuglarinin gérsel olarak degerlendirilmesinin
subjektif sonuclar vermesi sebebiyle degerlendirmelerin spektrofofotometrik
olarak yapilmasinin daha objektif sonuclar verecegi diisinaimustar.

Amfoterisin B 1950'li yillarin sonlarina dogru kullanima giren,
Streptomyces nodosus'un bir susundan elde edilen bir haptendir(62).

Parenteral kullanilir. ilag hiicre membraninda ergosterole irreversibl
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baglanarak hicre permeabilitesini bozar. Fungustatik etki gdsteren
azollerin aksine fungusidal etki gosterir(63). C. lusitaniae basta olamak
tzere C. tropicalis, C. krusei, C. albicans, C. parapsilosis gibi suslarda
cesitli  calismalarda dirence rastlanmistir.  Mantarlarin hlicre
membranlarindaki ergosterol sentezini azaltarak, amfoterisin B'ye direngli
hale geldikleri diisinulmektedir(62). Mikrodilisyon ydntemi ile duyarlihgin
dlcilmesinde hi¢ Ureme olmayan kuyucugun MIiK degeri olarak tespit
edilmesinden dolayi, amfoterisin B sonuglari azollerin duyarlilik sonuglarina
gbre daha kolay yorumlanir ve daha objektiftir (13).

Yapilan calismalarda C. albicanslar icin amfoterisin B’nin MiK araligu,
MiK 50 ve MiK 90 degerleri icin: Kegeli ve arkadaslari (93)0,023-0,64
pg/ml, 0,032 pg/ml, 0,032 ug/ml, Gin ve arkadaslar (92) 0,062-0,125
pg/ml, 0,125 ug/ml, 0,125 ug/ml, Karakog¢ ve arkadaslari (102) 0,03-1 pug/ml,
0,125 pg/ml, 0,5 pg/ml olarak tespit etmigler ve direnc tespit etmemiglerdir.
Bizim calismamizda da 100 C. albicans susunun mikrodilisyon metoduyla
amfoterisin B icin MiK araligi, MiK 50 ve MiK 90 degerleri sirasiyla 0,125-1
pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,5ug/ml olarak bulunmusg, amfoterisin B direncine
rastlanmamistir. Sonuclarimizin  yukaridaki arastirmacilarin  sonuclari ile
uyumlu oldugu gdézlenmistir.

Ancak amfoterisin B’ye C. albicans suslarinda diren¢ tespit eden
calismalar da mevcuttur. Kiraz ve arkadaslari (99) 300 C. albicans susunun
amfoterisin B MiK araligini, MiK 50 ve MiK 90 degerlerini sirasiyla 0,03-4
pg/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml; Epsinel-Ingroff ve Pfaller (97) 0,5-8 pg/ml, 1 pg/ml,
2 ug/ml olarak bulmuslar ve direncli suslar tanimlamiglardir. Yine Espinel-
Ingroff ve arkadaslan (98) 20 C. albicans susunun 2 tanesini amfoterisin B
direncgli olarak bulmuslardir. Bu durum gdéstermektedir ki kandida tirleri
arasinda heniiz amfoterisin B’ye direng ender olsada MIK diizeyi giderek
artmaktadir(104).

Mikrodiliisyon testi ile MiK’lari tespit edilen C. albicans susglarindan farkli
duyarliliktaki 10 susun time kill ydntemi ile MiK’larinin 1/4, 1/2, 1, 2, 4 kati
konsantrasyonda ila¢ dilisyonlar kullanilarak antifungal etkinlikleri
degerlendiriimistir. Olciimler koloni sayimina gdére 0, 4, 8, 24. saatlerde
yapilmistir. Koloni sayilari logaritma 10 tabanina gbére grafiklere aktariimistir.
Baslangic koloni sayisina gdre, 24 saatteki koloni sayisinda %99.9 yani 10° kat (3
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logio) azalma fungusid, 10° katin altindaki azalmalar fungustatik etki olarak
yorumlanmistir.

