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OZET

QE$iT_Li CANDIDA TURLERININ AMFOTERISIN B, FLUKONAZOL VE
VORIKONAZOLE DUYARLILIKLARININ RESAZURIN MIKROPLAK
YONTEMIYLE INCELENMESI

Kemal BILGIN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Agustos 2005

Candida infeksiyonlarinin son yillardaki artist ve antifungal ajanlara karsi
primer ve sekonder diren¢ gozlenmesi; tekrarlanabilirligi yiiksek, hizli sonug verebilen,
kolay uygulanabilir ve ucuz olan antifungal duyarlilik testlerine ihtiyaci arttirmistir.

Bu calismanin amaci, NCCLS tarafindan Onerilen referans mikrodiliisyon
yontemi ve kolorimetrik resazurin mikroplak metodu ile elde edilen MIK degerlerini
saptamak ve bu iki yOntemi karsilastirarak, kolorimetrik resazurin mikroplak
metodunun standart yonteme alternatif olup olmayacagini arastirmaktir.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen 58 Candida kokeninin amfoterisin B, flukonazol
ve vorikonazol duyarhiliklart referans yontem ve kolorimetrik resazurin mikroplak
metodu ile arastirildi.

Calismaya alinan Candida kokenlerinin standart klasik yontemler ve gerekli
goriildiigiinde kromojenik besiyeri ve ID 32 C maya identifikasyon sistemi ile tiir tayini
yapilmast sonucu %81 C. albicans, %19 non-albicans Candida olarak saptandi.

C. albicans icin amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol, MiK 50 ve MiK 90
degerleri referans yontemde sirasiyla; 0.5-1, 0.25-0.5, <0.015-<0.015 pg/ml, resazurin
mikroplak metodu ile sirasiyla; 0.5-0.5, 0.25-0.5, <0.015-<0.015 pg/ml olarak bulundu.
Non-albicans Candida igin amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol, MiK 50 ve MIK 90
degerleri referans yontemde sirasiyla; 0.5-1, 1-2, 0.03-0.06 pg/ml, resazurin mikroplak
metodu ile sirasiyla; 0.5-0.5, 0.5-1, <0.015-0.06 pg/ml olarak bulundu.

Calismamizin sonunda referans mikrodiliisyon yontemiyle resazurin mikroplak
yontemi arasindaki uyum (%1 diliisyonda); C. albicans’lar i¢cin amfoterisin B’de %91.5,
flukonazol’de %97.8, vorikonazol’de %100, non-albicans Candida’lar igin ise
amfoterisin B’de %100, flukonazol’de %100, vorikonazol’de %90.9 olarak

saptanmistir.

Anahtar Kelime: Candida spp., Resazurin, mikroplak, mikrodiliisyon



SUMMARY

EVALUATION OF SUSCEPTIBILITY OF VARIOUS CANDIDA STRAINS TO
AMPHOTERICIN B , FLUCONAZOLE AND VORICONAZOLE BY
RESAZURIN MICRO PLATE METHOD

Kemal BILGIN, M.Sc Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, August 2005

The rise of Candida infections and observed resistance to primary end secondary
antifungal agents consequently necessitated new atifungal susceptibility testing. These
tests must be high repeated, more easy, cheaper and it must allow rapid result .

The aim of this study is the comparasion of the colorimetric resazurin microplate
method with the reference microdilution method proposed by NCCLS (M27-A2
document) for MIC values and also the evaluation of the colorimetric resazurin
microplate method as a alternative to the standard microdilution method.

Susceptibilities of 58 Candida spp. isolates from blood cultures to
amphotericinB, fluconazole and voriconazole were observed by reference method and
colorimetric resazurin microplate method.

By using classical mycological methods 58 Candida strains were identified as
follows: 81% C. albicans and 19% non-albicans Candida.

For amphotericin B, fluconazole, voriconazole MIC 50 and MIC 90 values were;
0.5-1, 0.25-0.5, <0.015-<0.015 pg/ml respectively with reference method and 0.5-0.5,
0.25-0.5, <0.015-<0.015 pg/ml respectively with resazurin microplate method for C.
albicans and 0.5-1, 1-2, 0.03-0.06 pg/ml respectively with reference method and 0.5-
0.5, 0.5-1, <0.015-0.06 pg/ml respectively with resazurin microplate method for non-
albicans Candida.

In this study; the agreement (+1 twofold dilution) between colorimetric resazurin
microplate method with the reference microdilution method for C. albicans against the
three antifungal agents was excellent, with the values for amphotericinB, fluconazole,
and voriconazole being 91.5, 97.8, 100% respectively, and 100, 100, 90.9% respectively
for non-albicans Candida.

Key Words: Candida, Resazurin, microplate, microdilution
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NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards
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LA : Lateks agliitinasyon
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AMB : Amfoterisin B

FDA : Food and Drug Administration
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BOLUM |

GiRiS

Candida’lar dogada yaygin olarak bulunabilen mantarlardir. Bunlardan bir
boliimii insan ve hayvanlarda kommensal olarak bulunduklari gibi, bitkisel maddeler ve
nemli toprakta da yasamlarini siirdiirebilir, hatta cogalabilirler (Erbakan, 1989).

Cok sayida Candida tiiri bulunmakla beraber insanlarda hastalik yapanlar
sinirhidir. Candida albicans en iyi tamimlanmis ve en sik karsimiza cikan tiir olmakla
beraber, son yillarda C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis ile olugan
infeksiyonlarin sayist hizla artmaktadir. Bunun yam sira, daha seyrek olmakla beraber
C. catenulata, C. guilliermondii, C. haemulonii, C. intermedia, C. kefyr, C. lambica, C.
lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. viswanathii, C. zeylanoides hastalik etkeni
olarak karsimiza cikabilir (Tiimbay, 1999; Ener, 2003).

Candida tirleri kommensal olarak normal insanlarda bulunan mantarlardir
(Goodrich ve ark., 1991; Walsh ve Lee, 1993). 1980 yilindan sonra immiin yetmezlikli
hasta sayisindaki artis ile iligkili olarak invaziv fungal infeksiyon insidansinda belirgin
artts olmustur (Jarwis, 1995; Ogiing, 2005). Immiin siipresif ilaclarin yaninda genis
spektrumlu antibiyotiklerin de yaygin kullanimi, hiperalimantasyon, santral vendz
kateterlerin yaygin kullanimi, organ nakillerinin daha sik yapilmasi gibi nedenler de
fungal infeksiyonlardaki artigin belli basli nedenleri olarak siralanabilir (Ttimbay, 1999;
Ulutan, 2003).

Amfoterisin B ve azol tiirevleri, 6zellikle flukonazol ve itrakonazol fungal
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ana ilaclardandir (Hay, 1994). Ancak amfoterisin
B’nin tedavideki basar1 oraninin arzu edilen noktada olmamasi ve yogun yan etkileri
olmasi, flukonazol ve itrakonazol gibi triazollerin asir1 kullanimlari sonucu duyarli
kokenlerde diren¢ gelisiminin ortaya ¢ikmasi; etkinlik spektrumu daha iyi, daha az
direng gelistirebilen ve yan etkileri daha az olan yeni antifungallere gereksinimi de
beraberinde getirmistir (Johnson ve Kauffman, 2003; Tabak, 2005).

Bu baglamda degisik yeni antifungal maddelerin gelistirilmesi devam
etmektedir. Bunlardan yeni klinik kullanima girmis olan vorikonazol; flukonazol

cekirdeginde yapilan degisikliklerin sonucunda daha giiclii, daha genis spektrumlu oral



ve parenteral kullanima uygun yeni bir ikinci kusak triazol antifungaldir (Jeu ve ark.,
2003; Oztiirk, 2005).

Son yillarda mayalara baglh infeksiyonlarda artis olmasi ve oOzellikle bazi
direngli Candida tiirlerinin daha sik etken olarak karsimiza ¢ikmasi yaninda, sagaltimda
kullanilabilecek yeni ajanlarin iiretilmesi ve antifungal direncin bildirilmesi nedeni ile,
antifungal duyarlilik testleri hasta sagliginin 6nemli bir komponenti haline gelmistir
(Fridkin ve Jarwis, 1996; Davey ve ark., 1998). Tedavi seceneklerini belirlemeye yol
gosterebilecek, standartlastirilmis antifungal duyarlilik deneyleri gelistirilmesi {izerinde
yogun calismalar yapilmaktadir (Espinel-Ingroff ve ark., 1998; Yiicel ve Kantarcioglu,
2002).

Antifungal duyarlilik testleri ile ilgili calismalarin biiyiik bir kismu “National
Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) tarafindan yiiriitiilmiistiir.
1982’de NCCLS antifungal duyarlilik deneyleri ile ilgili bir alt komite olusturmustur
(Espinell-Ingroff ve Pfaller, 1995). Bu komite, 1992 yilinda mayalar icin ilk referans
yontem olarak makrobuyon diliisyonu kabul ederek M27-P’yi yayinlamistir (NCCLS,
1992). Daha sonra, maya mantarlar1 i¢cin uygulanacak standart mikrodiliisyon duyarlilik
yontemi 1997 yilinda M27-A, 2002 yilinda M27-A2 i¢inde yaymlanmistir (NCCLS,
1997; NCCLS, 2002).

Yontem standardizasyonu ile ilgili 6nemli adimlar atilmis olmasina karsin
referans mikrodiliisyon yonteminde onerilen gorsel okuma zordur ve bu sorunu ortadan
kaldirabilmek icin daha ileri ¢aligmalar gereklidir (Jahn ve ark., 1995; Giilay, 1997).

Yapilan caligmalar sonunda spektrofotometrik yontemler, E test, flovsitometrik
analiz, kolorimetrik yontemler gibi alternatif yontemler gelistirilmistir (Giilay, 1997;
Kustimur, 1999). Kolorimetrik yontemlere dahil edilebilecek alternatif yontemlerden
biri olan resazurin mikroplak metodu, daha o©nce bakterilerde denenmis olup
Candida’larda bu konuda yapilmis hicbir ¢alisma yoktur (Coban ve ark., 2005).

Bu calismanin amaci, NCCLS tarafindan Onerilen referans mikrodiliisyon
metodu ve daha once Candida’larda denenmemis olan kolorimetrik resazurin mikroplak
metodu ile elde edilen MIK degerlerini saptamak ve bu iki yontemi karsilastirarak,
kolorimetrik resazurin mikroplak metodunun standart yoOnteme alternatif olup

olmayacagini aragtirmaktir.



Calismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirlerinin konvansiyonel
metotlarla ve gerekli oldugunda ticari kitlerle tiir tayini yapildi. Daha sonra biitiin
suglarin amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol duyarliliklar1 referans mikrodiliisyon
metodu ve kolorimetrik resazurin mikroplak metodu ile calisildi ve resazurin mikroplak

metodu ile standart metodun uyumu arastirildi.



BOLUM II

GENEL BILGILER

I1.1. CANDIDA TURLERI VE GENEL OZELLIKLERI

Candida’lar ile ilgili bilgiler Hippocrates’e kadar uzanir. Langebeck 1839°da
aftan bir mantar izole etmistir. Ancak bunun tifonun etkeni oldugunu sanmistir.
Pamuk¢ugun mantar niteliginde bir etiyolojiye bagli oldugunu ilk olarak Berg 1841°de
ve Bennet 1844’de ortaya koymuslardir. Berg saglikli ¢ocuklara aft membranini
aktararak onlarda pamukcuk olusturmustur. Robin 1853’de pamukcugun etkeninin
sistemik enfeksiyonlar da yapabilecegini gozlemis ve etkene ilk olarak Oidium albicans
adim1 vermistir. Bunu izleyen yillarda bir¢ok arastirici tarafindan deri ve deri alti
kandidozlari, sistemik kandidozlar, hematojen yayilma, bagirsak ve merkezi sinir
sistemi kandidozlar1 bulunmustur (Erbakan, 1989).

Bugiin maya taksonomisinde Candida’larin tarif ve kabul edilmis 220’nin
tizerinde tiirii bulunmaktadir (Kreger-van Rij, 1984). Bunlar icerisinde tip mikolojisi
bakimindan 6nemli bir kisim Candida tiirleri, bunlarla karisabilecek diger tiirlerden,
37°C’de iireme, yalanci migelyum, klamidospor, ¢imlenme borusu olusumu, iireaz
varligi, baz1 sekerleri fermentleme, bazi karbon ve azot kaynaklarini assimile etme
yonleriyle incelenmek suretiyle ayirt edilmektedir (Larone, 1995; Yiicel, 1987).

C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.guilliermondii, C. tropicalis, C.
krusei, C. kefyr, C. dubliniensis, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. catenulata, C. ciferrii, C.
famata, C. haemulonii, C. inconspicua, C. norvegensis, C. pelliculosa, C. pulcherrima,
C. rugosa, C. utilis, C. viswanathii, C. zeylanoides tibbi Oonemi olan ve en ¢ok
karsilagilan tiirlerdir (Timbay, 1999; Hazen ve Howell, 2003). Ulkemizde C.
albicans’dan sonra ikinci sirada etken olarak daha cok C. tropicalis’in geldigi
goriilmekle birlikte, baz1 merkezlerde bu tiiriin yerini C. glabrata veya C. parapsilosis
almaktadir (Alibey ve Direkel, 1999; Giile¢ ve ark., 1999; Yiicesoy ve Ergon, 2005).

Candida tiirleri, Sabouraud dekstroz agar (SDA)’da, krem-sar1 renkli koloniler
olustururlar. Koloni olusumu hizli olup, 24 saatte goriilmeye baslar ve ii¢ giinde
olgunlasir. Koloni morfolojisi ile tiir diizeyinde ayrim yapmak miimkiin degildir

(Larone, 1995; Yildiran, 1999).



Klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerinde Candida tiirleri 3-6 um biiyiikliigiinde oval
veya yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidiyum veya blastosporlar) olarak
goriiliirler. Ayrica yalanct hif (psodohif) de olustururlar. Yalanci hif, arka arkaya
tomurcuklanan blastokonidiyumlarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda
bogumlar olusturarak yaptiklar1 bir hiicreler zinciridir. Candida tiirleri arasinda C.
albicans blastokonidiyum ve yalanci hif yaninda gercek hifler de olusturarak dimorfik
ozellik gosterir (Tiimbay, 1999).

Hiicre duvarinin en temel komponentleri; karbonhidratlar (%80-90), proteinler
(%5-15) ve lipidlerdir (%2-5). Karbonhidratlarin ise %20-30’u mannoproteinler, %50-
60’1 beta glukanlar, %0.6-9’u kitinden olusur. Sitoplazmada Okaryot bir cekirdekten
baska yag, protein ve karbonhidrat tanecikleri, olgun hiicrelerde vakuol bulunmaktadir
(Erbakan, 1989; Cerik¢ioglu, 2002).

Degisik Candida tiirlerinin makroskopik ve mikroskopik goriiniimlerine ait bazi

ozellikler Tablo 1’de 6zetlenmistir (Erbakan, 1989).

Tablo 1. Degisik Candida tiirlerinin makroskobik ve mikroskobik goriiniimlerine ait bazi1 6zellikler

Agardaki Maya .
Tiirler kolonileri Zar (b) hiicresi Cimlenme Klamidospor
. borusu
(a) morfolojisi
C. albicans krem gibi 0 oval + +
C. stelloidea krem gibi 0 oval +/- seyrek
C. tropicalis krem gibi ince zar oval 0 0
kalin ve silindir.ik'
yassi, mat tiibe ¢apraz kibrit
C. krusei ku,ru ’ rmanan gibi dizilmis 0 0
Jar uzanmisg
hiicreler
kalaslar gibi
paralel
C. pseudotropicalis (i]l;l;nEZ?/I;; 0 uzanan 0 0
’ uzanmis
hiicreler
ince, yasst, 1
C. guilliermondii diizgiin ve 0 oval veya 0 0
parlak silindirik
C. parapsilosis krem gibi 0 d(c)e\\llalllili)srzeigr 0 0

(a): 25°C’de Sabouraud agarda 3 giinliik gelisme
(b): 25°C’de dekstrozlu Sabouraud buyyonunda 3 giinliik gelisme




I1.2. CANDIDA’LARIN PATOGENEZI

Candida’lar viicut, deri yilizeyi, agiz mukozasi, bagirsak liimeni ve vajina
mukozasinda diizenli ve yaygin olarak bulunan firsat¢i patojen mikroorganizmalardir.
Tiim oteki firsat¢i patojenler gibi belirli hazirlayici faktorlerin yardimi ile hafiften en
agir sistematik infeksiyonlara kadar cesitli klinik tablolara yol agabilirler (Erbakan,
1989).

Candida tiirleri genellikle genel durumu bozuk, birden fazla predispoze faktorii
olan hastalarda hastalik olustururlar ve hastaligin olugsmasi icin konak faktorleri son
derece Onemlidir (Erbakan, 1989; Tiimbay, 1999; Ener, 2004). Kandidozun
gelismesinde s6z konusu predispozan faktorlerden bazilar1 Tablo 2’de goriilmektedir

(Timbay, 1999).

Tablo 2. Kandidozlarda predispozan faktorler

¢ Derinin maserasyonu (6rnegin, nem ile)

¢ Diabetes mellitus

e Hiicresel immun yetmezlikler

® QGenis etki alanl antibiyotikler

e Kortikosteroitler ve bagska immunosupresif ilaglar

e Notropeni (malignite veya malignitenin tedavisi nedeniyle)

e Bazi1 ameliyatlar (organ transplantasyonlari, kalp veya gastrointestinal kanal
ameliyatlari)

¢ (iddi yaniklar

¢ Damar kateterleri

e AIDS

e Kronik yataga baglayici hastaliklar

e Damardan narkotik kullanimi

Brezilya’da bir liniversite hastanesinde gerceklestirilen calismada 100 hasta
retrospektif olarak degerlendirilmis ve kandidiiri gelisiminde rol oynayan major risk
faktorleri; onceden uygulanan antibiyotik tedavisi (%93), idrar sondas1 (%83), son 60

giin icinde cerrahi girisim (%48), bobrek yetmezligi (%32), bakteriyel bir infeksiyonun



eslik etmesi (%?28), kortikosteroid (%20) ve diger immunsupressif ilaglarin kullanimi
(%10) olarak bildirilmistir (de Oliveira ve ark., 2001).

Candida tiirleri deri ve mukozalarin tutuldugu yiizeyel infeksiyonlardan,
kandidemi, artrit, osteomiyelit, endoftalmit, endokardit, miyokardit, menenjit, peritonit
ayrica, karaciger, dalak, bobrek, akciger, gastrointestinal kanal tutulumu ile seyreden
yaygin infeksiyonlara neden olabilmektedir (Pfaller, 1994; Kustimur, 2003).