Mikrodilisyon testinde flukonazol duyarli bulunan 4 sustan (sus 1, 2, 3,
10) 24. saatteki koloni sayimlarina gére 2 tanesinde (sus 2, 10) MiK'un 1, 2,
4 kati konsantrasyonlaraki ila¢ dilisyonlari fungustatik aktivite géstermistir.
Ancak sus 2'nin 8. saat koloni sayimina gére 24. saatteki koloni sayisinda bir
artis gozlenmistir. Sus 3 MiKun 1/4, 1/2, 1, 2, 4 kati olan tim ilac
konsantrasyonlarinda fungustatik aktivite géstermistir. Sus 1 ise MiK’un tim
katlarinda etkisiz kalmistir.

Mikrodillsyon testine gére flukonazole DBD bulunan 3 sugtan birinde (sus
4) MIK’ in 1/4, 1/2 kati ilag konsantrasyonu icen diliisyonlarda flukonazol
etkisiz bulunmus, 1, 2, 4 katl ilag konsantrasyonu igeren dilisyonlarda
flukonazol fungustatik aktivite géstermistir. Sus 6'da MiK'un 1/4, 1/2, 1 ve 2
kati konsantrasyonlarda flukonazol etkisiz bulunmus, 4 kati konsantrasyonda
fungustatik aktivite gdstermistir. Sus 9'da ise MiK’in tiim katlarinda flukonazol
etkisiz bulunmustur.

Mikrodillisyon testine goére flukonazol direncli bulunan 3 sustan (sus 5, 7,
8) birinde (sus 5) flukonazol MiK'un tiim katlarinda fungustatik aktivite
gostermistir. Sus 7 ve 8de ise flukonazol MIK'in tim katlarinda etkisiz
bulunmustur. Sus 7'de 8. saatteki 6lciimlerde MiKun 1, 2, 4 Kati
konsantrasyonlarda fungustatik aktivite gézlenmistir.

Mikrodillisyon testinde flukonazole duyarli ve DBD bulunan suslardan 2,
4, 10 da flukonazoliin MiK'un 1/4 ve 1/2 Kkatlarinda etkisiz kalip, 1, 2, 4
katlarinda fungustatik aktivite géstermesi beklentilerimize uygundur. . Sus 3
MiK’un 1/4, 1/2, 1, 2, 4 kati olan tiim ilac konsantrasyonlarinda fungustatik
aktivite gostermistir. Bu durumun mikrodiliisyon ile MiK belirlenmesinin
bulaniklik derecesine gbére yapilmasi ve degerlendirmenin kisiden kisiye
degiskenlik gbsterebilmesine, bu nedenle alinan sonucun objektif
olamayabilmesine bagli olabilecedi dusunilmuastir. Mikrodilisyon testinde
dlciilen azol MiK degerlerinin sus 3'lin gercek MiK degerlerinden daha diisiik
olabilicegi dustinulmis ve Time Kill yonteminde tim konsantrasyonlara
duyarli bulunmasinin sebebinin bu olabilecedi distndtlmastir. Sus 1’'de ise
flukonazol tim MiK katlarinda etkisiz kalmistir. Time kill calismasinda

dilisyonlarin hazirlanmasi asamasina inokulum icindeki mayalar tip
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kenarlarina yapisip, ilagla temas etmeyerek canli kalabilir. Vorteksleme
asamasinda tlp icerigine karisip ekim plaklarina aktarilabilir. Bu durumda
antifungal etkili oldugu halde Uremelere bagh olarak etkisiz gibi
degerlendirilebilir. iki ydntem arasindaki tutarsiz sonucun sebebinin bu
sekilde aciklanabilecegi dusundlmistir. Sus 6’da flukonazolin sadece
MiK’un 4 kati konsantrasyonda fungustatik aktivite gdstermesi, sus 9°'da tiim
konsantrasyonlarda etkisiz kalmasi, flukonazole mikrodilisyonla direngli
bulunan sus 5, 7 ve 8de tim konsantrasyonlarda fungustatik aktivite
gostermistir. Bu durum da yukandaki acgiklamalarla degerlendirilebilir.
MikrodilGsyon testi ile flukonazol direngli bulunan sus 7 ve 8'de ise flukonazol
tim MiK katlarinda etkisiz bulunmustur. Bu géstermektedirki bu sularin MiK
degerleri calisilan konsantrasyonlarin ¢ok Uzerindedir ve gercekien sus
flukonazole direnglidir.