Kandidozlar, yiizeyel ve derin infeksiyonlar olarak iki grupta incelenebilirler.
Yiizeyel kandidozlar deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢ organ ve sistemlerin
infeksiyonlanidir. Yiizeyel kandidozlarda Candida deri veya mukozadaki bir catlaktan
yalanci hifleri ile doku i¢ine girer; yalanci hifler ve bunlardan tomurcuklanma ile olusan
blastokonidiyumlar1 ile dokuya yayilir. Derin veya sistemik kandidozlarda ¢ogu kez
once gastrointestinal kanalda bir kolonizasyon vardir. Gastrointestinal mukozay1
gecerek veya bagka yolla kana ulasan mantar, fagositik etkinligi yetersiz olan hastalarda
kanda ¢ogalip hemen hemen her organ veya sisteme yerlesebilir (Tiimbay, 1999).

Kandidoz baskin olarak endojen kaynakli olsa da capraz infeksiyonlarda
gorlildiigii  ve bulasin hasta yakinlarinin veya saglik calisanlarinin elleri ile, basta
kateterler olmak tizere kullanilan cesitli aletlerle, tibbi tedavi ve beslenme amach
kullanilan sivilar ile oldugu bildirilmektedir (Ener, 1998; Munoz ve ark., 2001). Yaygin
kandidozda tutulan organlar ile infeksiyon kaynagi arasinda yakin bir paralellik sz
konusudur. Infeksiyon GIS kaynakli ise karaciger ve dalak, santral vendz katater ile
iliskili ise endokardit ve renal tutulum daha olasidir (Bodey, 1988; Anaissie ve Bodey,
1989).

Hematojen kandidoz olgularmin kliniklerine gore dagilimina bakildiginda;
olgularin yaklasik %25’1 cerrahi yogun bakim {initesinden, %25’i kemik iligi
transplantasyon {initesinden, %20’si dahili yogun bakim {initelerinden, %10’u
hematoloji-onkoloji {iinitelerinden ve geri kalan %?20’si de diger kliniklerden
bildirilmistir (Wenzel, 1995).

Candida tiirleriyle gelisen nozokomiyal fungeminin hastanede kalig siiresini
ortalama 30 giin uzattif1 ve tek basina %38 mortaliteye neden oldugu gosterilmistir
(Wey ve ark., 1988). Candida cinsi icinde C. albicans infeksiyonlardan en sik izole

edilen tiir olmakla birlikte son yillarda C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.



lusitaniae, C. glabrata’nin neden oldugu nozokomiyal infeksiyonlar 6n plana ¢ikmistir
(Abi-Said ve ark., 1997; Girmenia ve Martino, 1998; Hawkins ve Baddour, 2003).
Candida infeksiyonlarinin patogenezi aciklanirken Candida’ya ait viriilans
faktorlerinin de onemi belirtilmektedir. Ozellikle konakgi1 epitel ve endotel hiicrelerine
adezyon, germ tiip olusturma ve proteinaz enziminin {iretimi major viriilans
faktorleridir. Ayrica fosfolipaz enzimi, toksinler, fenotip degisimi, hiicre duvar1 ve
yiizey degisimi ile hidrofobisite gibi faktorler de viriilans ve patogenezde rol

oynamaktadirlar (Ghannoum ve Abu-Elteen, 1990; Gale ve ark., 1998).

I1.3. LABORATUVAR TANI

I1.3.1. Kiiltiir

I1.3.1.1. Primer izolasyon

Yiizeyel kandidoz tanisi i¢in incelenecek klinik Ornekler; deri kazintisi, tirnak
kazintis1 ve mukozalardan alinan siiriintii ve/veya kazinti ornekleridir. Derin/sistemik
kandidoz kuskusunda kan, beyin-omurilik sivist (BOS), balgam, idrar, eksiidalar, doku
biyopsileri, ameliyatla c¢ikarilan doku parcalari, damar i¢i kateter uglar1 gibi 6rnekler
incelenir (Tiimbay, 1999).

Kandidemi, en az bir kan kiiltiiriinde bir Candida tiiriiniin izole edilmesi olarak
tanimlanir (Uzun, 2001; Akkurt, 2004). Bunun i¢in Candida’larin 1yi iireyebildigi gesitli
besiyerleri kullanilmaktadir. Bunlarin icinde mantarlarin iyi tireyebildigi litik sentrifugal
ya da bifazik 6zellikteki BACTEC ve benzeri kan kiiltiirii sistemleri kandan izolasyonda
cok daha 1yi basar saglamaktadir (Wilson ve ark., 1992).

Primer izolasyon besiyeri olarak en stk SDA kullanilmakla beraber, patates
dekstroz agar ve Mycosel veya Mycobiotic agar gibi besiyerleride kullanilabilir

(Koneman ve ark., 1997; Yildiran, 1999; Sutton, 2003).

I1.3.1.2. identifikasyon

Germ Tiip Testi:

Candida’larin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonu uzun siirmektedir. Bu
nedenle ¢abuk sonug¢ veren yontemlere gereksinim vardir. Germ tiip testi ¢cabuk, kolay
ve ucuz bir testtir. Candida suslart insan veya tavsan serumu igeren tiiplerde 2 saat

37°C’de bekletilerek germ tiip olusumu yoniinden incelenebilir. Maya hiicresinden



direkt ve kisa bir hif baslangici seklinde, septumlarinda bogumlanmasinin olmadigi
germ tiipler olusturulur. C. albicans germ tiip pozitif olmakla beraber C. tropicalis

yalanci pozitiflik verebilir (Helvaci ve ark., 1992; Yildiran, 1999).

Mikroskobik Morfoloji:

Hif, pseudohif, blastospor ve klamidospor iiretme Ozelliklerinin mikroskobik
olarak degerlendirilmesi icin misir unlu (cornmeal)-Tween 80 agar, piring ekstresi-
Tween 80 agar, Oxgall agar, Wolin Bevis agar veya Czapek Dox- Tween 80 agara ¢izgi
ekimi yapilarak iizeri lamelle kapatilir. 26-27°C’de 24-72 saat inkiibe edilir. Kapatilan
lamel ortamin oksijenini azaltarak, Tween 80 ise yiizey gerilimini diisiirerek

klamidospor ve pseudohif yapimini arttirir (Koneman ve ark., 1997; Yildiran, 1999).

Biyokimyasal Ozellikler:

a) Karbonhidrat asimilasyon testi:

Mayalarin  karbonhidrati karbon kaynagi olarak kullanma yetenekleri
degerlendirilir. Klasik olarak mayalarin  karbonhidrat kullanma 6zellikleri
Wickerham’in  asimilasyon ve fermentasyon yoOntemleriyle incelenir. Klinik
laboratuvarlarin ¢ogunda bu testlerin yerini API 20 C, ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek gibi
hazir ticari test sistemleri almistir. Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlar API
sistemleridir (Y1ildiran,1999).

b) Ureaz testi:

Candida tiirlerini diger mayalardan ayirmaktadir. Candida cinsi icerisinde hem
tireaz pozitif hem de negatif tiirler bulunmaktadir; ancak klinik onemi olan tiirlerin
biiyiik cogunlugu iireaz-negatiftir. Christensen’in iire agarinin rengi pembeye doniisiirse
pozitif, renk de8isimi olamadan orijinal sar1 renginde kalirsa negatif reaksiyon olarak
degerlendirilir. Mayadaki iireaz enzimiyle tireden aciga ¢ikan amonyagin neden oldugu

alkali pH, renk indikatoriinii pembeye doniistiiriir (Yildiran,1999).

Kromojenik Besiyerleri:
Izolasyon ve identifikasyon amaclhi olarak cesitli kromojenik besiyerleri
kullanilmaktadir. Ozellikle karisik tiirler ile olan infeksiyonlarda CHROMagar Candida

(CHROMagar, Paris) mayalarin secici olarak izolasyonunu ve C. albicans, C. tropicalis
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ve C. krusei’nin identifikasyonunu saglamaktadir. Albicans ID agar, Candida ID agar

da ticari kromojenik besiyerlerindendir (Pfaller ve ark., 1996; Ozkiitiik ve ark., 2000).

I1.3.2. Kiiltiir Dis1 Tam1 Yontemleri

I1.3.2.1. Serolojik Testler

Invaziv mantar infeksiyonlarinda ayirt edici klinik bulgularin yetersizligi,
mevcut yontemlerin zaman zaman etken mantar izolasyonundaki basari oraninin c¢ok
yiiksek olmayisi, serolojik testlere olan ilginin artmasina neden olmustur. Mantarlar,
bakteriler ile karsilastirildiklarinda; zayif antijenik yapiya sahip olsalar da serumda
sirkiile olan antijen ve antikorlarin saptanmasi, uygulanan deri testleri ile mikolojik
tantya yardimci olurlar veya cesitli mikotik infeksiyonlarda tedaviye yanitin
belirlenmesi i¢in hastalik prognozunun izlenmesi gibi Onemli islevleri iistlenirler

(Cerik¢ioglu, 1999; Yegenoglu, 2001).

I1.3.2.2. Antikorlarin gosterildigi testler

Candida’ya kars1t olusan antikorlar tiim hiicre agliitinasyonu, LA (Lateks
agliitinasyon), indirekt immiinfloresans ve RIA (radioimmunnoassay) ile arastirilabilir.
Ancak antikor aranmasinin tanisal degeri hayal kirici olmustur (Verweij ve Meis, 2000).
Ciinkii, immiin sistemi baskilanmis kisilerde antikor olusmamasi, pozitif antikor
varliginin  kolonizasyon ve infeksiyonu ayiramamasi, nétralizan —antikorlarin
bulunabilmesi, antijen ile antikorlarin uzaklastirilabilmesi, mannan antikorunun dalak
ve karaciger tarafindan hizla kandan uzaklastirilmasi nedeniyle antikor aranmasi

testlerinin duyarliligr diistiktiir (McLintock ve Jones, 2004).

I1.3.2.3. Antijenlerin gosterildigi testler

Invaziv kandidozda tan1 gostergeleri 1stya duyarl antijen, mannan, D-arabinitol
ve enolazdir. Mannan kandan hizla temizlenir, sik 6rnekleme gerekir. Duyarliligl %31-
90 arasindadir. Isiya duyarli antijen duyarliligt %6-71 arasindadir. D-arabinitol bir
metabolittir, serumda dolasir ve idrarda toplanir. Duyarliligt %50’dir. Enolaz duyarlilig

9%54-75 arasindadir (McLintock ve Jones, 2004).
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I1.3.2.4. Molekiiler Tam Yontemleri

Fungal infeksiyonlar cok kisa siirede hayati tehdit eden klinik tablolara
doniisebildikleri i¢in patojen mikroorganizma en kisa siirede tanimlanmal1 ve tedaviye
baslanmalidir (Costa ve ark., 2000). Gegen ylizyilda tamisal yaklagimlar daha cok
mikroorganizmanin biyokimyasal veya morfolojik fenotipinin belirlenmesine dayali
olarak gerceklestirilmekte iken, molekiiler yontemlerin son yillarda yayginlastig dikkati
cekmektedir. Molekiiler tanisal uygulamalar etiyolojik tanida hiz, duyarlilik ve bazi
durumlarda da 6zgiilliik artisina sebep olmustur (Ahmad, 2002; Saracli, 2005).

Kandidozlar konusundaki molekiiler ¢alismalar ii¢ ana hedefe yonelik olarak
gerceklestirilmektedir (Hopfer, 1995; Saracli, 2005).

i.  Klinik 6rneklerden Candida tiirlerinin erken ve cabuk saptanmasi
ii.  Dogrudan klinik 6rnek veya Kkiiltiir ortaminda cins veya tiir diizeyinde hizh

tanimlama
. Antifungal duyarliligin ve tedaviye yanitin ortaya konmasi

Maaroufi ve ark. yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda, PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) analizi ile kan 6érneginde 5 CFU/ml maya hiicresinin
bile saptanabildigi ifade edilmektedirler. C. albicans’in PCR (Polymerase chain
reaction) temelli tanisimin geleneksel kan kiiltiiriinden ¢ok daha duyarli (%100), 6zgiin
(%97) ve tekrarlanabilir (%96-99) oldugu gosterilmistir (Maaroufi ve ark., 2003). Bu
sebeple fungal yiikiin ¢ok az olmasi sebebiyle kiiltiir ve serolojik taninin heniiz yetersiz
oldugu evrede, PCR temelli tan1 ¢cok etkindir. Ancak DNA saptamaya yonelik teknikler
heniiz deneysel diizeydedir ve ticari olarak mevcut degildir (Maaroufi ve ark., 2003;

Saracli, 2005).

I1.3.2.5. Hayvan Modelleri

Hayvan modelleri yeni gelistirilen tan1 yontemlerinin 6zgiilliik ve duyarliligini
Olcmede bize yardimci olmaktadir. Bu tant yOntemleri insanlardan alinan klinik
orneklere uygulanmadan Once deneysel olarak infekte edilmis hayvanlardan alinan
orneklerde incelenmekte ve giivenli tam1 konulabilecek en diisiik organizma miktarlari

saptanmaktadir (Hurst ve ark., 2000).
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IL4. ANTIFUNGAL ILACLAR

Bagisik oziirlii hastalarda yasami tehdit eden mantar infeksiyonlarinda artis
goriilmesi, antifungal sagaltim konusunda yenilikleri ve sorunlar1 da beraberinde
getirmistir. Mantar hiicrelerinin memeli hiicreleri gibi 6karyot yapida olmasi; protein,
DNA veya RNA biyosentezini inhibe eden antifungal ilaglarin insanlar i¢in toksik
ozellikte olmasina ve sonu¢ olarak bu alandaki ilerlemelerin yavaslamasina yol
acmaktadir (Hay, 1994).

Yirminci yiizyilin baginda mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek
etkin antifungaller yoktu. 1951 yilinda hem oral hem de topikal etkili bir poliyen
antibiyotik olan nistatin bulunduktan sonra, 1956’da yine poliyen bir antibiyotik olan
amfoterisin B’nin bulunmasi sistemik antifungal tedavide doniim noktas1 olmustur (Inci,
1999). Antifungal ilaglarin yillara gore gelisimi Tablo 3’de gosterilmektedir (Neely ve
Ghannoum, 2000).

Tablo 3. Antifungal ilaglarin yillara gore gelisimi

e 1950’ler Amfoterisin B, Nistatin
e 1960’lar Griseofulvin
e 1970’ler Flusitozin, Klotrimazol, Mikonazol
e 1980’ler Ketokonazol, Flukonazol, Itrakonazol
¢ 1990’lar Lipid Amfoterisin B, Terbinafin
e 2000’ler Ekinokandinlerden; Mikafungin (FK 463), Kaspofungin
Azollerden; Vorikonazol, Posakonazol, Ravukonazol
Polienlerden; Lipozomal Nistatin, Nanosferik Amfoterisin B ve

Sordarinler, Nikomisinler, Pradimisinler

Amfoterisin B ve azol tiirevleri, ozellikle flukonazol ve itrakonazol antifungal
kemoterapinin baslica dayanagini olusturmaktadir (Hay, 1994). Genel durumu bozuk
olan hastalarda her zaman tedaviye altin standart ila¢ olan amfoterisin B ile baglanir,
durumu stabillesen hastalarda azol tiirevleri onerilir (Inci, 1999).

Sistemik ~ mantar infeksiyonlarinda kullanilabilecek antifungal ilaclarda

antibakteriyel ilaclarda oldugu kadar cesitlenmenin olmamasi yaninda kullanila gelen
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antifungallerin baz tiirlerde etkili olamamasi, antibakteriyellere oldugu gibi bazi mantar
tirlerinin de kullamlan antifungallere diren¢ gelistirmesi tedavide sorun
olusturabilmektedir (Hay, 1994; Ulutan, 2003).

Son 10 yilda amfoterisin B’nin lipit formiilasyonlari, yeni azol tiirevleri ve
mantar hiicre duvari biyosentezini hedef alan yeni antifungal ilaclar da gelistirilmistir.
Ayrica antifungal ilaclarin toksik etkilerini en aza indirgemek ve diren¢ gelisimini
onlemek i¢in kombine sagaltimin etkinligi iizerinde de arastirmalar yapilmaktadir.
Ancak antifungal kemoterapi alaninda giincel sorunlar hala giderilememistir (Bryskier,

1998; Siiriictioglu, 1999).

I1.4.1. Amfoterisin B ve Lipid Formiilasyonlari

Toprakta bulunan Streptomyces nodosus cinsi mikroorganizmadan elde edilen
Amfoterisin B (AMB) halen en genis spektrumlu polyen grubu bir antifungaldir. AMB
hayat1 tehdit eden pek ¢ok sistemik fungal infeksiyonlarda altin standart olarak kabul
edilen polyen grubu bir antifungaldir (Gallis ve ark., 1990; Uzun, 1998; Stevens ve
Bennett, 2000). Amfoterik 6zellikte olup asit ve bazik ortamda ¢oziilebilen tuzlar yapar
ve pH 2-11 arasinda suda erimez. Bu nedenle sodyum deoksikolat ile kararli kolloidal
bir siispansiyon olusturularak suda ¢oziinebilirligi artinlmistir (Stevens ve Bennett,
2000).

Polyen grubu antifungaller membran sterolleri ile kompleksler yaparlar.
Mantarlarin sitoplazmik membraninin temel sterolii olan ergosterole affinitesi memeli
hiicre membraninin sterolii olan kolesterole gore daha fazladir. Fungus hiicre
membraninda ergosterol ile etkilesen AMB’in membranda delikler olusturup
permeabiliteyi arttirarak hiicre 6liimiine neden olduguna inanilmaktadir (Kayaalp, 1995;
Inci, 1999; Stevens ve Bennett, 2000). Ayrica lipid peroksidasyonu, membran
enzimlerinin inhibisyonu, endositoz ve immun situmulasyonun bloke edilmesi One
siiriilen diger etki mekanizmalaridir. Etki hizli baglar ve ireme orani ile iligkili degildir.
AMB’ye orta derecede direng gelisir. Direng gelisiminde sterol yapisinin degismesi,
tireme oraninin azalmasi ve azalmis viriilans etkilidir (Stevens ve Bennett, 2000).

Fungusidal etkili olan AMB’nin etki spekturumu olduk¢a genistir. Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Sporotrichum spp., Cryptococcus

neoformans ve Candida lusitaniae disinda Candida cinsi mantarlar olduk¢a duyarlidir
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(Stevens ve Bennett, 2000; Yiicel ve Kantarcioglu, 2002). Ancak bazi kandida suglari
direngli veya toleran olabilir. Aspergillus cinsi ve Zygomycetes cinsi mantarlara
aktivitesi degisken olabilir. Fusarium cinsi, Trichosporon cinsi, Pseudallescheria
boydii, Malassezia furfur ve kromoblastomikoza yol agan mantarlar AMB’ye
direnclidir. Bu kadar genis spektrum ile AMB klinikte pek cok sistemik fungal
infeksiyonda ilk kullanilacak ilagtir (Denning ve ark., 1997; Stevens ve Bennett, 2000).