Mikrodillisyon testinde vorikonazol duyarli bulunan 7 sustan ( sus 1, 2, 3,
4, 6, 9, 10) dordinde (sus 2, 4, 9, 10) MiKun 1/4, 1/2 Kkat
konsantrasyonlarda etkisiz kalirken 1, 2, 4 MiK katlarinda fungustatik aktivite
gdstermistir. Sus 1 ve 6da MiKun tim katlarinda vorikonazol etkisiz
kalmistir. Sus 3'de vorikonazol tim MIK katlarinda fungustatik aktivite
gb6stermistir.

Mikrodilisyon testinde vorikonazole direncli bulunan 2 sustan birinde (sus
5) vorikonazol tim mik katlarinda fungustatik aktivite gdsterirken, digerinde
(sus 8) tim MIK katlarinda etkisiz kalmistir.

Mikrodilisyon testinde DBD bulunan bir susda ise (sus 7) vorikonazol 1/4,
1/2 MIK katlarinda etkisiz, 1, 2, 4 MIK katlarinda ise fungustatik aktivite
gbOstermistir.

Azollerle ilgili olarak dikkat ¢eken bir nokta 8. saatteki koloni sayimina
gbre 24. saatteki koloni sayisinda ortaya cikan artistir. Bu sus 2 vorikonazol,
sus 3 flukonazol ve vorikonazol, sus 4 vorikonazol, sus 7 flukonazol, sus 8
flukonazol ve vorikonazol, sus 9 flukonazol ve sus 10 flukonazol ile ilgili
grafiklerde gérilmektedir.

Mikrodillisyon testinde vorikonzole duyarli ve DBD bulunan suslardan 2,
4, 7, 9 ve 10 da vorikonazol MiK'un 1, 2 ve 4 kati konsantrasyonlarda
fungustatik aktivite gbsterip, 1/4 vel1/2 kati konsantrasyonlarda etkisiz
kalmas! dogaldir. Sus 3'de vorikonazol tim MIK katlarinda fungustatik
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aktivite géstermesi, sus 1ve 6’da MiK’in tim katlarinda etkisiz kalmasi gorsel
okuma farkliliklarina bagh olabilir. Yine mikrodilisyonla vorikonazole direngli
bulunan sus 5de vorikonazol tim MiK katlarinda fungustatik aktivite
gb6stermistir. Mikrodilisyonla vorikonazole direngli bulunan sus 8de ise
vorikonazol tim MIK katlarinda etkisiz kalmis ve gercekten direncli oldugu
tespit dilmistir. Bu bulgular géstermektedirki mikrodiliisyonla tespit edilen
vorikonazol direng oranlari gergekte daha dusik olabilir. Bu farkli sonuglar
yukarida aciklanmaya calisilan sebeplerden kaynaklanabilecedi gibi ydéntem
farklarindan da kaynaklaniyor olabilir.

Mikrodillisyon testinde tim suslar amfoterisin B’ye duyarli bulunmustur.
Sus 2, 3, 5, 6’da amfoterisin B MiK’in 1/4 katinda fungustatik, 1/2, 1, 2, ve 4
katlarinda ise fungusid aktivite gdsterdigi gértlmustir. Sus 1, 4, 7, 9 ve 10°da
ise 1/4 ve 1/2 MIK katlarinda fungustatik, 1, 2, 4 MiK katlarinda ise fungusid
aktivite gbstermistir. Sus 8 de amfoterisin B tim MiK katlarinda fungusid
aktivite gdstermisgtir.

Amfoterisin B ile ilgili olarak saptanan bagka bir bulgu ise MiK ve MiK’'un 2
ve 4 katl konsantrasyonlarda fungusid aktivitenin 4. saatten itibaren tespit
edilebilmesiydi. Suslarin MiK'un 1/4 ve 1/2 kati konsantrasyonlarda
gOsterdigi fungusid aktivite ise 24. saatte tespit edilebilmis ve koloni sayisi
24. saate kadar giderek azalmistir.