Oral kullanim1 gastrointestinal absorbsiyonu iyi olmadig1 i¢in yoktur. Topikal ve
intravenoz olarak kullanilir (Kayaalp, 1995). Genellikle doz araligi 0,5-1,5 mg/kg/giin
seklinde, 10-14 giindiir (Inci, 1999; Yiicel ve Kantarcioglu, 2002). AMB %90’dan fazla
plazma proteinlerine baglanir ve intravendz verilmesinden yaklasik 12 saat sonra sadece
%10’u kanda kalir. Dokularda 6zellikle karaciger ve dalakta konsantrasyonu yiiksektir.
Karaciger ve diger organlarda depolanir ve daha sonra yavas olarak kana tekrar gecer.
Normal veya inflame meninkslere, tiikiiriik, bronsiyal sekresyon, beyin, pankreas, kas,
kemik ve normal amniyotik siviya gecisi zayiftir. AMB serum diizeyleri karaciger ve
bobrek yetmezliklerinden etkilenmez (Denning ve ark., 1997; Dix, 1998).

AMB alan hastalarin bir kisminda ilk infiizyondan 30-45 dakika sonra sonra
goriilen akut baslayan ates, titreme, hipotansiyon, takipne ve tasikardi gelisir. Bu etkiler
2-4 saat sonra yatisir. Infiizyona bagl yan etkilerin monosit ve makrofajlarmn salgiladig
TNF alfa, IL-1 ve IL-6 ile iliskili oldugu one siiriiliir. Daha az olarak bulanti, kusma,
bas agrisi, artralji, myalji, hipotermi, bronkospazm gibi erken toksik belirtiler ¢ikabilir.
Uzun siireli kiirlerde kemik iligi depresyonuna isaret eden ilerleyici normokromik
anemi beklenebilir (Dix, 1998; Inci, 1999; Stevens ve Bennett, 2000; Yiicel ve
Kantarcioglu, 2002). Anafilaksi cok nadirdir (Dix, 1998; Stevens ve Bennett, 2000).

AMB’nin dar terapétik araligt ve Onemli yan etkileri sistemik fungal
infeksiyonlarda yeni antifungallerin gelistirilmesi zorunlulugunu dogurmustur. Bu
amacla gelistirilen azol gurubu antifungaller spektrumunun c¢ok genis olmamasi ve
direng gelismesi gibi sorunlar yiiziinden AMB’nin yerini tam olarak alamamistir. Bunun
tizerine lipozomal teknolojiden yararlanarak AMB’nin stiinliiklerinden de
vazgegmeden AMB’nin lipid formiilasyonlarinin yapilmasi giindeme gelmistir (Wasan
ve Lopez-Berestein, 1996).

Bugiin kullanimda olan ve Food and Drug Administration (FDA) tarafindan

onay alan 3 lipid formiilasyonlu AMB vardir. Bu AMB lipid formiilasyonlar1 FDA’dan
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onay alinma sirasina gore; 1995’de AMB lipid kompleks (ABLC-Abelcet), 1996’da
AMB koloidal dispersiyon (ABCD-Amphocil) ve 1997°de lipozomal AMB (L-AMB-
Ambisome) seklindedir (Wong-Beringer ve ark., 1998).

I1.4.1.1. Amfoterisin B Lipid Kompleks (ABLC)

Lopez-Berstein tarafindan gelistirilen molekiil 7:3 molar oranda dimiristoyl-
fosfatidil kolin ve dimiristoyl-fosfatidil gliseroliin olusturdugu serit seklinde kompleks
yapilardir. Bu kompleksde lipozomal ve lipozomal olmayan cift tabakali lipid yapilar
bulunur. ABLC’nin partikiil cap1 1.6-11 pm’dir. En 6nemli dezavantaji partikiillerin esit
miktarda ila¢ icermemesidir (Dix, 1998; Wong-Beringer ve ark., 1998).

I1.4.1.2. Amfoterisin B Kolloidal Dispersiyon (ABCD)

ABCD amfoterisin B ile sodyum kolesteril siilfatin 1:1 oranda birlesmesi ile
olusturulmus bir lipid formiilasyonlu AMB’dir. Cap1 122 nm, kalinlig1 4 nm olan disk
seklinde multilameller bir yapiya sahiptir (Wong-Beringer ve ark., 1998).

I1.4.1.3. Lipozomal Amfoterisin B (L-AMB)

L-AMB uniform, sferik, 60-70 nm boyutunda unilamellar lipid vezikiillerinden
olusur. Bu c¢ift kathh lipid tabakast kolesterol ile stabilize edilmis
distearoylfosfatidilgliserol ve hidrojenlenmis soy fosfaditilkolin ile AMB’nin kombine
edilmesinden olusur. Bir molekiil amfoterisin B’ye kars1 9 molekiil lipid icerir (Wong-

Beringer ve ark., 1998).

11.4.2. Azoller

Azol grubu antifungal ajanlar hem yiizeyel hem de derin mikozlarin tedavisinde
basariyla kullanilmakta olan ilaclardir (Sheehan ve ark., 1999). Azollerin antifungal
etkisi mantar hiicre membraninin asil sterolii olan ergosterol sentezini hedef alir. Azoller
lanosteroliin ergosterole doniisiimii icin gerekli olan sitokrom P-450 enzimine bagimli
C-14 alfa demetilaz enzimini inhibe ederek etki gosterirler. Ergosterol yerine
metillenmis sterollerin birikimi hiicre zarma bagl hiicre islevlerini bozar. Azollerin
diger antifungal etkileri; endojen respirasyonun inhibisyonu, membran fosfolipitleri ile

toksik etkilesim ve mayalarin micel forma doniisiimiiniin inhibisyonudur. Azollerin en



16

onemli dezavantaji insan hiicrelerindeki sitokrom P-450 enzimi ile etkilesime girerek
bazi metabolik olaylarda bozulmaya yol agabilmesidir (Como ve Dismukes, 1994;
Viviani ve ark., 1998).

Klinik kullanimdaki azoller, azol halkasinda iki ya da ii¢ nitrojen bulunmasina
gore imidazoller (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol, ekonazol) ve triazoller
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) olarak simiflandirilir
(Sheehan ve ark., 1999).

Genel bir yaklasim yapmak gerekirse, imidazoller daha ¢ok yiizeyel mikozlarin
tedavisinde kullanilirken triazoller 6zellikle sistemik mikozlarin tedavisinde énemli bir

etkiye sahiptirler (Sheehan ve ark., 1999).

11.4.2.1. Flukonazol

[Ik defa 1981°de sentezlenen genis spektrumlu bir bis-triazol tiirevidir.
Flukonazol molekiilii tasarlanirken imidazol grubunun yerine bir triazol grubunun
kullanilmasi, metabolik degredasyon bolgelerinden birini ortadan kaldirmis ve ilacin
mantarlardaki demetilaz enzimine kars1 olan spesifitesini arttirmstir. Ikinci bir triazol
grubunun eklenmesi ise antifungal aktivitenin daha da artmasini saglamistir (Como ve
Dismukes, 1994; Or ve Dokuzeyliil, 2005).

Flukonazol sudaki ¢oziiniirliigiiniin ¢cok iyi olmasi ile itrakonazolden farklilik
gosterir. Bu 6zelligi intraven6z kullanimina olanak sagladigi gibi oral alimindan sonra
emiliminin iyi olmasina, miikemmel doku dagilimina ve ila¢ etkilesiminin diger
azollerden daha az olmasina da olanak saglar. Ancak bu avantajlarina karsin baz1 maya
tiirlerinde diren¢ gelismesi etki alaninin sinirlt kalmasina neden olmaktadir (Como ve
Dismukes, 1994; Viviani ve ark., 1998).

Candida tiirleri (C. glabrata karsisinda azalmis etki ve C. krusei karsisinda
etkisiz) ve Cryptococcus neoformans’a etkilidir. Sistemik kandidiyazda 200-400
mg/giin, 6-8 hafta onerilmektedir (Inci, 1999; Yiicel ve Kantarcioglu, 2002).

Insanlarda en sik goriilen yan etkileri bulanti, bas agris1, karin agris1 olmakla
birlikte karaciger fonksiyonlarinda klinik bakimdan anlamli bir degisiklik yapmaz (Inci,

1999; Or ve Dokuzeyliil, 2005).
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I1.4.2.2. Vorikonazol (UK-109,496)

Sistemik mantar infeksiyonlarinin ciddi seyri ve yiiksek mortalitesi, mevcut
antifungaller ile tedavide yasanilan giicliikler (itrakonazolde emilim sorunlari,
flukonazolde sinirl aktivite), yillardir altin standart olarak kalan amfoterisin B’ye bagh
yan etkiler (nefrotoksisite, ates, titreme ve hipokalemi basta olmak iizere) ve amfoterisin
B’nin hem oral hem de parenteral formlarinin olmamasi, flukonazol basta olmak iizere
azollerin ve amfoterisin B’nin yeterince etkin olmamasi yeni antifungal ajanlara
gereksinimi de beraberinde getirmistir (Johnson ve Kauffman, 2003; Oztiirk, 2005;
Tabak, 2005).

Yeni gelistirilip  klinik  kullamima girmis olan antifungallerden  biri
vorikonazoldiir. Vorikonazol, flukonazol c¢ekirdeginde yapilan degisikliklerin
sonucunda daha giiclii, daha genis spektrumlu oral ve parenteral kullanima uygun yeni
bir ikinci kusak triazol antifungaldir. Vorikonazolle ilgili klinik caligmalar (faz 1)
Avrupa’da 1991 yilinda baslatilmis; ampirik tedavi protokolii 1997 yilinda kabul
edilmis, nihayet Mayis 2002 tarihinde “Food and Drug Administration (FDA)”
tarafindan onay almistir (Jeu ve ark. 2003; Johnson ve Kauffman, 2003; Oztiirk, 2005:
Tabak, 2005).