Bu da géstermektedir ki mikrodilisyonla amfoterisin B’ye duyarli bulunan
tim C. albicans suslarinin time kill testi ile de MiK'un tim katlarinda da
duyarh oldugu, MiK’'un 1/4 ve 1/2 kati konsantrasyonda fungustatik, 1,2 ve 4
katl konsantrasyonlarda fungusid etki gosterdigi gorulmektedir.  Ayrica
amfoterisin B konsantrasyonu arttikca etki etme slresi kisalmaktadir.

Time Kill yéntemi ile mikrodilisyon yéntemi arasindaki tutarlilik
arastirildiginda Flukonazol veya vorikonazol igin bu degerin yeterli olmadigi
ve iki ydntem sonuglarinin aralarinda tutarsiz oldugu goézlenmistir (kapa: -
0.08 p=0.7).
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VI.SONUGC VE ONERILER

Son yillarda firsatgt  mantar infeksiyonlarinin  sikhiginda  AIDS
vakalarinin artmasi, genis  spektrumlu antibiyotiklerin  kullaniminin,
immunsupresif ilag kullaniminin, invaziv katater uygulamalari ve maj6r
cerrahi  girisimlerin  yayginlasmasi ile artis  olmustur.  AIDS'li,
transplantasyonlu ve kanserli hastalarin yasam sdreleri tedavi ile
uzatilabilmekte, ancak bu kisiler yasami tehdit eden boyutlara varan firsatgi
mantar infeksiyonlarina acik hale gelmektedirler. Bu hastalarda goérulen
kandidemiler mantarlarin neden oldugu infeksiyonlar icinde en sik morbidite
ve mortaliteye yol agan hastaliklardir. Hastanede kalis stresini 30 glne
kadar uzatarak maddi kayiplara da sebep olmaktadirlar.

Kandidemilerde en sik karsilasilan etken C. albicans'tir. C. albicans bir¢ok
antifungale duyarli olmakla birlikte son vyillarda direngc oraninda artig
olmustur. Bu direnc artigi 6zellikle AIDS basta olmakla birlikte diger
immunsupresyon durumlari ile iligkilidir. Direng artisi ¢ok fazla sayida
olmayan antifungallere alternatif arayislarini da hizlandirmistir. Uzun yillardir
sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan amfoterisin B ve
daha sonra kullanima sunulan flukonazol yaninda  yeni gelistirilen
azollerden vorikonazol ve kaspofungin gibi ilaglar da ruhsat alarak tedavi
alternatifleri arasina girmistir. Antifungallere diren¢ disinda bir diger sorun
duyarllik testlerinin standardizasyonundaki eksikliklerdir. Mayalar icin
CLSI'nin énerdigi standart yéntem mikrodiliisyon metodu olmasina ragmen
bircok antifungalin duyarlilik sinirlari netlik kazanmamigtir. Ayrica in vitro ve
in vivo sonuglar arasinda uyumsuzluklar goérulebilmektedir. Bu nedenlerle
alternatif duyarliik yéntemleri arayislari ve varolan ydéntemleri gelistirme
¢abalar da strmektedir. Bizim bu calismada kullandigimiz time kill yéntemi
de daha ¢ok antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligini élcmede kullanilan bir
yéntem olmakla Dbirlikte sidal ve statik etkinin degerlendirildigi
farmakodinamik ¢alismalarda da kullaniimaktadir.

Biz bu ¢alismada kan, idrar, ETA, kateter ve balgam 6rneklerinden izole
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edilen 100 C. albicans susunun amfoterisn B, vorikonazol ve flukonazole olan
duyarhliklarini mikrodiliisyon testi ile arastirdik. Daha sonra bu 100 sustan
duyarhliklari ve MiK’lari farkli 10 tanesinde time kill metodu kullanarak bu l¢
antifungalin - MiK’'un farkli katlarindaki konsantrasyonlarda aktivitesini
degerlendirdik. Calismaya alinan 100 Candida albicans susunun
mikrodiliisyon metoduyla flukonazol igin MiK araligi 0,125-64 ug/ml, MiK 50
degeri 1 pg/ml, MiK 90 degeri 16 pg/ml olarak tespit edilmistir. 82 sus
flukonazole duyarli, 10 sus doza bagl duyarh, 8 sus direncli bulunmustur.
Calismaya alinan 100 Candida albicans susunun mikrodilisyon metoduyla
vorikonazol igin MiK araligi 0,03-4 pyg/ml, MiK 50 degeri 0,06 pg/ml, MiK 90
degeri 1 yg/ml olarak tespit edilmistir. 95 sus flukonazole duyarli, 2 sus doza
bagh duyarh, 3 sus direncli bulunmustur. Calismaya alinan 100 Candida
albicans susunun mikrodillisyon metoduyla amfoterisin B icin MiK aralig,
MiK 50 ve MIK 90 degerleri sirasiyla 0,125-1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,5ug/ml
olarak tespit edilmigtir. Hic bir C. albicans susunda amfoterisin B direncine
rastlanmamistir. Suslarin hepsi amfoterisin B'ye duyarli bulunmustur.

Time kill testi ile flukonazol ve vorikonazol MiK'un 1, 2 ve 4 kati
konsantasyonlarda fungustatik etki gbstermistir. 1/4 ve 1/2 Kati
konsantrasyonlarda ise genellikle antifungal aktivite gbsterememistir.
Amfoterisin B MiK’un 1, 2 ve 4 kati konsantrasyonlarda fungusid, 1/4 ve 1/2
kati konsantrasyonlarda fungustatik etki gd&stermistir. Ayni zamanda
amfoterisin B konsantrasyonunun artigi ile etki slresinin kisaldigida tespit
edilmistir.

Mikrodillisyon testi ile time Kkill sonuclar karsilastirildiginda ise
mikrodillisyon testinde uyumsuzluklara rastlanmistir. Uyumsuz sonuglar daha
cok flukonazol ve vorikonazol ile yapilan ¢aligsmalarda gériimustir. Sonug¢
olarak mikrodilisyon testi ile tespit edilen flukonazol ve vorikonazol direng
oranlarinin gercekte daha disik olabilecegi dustUnilmistir. Okuma
farkliliklarint en aza indirmek igin gérsel okuma yerine spektrofotometik
degerlendirme yapilmasinin daha saglikli olacagdi disincesine variimistir.
Yapilan in vitro ¢alismalarin sonuglar klinik galismalar ile de desteklenirse
Ozellikle duyarhihk sinirlarinin belilenmesi ve uygun doz stratejilerinin
gelistiriimesi bakimindan faydal olacakiir.

Gozlemlerimize gére yapilan time kill calismasi mikrodiliisyon testine gére
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ilaglar hakkinda ¢ok daha fazla veriye ulasmamizi saglamaktadir. Bunlar ¢cok
degerli verilerdir. Ancak ydntem deneyimli personel ve fazla miktarda
ekipman gerektirir. Bu ylzden time kill ¢calismasinin arastirma gelistirme
¢alismalari icin uygun, ancak rutin kullanim igin pratik olmayan bir yéntem

oldugu dustncesindeyiz.
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VILOZET
INVAZiV INFEKSIYONLARDAN iZOLE EDILEN KANDIDA TURLERININ
FLUKONAZOL, VORIKONAZOL, AMFOTERISIN B DUYARLILIKLARININ
MIKRODILUSYON VE TIME KILL YONTEMi (ZAMANA BAGLI OLDURME
KINETIGI) ILE ARASTIRILMASI

Bu c¢alismada invaziv infeksiyonlu hastalarin kan, idrar, ETA, kateter ve
balgam &6rneklerinden izole edilen kandida tirleri konvansiyonel sistemler ve
ticari kitler kullanilarak tir tayinleri yapilmistir. izole edilen 100 C. albicans
susunun (¢ antifungal ilag (flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B) icin MIK
degerleri CLSI tarafindan o6nerilen standart ydéntem olan mikrodilisyon ile
belirlenmistir. Mikrodilisyon sonuglarina gére flukonazol, vorikonazol, amfoterisin
B’ye duyarli ve direncli suslar tespit edilmistir. Bu suslardan MiK degerleri farkli
10 tanesinde time kill ydntemi kullanilarak ilaglarin farkh dilisyonlardaki
fungustatik yada fungusidal aktiviteleri arastiriimistir.