Oral ve intravenodz formlar halinde hazirlanmistir. Vorikonazol, diger azollerde
oldugu gibi sterol sentezinde kritik noktalarda inhibisyona yol agarak etkisini gosterir.
Vorikonazol, sitokrom P450 14-o-demetilaz enzimini inhibe eder (Jeu ve ark. 2003;
Oztiirk, 2005).

Vorikonazol, oral formiilasyonunun bulunmasi nedeniyle uzamis, ardisik
tedavide uygun bir secenek olacaktir. Ayrica itrakonazol ve flukonazoliin aksine
emilimi mide ici pH degisikliklerinden etkilenmemektedir (Johnson ve Kauffman,
2003; Tabak, 2005).

Vorikonazol Candida ve Cryptococcus tiirlerine, Aspergillus tiirlerine, dimorfik
mantarlara ve diger kiiflere etkilidir. C. krusei gibi flukonazole direngli tiirlere etkili
olmas1 yaninda Aspergillus tiirlerine itrakonazolden daha etkili olmasi, amfoterisin B’ye
direngli Aspergillus terreus’a etkili olmasi vorikonazola ©nemli {istiinliikler
saglamaktadir (Herbrecht ve ark., 2002).

Vorikonazol tedavisi sirasinda en sik gozlenen yan etki gecici, dozla iliskili

gorme bozuklugudur. Goriilebilen diger yan etkiler; ates, dokiintii, kusma, ishal, bulanti,
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sepsis, bas agrisi, solunum bozukluklar1 ve periferal 6dem seklinde siralanabilir

(Johnson ve Kauffman, 2003; Tabak, 2005).

IL.5. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Son yillarda ©nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilen invaziv fungal
infeksiyonlarin insidansindaki artig, antifungal sagaltimdaki farkli secenekler , fungal
etkenlerin spekrumundaki degisim ve fungal patojenler arasinda antifungal ilacglara
direncin yaygilasmasi, antifungal duyarlilik testlerine gereksinimi arttirmistir
(Konntoyiannis ve Lewis, 2002).

Antifungal duyarlilik testlerinin derin bolgelerden soyutlanan, invaziv kandidoz
tablolarindan iiretilen Candida spp. (6zellikle non albicans tiirler) suslarina ve AIDS’li
olgularda izlenen rekiirren orofaringeal kandidoz gibi 6zel klinik tablolardan soyutlanan
Candida izolatlarina, ayrica da standart sagalima yanit alinamayan durumlarda
uygulanmasi Onerilmektedir (Pfaller ve Yu, 2001). Rex ve arkadaslar1 yaptiklari bir
caligmaya gore, antifungal duyarlilik testlerinin en fazla oranda albicans dis1 Candida
tiirleri ile olusan infeksiyonlarda yararl oldugunu vurgulamistir (Rex ve ark., 2000).

Antifungal duyarlilik testlerinin uygulanmasi gereken durumlari maddeler
halinde 6zetlersek (Kustimur, 1999);

i.  Etken mikroorganizmaya kars1 etkili oldugu bilinen antifungal ilag¢ ile tedaviye
yanit alinmadig1 durumlarda
ii.  Alternatif ilaclarin arastirnllmasinin gerektigi ve ozellikle secilen ilaca karsi
mantarin direnci oldugu bilinen durumlarda
ii.  Flusitozin ile tedavi varsa (direng siklikla goriilmektedir)
iv.  Yeni ilaclarin kullanildigi durumlarda
v.  Agir immun sistem yetmezligi bulunan hastalarda sistemik imfeksiyon gelistigi
zaman

vi.  Invitro ve in vivo uyumun belirlenmesini amaglayan durumlarda

Ideal olarak in vitro duyarlilik testleri (Kustimur, 1999);
e ki ya da daha fazla ilacin aktivitesinin giivenilir olarak ol¢iilmesini

e llaclarin in vivo aktiviteleri ile uyumlu ve tedavi sonuglarini 6lcebilmeyi
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e Normal olarak duyarli organizma toplulugu icindeki direncin gelismesinin
izlenmesini

e Yeni gelistirilen deneysel ilaclarin tedavi edici gii¢lerini Olgebilmeyi
saglamalidir.

Bu 0Ozelliklerin yaninda testin, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirliginin yiiksek, hizli sonug¢ verebilen, kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi
gerekmektedir (Konntoyiannis ve Lewis, 2002).

ABD’de NCCLS tarafindan 1982 yilinda kurulan alt komite in vitro antifungal
duyarlilik testleri caligmalarina baslamig, on yil siiren yogun calismalar sonunda
mayalar i¢in buyyon makrodiliisyon yontemini 6neren ilk belge 1992’de M27-P adiyla
yayimlanmigtir. Makrodiliisyon yonteminin zahmetli ve zaman alic1 olmasi nedeniyle
1995 yilinda NCCLS M27-T belgesi ile yayimlanan mikrodiliisyon yoOntemi
gelistirilmistir. Bazi yeniliklerle 1997°de M27-A ve 2002’de son olarak bu giin
kullanilan M27-A2 yayimlanmustir. Kiifler icin antifungal duyarlilik testini sunan ilk
belge 1998’de M38-P adiyla ve onun gelistirilmesiyle 2002’de bugiin kullanilan M38-A
yayimlanmistir (NCCLS 1992; NCCLS, 1997; NCCLS, 2002).

Candida tiirlerinin amfoterisin B i¢in diren¢ smir degerleri konusunda fikir
birligine varilamamistir (Neeley ve Ghannoum, 2000; Rex ve ark., 2000). Bununla
birlikte flukonazol, itrakonazol ve 5-flusitozin icin duyarlilik ve diren¢ sinirlar
belirlenmistir. Bu antifungallerin duyarliik ve diren¢ smirlari Tablo 4’de

gosterilmektedir NCCLS, 1997; Rex ve ark., 2001; Rex ve Pfaller, 2002).

Tablo 4. NCCLS’in Candida tiirleri i¢in 6nerdigi duyarlilik ve direng sinirlar1 (ug/ml)

Antifungal ajan Duyarh Doza bagimli duyarh Orta duyarh Direncli

(S) (S-DD) D (R)
Flukonazol* <8 >8-<32 >32 >32
Itrakonazol <0.125 >0.125-<0.50 >0.5 >0.5
5-Flusitozin <4 - >4-<16 >16

*: C. krusei intrensek olarak direngli kabul edildiginden bu mantarin flukonazol sonuglar1 bu tabloya gore

degerlendirilmemelidir.
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Belirtilen referans yontemlerin yaninda, bunlar ile degisen oranlarda uyumlari
bildirilen bir ¢ok teknik gelistirilmistir (Rex ve ark., 2001; Pfaller ve Yu, 2001). Bu

yontemler Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 5. Antifungal duyarlilik testleri

Diliisyon Temeline Difiizyon Temeline Diger Yontemler
Dayanan Yontemler Dayanan Yontemler

Makrodiliisyon™ Disk difiizyon Ergosterol sentezinin
Mikrodiliisyon* E test kantitasyonu
Spektrofotometrik yontemler Flovsitometrik yontem

Kolorimetrik yontemler
Agar diliisyon
Yar kat1 agar yontemi

Agar tarama yontemi

*: NCCLS’in referans kabul ettigi yontemler

I1.5.1. Makrodiliisyon Yontemi

Bu yontem yalmzca Candida tirleri ve Cryptococcus neoformans icin
standardize edilmistir. Dimorfik mantarlarin maya sekillerinde ve filamantoz
mantarlarda uygulanmamistir. Buyon makrodiliisyon testi, mantar izolatlarina karsi tiim
antifungallerin test edilmesi i¢in yeterli bir yontemdir. Ancak calisilacak 6rnek sayilar

az olan kii¢iik laboratuvarlar i¢cin uygundur (NCCLS, 1992).

I1.5.2. Mikrodiliisyon Yontemi

Daha once referans olarak Onerilen yontemin uygulama zorlugu, zaman almasi
ve fazla malzeme kullanma gerekliligi gibi dezavantajlar1 s6z konusudur. Mikrobuyon
diliisyon yoOnteminin referans makrobuyon diliisyon sonuglari ile uyumlu bulunmasi ve
mikrobuyon dilisyon yonteminin hizli, ekonomik, otomatize edilebilir olmas1 gibi
avantajlarinin da gozoniine alinmasi sonucu; NCCLS bu yontemi de referans olarak
kabul etmistir (NCCLS, 1997). Ancak referans mikrodiliisyon yonteminde Onerilen
gorsel okuma zordur ve kuyucuklardaki bulaniklifin degerlendirilmesi ancak ayna

kullanarak yapilabilmektedir (Jahn ve ark., 1995; Giilay, 1997)
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M?27-A2’de mayalar i¢in standart mikrodiliisyon yontemine iligkin parametreler

Tablo 6’da sunulmustur (NCCLS, 2002).

Tablo 6. NCCLS M27-A2 mayalar i¢in standart mikrodiliisyon yonteminin temel prensipleri

Besivers RPMI 1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz, fenol kirmizili,
esiyeri
MOPS ile tamponlanmis, pH 7

Inokulum 0.5-2.5x 10°

Inkiibasyon 1s1s1 35°C

Inkiibasyon siiresi | 48 saat (Candida), 72 saat (Cryptococcus neoformans)

. Amfoterisin B icin “0” (liremenin tam inhibisyonu)
MIK degeri
Azoller ve flusitozin i¢in skor “2” (iiremenin %50 inhibisyonu)

Oneri Mikroplagin okunmadan 6nce ¢alkalanmasi

I1.5.3. Spektrofotometrik Yontemler
MIK degerlendirilmesinde antifungal iceren kuyucuklarin spektrofotometrede

absorbanslar1 alinarak kontrol kuyucugununki ile karsilastirilir (Rodriguez-Tudela ve

ark., 1996).

I1.5.4. Agar Diliisyon Yontemi

Yontem ile ilgili ¢esitli ¢calismalar bulunmakla birlikte standartlar s6z konusu
olmadigindan sonuclar farkliliklar gostermistir (Xu ve ark., 1998).

Xu ve arkadaslar agar diliisyon temeline dayali bir yontem gelistirmistir. Buna
gore, farkli flukonazol konsantrasyonlari iceren besiyerlerine ekilen kolonilerin ¢evresi
24 saat sonra saptanarak, ilacsiz besiyerindeki ortalama ile karsilastirilir ve kontrole
gore koloni cevresinde onemli miktarda azalma saptanan en diisiik ila¢ konsantrasyonu
MIK olarak belirlenir. Bu basit, hizli, ucuz ve ek alet gerektirmeyen yontemin referans

yonteme uygun sonug verdigi bildirilmistir (Xu ve ark., 1998).

I1.5.5. Disk Difiizyon Yontemi
Kolay uygulanabilir ve basit olan bu yontemin oOzellikle 24 saat sonraki

degerlendirmelerde referans yontem ile ¢ok iyi korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Bu
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yontemin tek dezavantaji olarak doza bagimli duyarh suslar ile gercek direngli suslar

ayirt edememesidir (Barry ve Brown, 1996).

I1.5.6. E Test

Plastik strip iizerine cesitli konsantrasyonlari emdirilen antifungal ilacin agarl
besiyerine gecisi ile gerceklestirilen ve MIK degerini saptayabilen bir difiizyon
yontemidir. Bu yontem pahali olmasina karsin, disk difiizyon gibi kolayca

uygulanabilmesi, ek malzeme gerektirmemesi nedeniyle son yillarda 6nem kazanmistir

(Kustimur, 1999).

I1.5.7. Flovsitometrik Yontem

Test, propidyum iyodiiriin DNA’ya baglanmasim1 takiben FA Scan Flow
Cytometer cihazinda floresans Ol¢iimiine dayanir. Bu yontemin avantajlari olarak; kisa
siirede sonu¢ vermesi, ¢ok hiicre incelenmesi nedeniyle hata paymni azaltmasi ve
antifungallerin etki mekanizmalarinin ayirimina olanak vermesi sayilabilir (Ramani ve

Chaturvedi, 2000).

I1.5.8. Kolorimetrik Yontemler

Alamar mavisi ve XTT (2,3 bis 2-metoksi. 4-nitro-5 sulfafenil-5-fenilamino
karbonil 2H-tetrazolium hidroksi) ile MTT (3-[4,5- dimetil tiyazol-2yl]-2,5 difenil
tetrazolium bromit) gibi tetrazolium tuzlar1 indikator olarak kullanilarak daha kolay ve
objektif bir degerlendirme saglanmaya calisilmistir (Kustimur, 1999)

Alamar mavisi bir kolorimetrik oksidasyon-rediiksiyon indikatoriidiir ve
normalde mavi olan bu ayirag iireme varliginda pembeye doniismektedir. Bu yontemde,
pembe renge degisme gostermeyen ilk mavi renkli kuyucuk MIK degeri olarak
belirlenmektedir (Kustimur, 1999).

XTT ve MTT, hiicresel dehidrogenazlar tarafindan indirgenerek mor renkli
formazana doniistiiriilmektedir. Bu kristaller eritildikten sonra olusan renk yogunlugu

canl1 hiicre sayisi ile orantili olmaktadir (Giilay ve Yulug, 1995).
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I1.6. RESAZURIN

Resazurin geleneksel olarak siit ve siit iiriinlerinin mikrobiyolojik 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in kullanilan bir redoks boyadir. Resazurinin rediiksiyonu renk
degisikligi ile karakterize oldugu icin ve resazurin rediiksiyon ara formu (resorufin)
giiclii bir florojenik redoks indikator oldugu i¢in resazurin konsantrasyonundaki kiigiik
degisiklikler fotometrik veya florometrik metodlarla tespit edilebilir (Wang ve ark.,
1998).

Resazurin, oksidasyon-rediiksiyon indikatorii olarak resazurin mikroplak
metodunda (RMM) kullanilir ve ayni1 zamanda hiicre proliferasyonu ve mikrobiyal
biiylimeyi degerlendirmek icinde kullanilabilir. Mavi renkli non-floresan boya canli
hiicrelerdeki oksido-rediiktaz enzimi ile pembe renkli floresan goriilen resorufin’e

indirgenir (Coban ve ark., 2005).

Resazurin Resorufin

Sekil 1. Resazurin ve resorufin’in kimyasal formiilleri
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BOLUM

MATERYAL VE METOD

IIL1. iZZOLATLAR

Calismaya kan orneklerinden izole edilmis 58 Candida susu dahil edildi. Bu
Candida suslar1 Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuarinda, degisik servislerde yatan hastalardan izole edildi. Klinik suslarin
yaninda standart sus olarak C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019
calismada kullanildi.

II1.2. iZOLASYON VE TANIMLAMA

Hastalardan alman kan O©mekleri BD BACTEC PLUS (Becton
Dickinson&Company, Shannon, Ireland) otomatize kan kiiltiir sistemi siselerine ekildi.
Ureme tespit edilen siselerden kanli agar (bioMerieux sa, Marcy I’Etoile, France) ve
EMB (Eosin-methylene blue) agara (bioMerieux sa, Marcy I’Etoile, France) pasaj
yapilarak, kiiltiirler 36°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kolonilerden
gram boyas1 yapildi. Maya oldugu goriilen kolonilerden SDA (MERCK, Darmstadt,
Germany)’ya pasaj yapilarak 24-48 saat 36°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
krem-sar1 renkli, hamurumsu-mukoit yapidaki saf oldugundan emin olunan kolonilerden
%15 gliserinli buyyon iceren ependorflara ekim yapildi ve -20°C’de saklandi.
Saklamada bulunan suslar kullanilacaklar1 zaman, iki kez SDA’ya pasajlanarak saf

olduklarindan emin olundugunda ¢aligmaya dahil edildi.

III.2.1. Germ Tiip Testi

0.5-1 ml insan serumu igine kiiciik bir maya kolonisi karistirildi. Bu karisim 2-
2.5 saat 37°C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda lam lamel arasina alarak x400
biiylitmede incelendi. Maya hiicresinden direkt ve kisa bir hif baslangic1 seklinde,
septumlarinda bogumlanmasinin olmadigi yapilar germ tiip olarak degerlendirildi. Germ
tiip pozitif olan suslar C. albicans olarak degerlendirildi (Helvaci ve ark., 1992;

Yildiran, 1999).
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I11.2.2. Pirin¢ Ekstresi-Tween 80 Agar

Tween 80 (MERCK Schuchardt, Hohenbrunn, Germany) igeren piring
ekstresinin hazirlanis1 su sekilde yapildi: 50 gr piring, 300 ml distile su i¢inde kaynatilip
birka¢ kat gazli bezden siiziildii ve buna 20 gr agar, 20 gr glukoz, 10 ml Tween 80
eklenip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Bu karigim 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildikten sonra steril petrilere dokiildii.

SDA da iiretilen kolonilerden igne uclu 6ze ile alinarak Piring ekstresi-Tween 80
agar lizerine birbirine paralel ii¢ cizgi halinde ekim yapildi. Ekim alaninin {izerine
alevde steril edilip havada sogutulmus bir lamel kapatildi ve 26°C’de 48-72 saat
inkiibasyona alind1. Inkiibasyon sonunda 151k mikroskobunun x400 biiyiitmede Candida
tiirlerinin olusturdugu mikromorfolojiler incelendi.

Bazi onemli Candida tiirlerinin mikromorfolojilerini degerlendirilmesinde
dikkate alinan kriterler (Tiimbay, 1999);

e (. albicans: Yalanc1 ve gercek hifler, yalanci hiflerin bogumlar1 ¢evresinde
kiimeler olusturmus yuvarlak blastokonidiyumlar ve hif uclarinda tiire 6zgii
kalin duvarli, tek veya birkag tane klamidospor.

e (. tropicalis: Yalanc1 hif boyunca tek tek veya kiiciik kiimeler olusturmus
yuvarlagimsi1 blastokonidiyumlar; bazen yalanci hif uglarinda klamidospora
benzer ancak ince duvarli yuvarlak veya armut seklinde hiicreler.

e C.guilliermondii: Az sayida kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlari1 ¢evresinde
kiiciik blastosporlarin olusturdugu kiimeler

e (. parapsilosis: Yalanct hif boyunca tek tek veya bazen kiiciik kiimeler yapacak
bicimde dizilmis blastokonidiyumlar, arada iri hifler.

e (. krusei: Yalanci hifler ve uzun “agaca benzer” dizilim gosteren
blastokonidiyumlar.

e (. glabrata: Kiiclik, oval ve uglarindan tomurcuklanan blastokonidiyumlar.
Yalanci hif olusturmaz.

e (. kefyr: Yalanci hifler ve uzun blastokonidiyumlar. Blastokonidiyumlar cogu

kez yalanci hiften ayrilip birbirine kosut bir dizilim gosterirler.
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I11.2.3. Kromojenik Besiyeri

MAST ID-CHROMagar Candida (Mast Diagnostics, Merseyside, United
Kingdom) kromojenik besiyeri olarak kullanildi. Besiyeri; 10gr/l pepton, 22 gr/l
kromojenik substrat, 0.5 gr/l kloramfenikol ve 15 gr/l agar icermektedir. icerik 100 ml
distile su icinde kaynama derecesinde tamamen c¢oOziiliinceye kadar karistirildi.
Coziildiikten sonra 50°C’ye kadar sogutulup steril petrilere dokiildii.