Galismaya alinan 100 Candida albicans susunun mikrodiliisyon ydntemiyle
flukonazol icin MiK arah@i 0,125-64 pg/ml, MiK 50/90 degeri 1 /16 ug/ml olarak
tespit edilmistir. 82 sus flukonazole duyarli, 10 sus doza bagh duyarli, 8 sus
direngli bulunmustur. Ayni suglarin MiK araligi vorikonazol igin 0,03-4 pg/ml, MiK
50/90 degeri 0,06 /1 pg/ml olarak tespit edilmistir. 95 sus vorikonazole duyarl, 2
sus doza bagli duyarh, 3 sus direncli bulunmustur. Amfoterisin B icin MiK aralig
0,125-1 pg/ml, MiK 50/90 degeri 0,5/0,5ug/ml olarak tespit edilmistir. C. albicans
suglarinda amfoterisin B direnci gérilmemistir. Time kill ydntemi ile flukonazol ve
vorikonazoliin MiK’in 1, 2, 4 kati konsantrasyonlarda fungustatik, amfoterisin B’
nin MiKin 1/4 ve 1/2 kati konsantrasyonda fungustatik, 1, 2, 4 Kkati
konsantrasyonlarda fungusid aktivite gosterdigi gértlmustir. Amfoterisin B’nin
konsantrasyonu artikga daha ¢abuk etki ettigi tespit edilmigtir.

Sonug olarak testler arasindaki uyumsuz sonuglar bize azollerdeki direng
oranlarinin gercekte daha disik olabilecegini gdstermistir. Time kill calismasinin
arastirma gelistirme ¢alismalari icin uygun, ancak rutin kullanim igin pratik bir bir
yéntem olmadigi gérilmastir. Klinik calismalar ile de desteklenen in vitro
sonuclarin duyarliik sinirlarinin - belirlenmesi ve uygun doz stratejilerinin
gelistiriimesine katkida bulunabilecegi distnulmustar.

Anahtar sézcikler: flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B, mikrodiliisyon, time
kill
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VIIIL.SUMMARY
DETECTION OF THE SENSITIVITY OF CANDIDA SPECIES ISOLLATED
FROM INVASIVE INFECTIONS TO FLUCANAZOLE, VORICONAZOLE AND
AMPHOTERICIN B WITH MICRODILLUTION AND TIME-KILL METHOD

In this study we classified candida species derived from patient’s blood,
urine, ETA catheter and sputum specimens who has invasive infection by using
conventional systems and commercial clasification kits. We determinated
isolated MIC values of 100 C. albicans strain for tree antifungal medication
(fluconazole, voriconazole and amphotericin B) by using microdilution, standard
method recommended by CLSI. We indicated fluconazole, voriconazole and
amphotericin B resistant and sensitive strains depending upon microdiluation
results and for 10 strains of theese which has different MIC values we
invastigated fungistatic or fungicidal activities of drugs in different dilutions by
using time kill method.

We determinated MIC range as 0,125-64 pug/ml and MIC 50/90 value as 1
/16 pg/ml of 100 Candida albicans strains for fluconazole by microdilution
method. We founded that 82 strains are fluconazole sensitive, 10 strains are
dose-dependent sensitive and 8 strains are resistant. We determinated MIC
range as 0,03-4 pg/ml and MIC 50/90 value as 0,06 /1 ug/ml of same strains for
Voriconazole. We founded that 95 strains are voriconazole sensitive, 2 strains
are dose-dependent sensitive and 3 strains are resistant. We determinated MIC
range as 0,125-1 yg/ml and MIC 50/90 value as 0,5/0,5 ug/ml for Amphotericin
B. No amphotericin B resistance observed in Candida albicans strains. We
observed that fluconazole and voriconazole have fungistatic affect in 1,2,4 times
consantrations of MIC, amphotericin B has fungistatic affect in quarter, half
consantrations and fungicide affect in 1,2,4 times consantrations of MIC by time
kill method and determined that amphotericin B has more rapid affect in higher
consantrations.

In conclusion, inconsistent results presents resistance ranges in azoles can
be lower essentially. We think that time kill method is adequate for research
studies but not practical in rutin. However, we also think that supoorting results of
in vitro studies by clinic researches will help us determinig sensitivity ranges and
developing adequate dose strategies.

Key Words: fluconazole, voriconazole, amphotericin B, microdilution, time Kkill
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