Candida’lar agar iizerine oze ile ekildi ve 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kolonilerdeki renk degisimleri izlendi. Yesil renkli koloniler C.
albicans, mavi renkli koloniler C. tropicalis ve acgik pembe renkli koloniler C. krusei

olarak degerlendirildi.

I11.2.4. ID 32C Maya Identifikasyon Sistemi

ID 32C (bioMerieux sa, Marcy I’Etoile, France) kullanilarak biyokimyasal
ozelliklerine gore tamimlama yapildi. ID 32C kitleri, her birinde bir dehidrate
karbonhidrat substrati bulunan 32 mikrokuyucuk igerir. Mayalar inokiile edildikleri
kuyucuktaki karbonhidrati karbon kaynagi olarak kullaniyorlarsa besiyerinde iireme
gozlenir.

Kiiltiirden bir miktar maya alinarak 2 McFarland bulanikliliginda olacak sekilde
Stispansiyon Medium (2 ml distile su) i¢ine karistirildi. Bu karistmdan 250 pl alinarak
C-Medium i¢ine eklendi. 32 kuyucuklu kitin her kuyucuguna C-Medium’dan 135’er ul
eklendi. 30°C’de 48 saat nemli bir ortamda inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki

tireme ATB Expression cihazinda okutuldu.

II1.3. STANDART ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTI
Calisilan Candida tiirlerinin  duyarlilik durumlari NCCLS’in  M27-A2’de
tanimladig kriterlere gore buyyon mikrodiliisyon testi ile belirlendi (NCCLS, 2002).

Her Candida susu amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol i¢in iki kez calisildi.

I11.3.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Duyarlilik testi i¢in besiyeri olarak RPMI 1640 (bikarbonatsiz, L-glutaminli, pH
indikatorlii) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) kullanildi. 800 ml distile suda
104 gr toz besiyeri eritildi ve 34.53 gr 0.165 M MOPS [3-(N-morfolino)
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propansiilfonik asit] (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) eklendi. Karistmin
homojenizasyonu saglandiktan sonra, oda 1s1sitnda 1 M NaOH ile besiyerinin pH 7’ye
ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml oluncaya kadar distile su eklendikten sonra karisim
0.22 um’lik filtrelerle steril siselere siiziilerek steril edildi ve kullanincaya kadar

+4°C’de sakland.

I11.3.2. Antifungal Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antifungal etken madde olarak; amfoterisin B (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA), flukonazol (Pfizer Haglan LTD. STi., [stanbul, Tiirkiye) ve vorikonazol
(Pfizer Ilaclar1 LTD. STI., Istanbul, Tiirkiye) kullanildi.

Antifungal ila¢ miktar1 asagidaki formiil kullanilarak yapildi (NCCLS, 2002).

Formiil 1. Antifungal ila¢ miktarin1 hesaplama formiil

Agirlik (mg)=[Hacim (ml) x Konsantrasyon (ug/ml)] / Potens (ug/mg)

I11.3.2.1. Amfoterisin B

Potensi %80 (800 pug/mg) olan toz halindeki amfoterisin B’den 16 mg tartilarak
10 ml dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii. Sonug¢ olarak konsantrasyonu 1280
pg/ml olan stok elde edildi. Steril ependorflara 1’er ml koyuldu ve 1siktan korunacak
sekilde kaplandi. Kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.

I11.3.2.2. Flukonazol
Potensi %100 (1000 pg/mg) olan toz halindeki flukonazol’den 25.6 mg tartilarak
20 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Sonug olarak konsantrasyonu 1280 pug/ml olan stok elde

edildi. Steril ependorflara 1’er ml koyuldu. Kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

I11.3.2.3. Vorikonazol

Potensi %99,2 (992ug/mg) olan toz halindeki vorikonazol’den 25.8 mg tartilarak
20 ml dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢o6ziildii. Sonug olarak konsantrasyonu 1280
pg/ml olan stok elde edildi. Steril ependorflara 1’er ml koyuldu. Kullanilincaya kadar
-80°C’de saklandi.
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I11.3.3. Mikroplagin hazirlanmasi

U tabanli, 96 kuyucuklu, steril mikroplagin her yatay sirasina, ilk kuyucugu bos
birakip 11. kuyucugu kadar iireme kontrolii olarak 50 ul RPMI ve 12. kuyucuga besiyeri
sterilite kontrolii olarak 100 ul RPMI koyuldu.

Calismaya baslamadan once -80°C’den ¢ikarilarak erimesi saglanan ilag¢ stok
soliisyonlar1 RPMI ile sulandirilarak 2xfinal konsantrasyonlar1 hazirlandi. Amfoterisin
B stok soliisyonundan; 8-0.015 pg/ml son konsantrasyonlar1 olmasi i¢in 16-0.03 pg/ml,
flukonazol stok soliisyonundan; 64-0.125 pg/ml son konsantrasyonlari olmasi i¢in 128-
0.25 pg/ml, vorikonazol stok soliisyonundan; 8-0.015 pg/ml son konsantrasyonlari
olmas1 icin 16-0.03 pg/ml olacak sekilde cift kat diliisyonlar hazirlandi. Bunun i¢in, bos
birakilan her siranin 1. kuyucuklarina 2xfinal konsantrasyonlu antifungallerden 100 ul
eklendi. Birinci kuyucuktaki 2xfinal konsantrasyonlu antifungallerden 50 ul alinarak 10.
kuyucuga kadar otomatik pipetle diliisyon yapildi. Bu sayede ila¢ konsantrasyonunun 1.
kuyucukta en yiiksek, 10. kuyucukta en diisiik olmas1 saglandi.

Inokiilumlar hemen eklenmeyecekse mikroplaklar aluminyum folyoya sarilarak

-80°C’de saklandi.

I11.3.4. inokiilasyon islemi

Stok Candida kokenlerinin SDA’da 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonucu elde
edilen saf kolonilerden alinarak 2 ml steril serum fizyolojik i¢inde 0.5 McFarland
bulanikhiginda (1-5x10° hiicre/ml) siispansiyonlar hazirlandi. Bu siispansiyon
vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra 0.25 ml alinarak 4.75 ml RPMI i¢ine
koyuldu. Bu sayede 1/20 diliisyon saglanmis oldu. Bu suspansiyonda vortekslenerek
homojenize edildikten sonra 0.1 ml alinarak 4.9 ml RPMI i¢ine koyuldu. Bu sayede de
1/50 diliisyon saglandi. Toplamda 1/20x1/50=1/1000 sulandirilmis oldu.

Mikroplak kuyucuklarinda 2xfinal konsantrasyonda bulunan 50 pl antifungal
soliisyonu tizerine, mikroplak hazirlanirken 100 ul RPMI koyulan 12. kuyucuklar hari¢
tim kuyucuklara 1/1000 oraninda sulandirilmis maya siispansiyonundan 50°ser pl
otomatik pipetle dagitildi. Bu sayede ila¢c konsatrasyonu final degere ulasti. Maya
siispansiyonunun toplam sulandirmnmida 1/1000x1/2=1/2000 olmus oldu (0.5-2.5x10°
hiicre/ml).

Mikroplaklar aluminyum folyoya sarilarak 35°C’de 48 saat inkiibe edildi.



29

I11.3.5. MiK Degerlerinin Saptanmasi

Ayna  yardimiyla  bulamiklilblk  dereceleri  degerlendirilmeden  Once,
kuyucuklardaki bulanikhigin homojen hale gelmesi igin iyice kanstirildi. MIK
degerlerini saptamada amfoterisin B i¢in 0, azoller i¢in +2 olan en diisiik konsantrasyon

olarak kabul edildi.

Tablo 7. Referans mikrodiliisyon yonteminde MiK degerlerini gorsel okumak icin kullanilan skorlar

Skorlar Skorlarin Anlami1

+4 Ureme kontrol kuyucugu ile esit bulaniklikta

+3 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanmkligin %75’i kadar bulanik
+2 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %50’si kadar bulanik
+1 Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %25’i kadar bulanik
0 Bulaniklik yok (optik olarak berrak)

Amfoterisin B ve vorikonazol icin NCCLS tarafindan diren¢ sinir degerleri
belirlenmediginden suslarin bu iki antifungalle olan sonuclari duyarli veya direncli
olarak degerlendirilmedi. Flukonazol Tablo 4’de verilen diren¢ sinir degerleri goz

Oniine alinarak tanimlandi.

III4. RESAZURIN MIKROPLAK YONTEMIYLE ANTIFUNGAL

DUYARLILIK TESTi

Bu yontemde besiyeri hazirlanmasi, antifungal stok soliisyonlarinin
hazirlanmasi, mikroplagin hazirlanmasi1 ve inokiilasyon islemi standart antifungal
duyarhlik testi ile aynidir. Standart yontemden farkli olarak C. albicans icin 11, non-
albicans Candida’lar i¢in 17 saatlik inkiibasyondan sonra her kuyucuga %0.01°lik 20 pl
resazurin (Sigma) eklenir. Resazurinin eklendigi biitiin kuyucuklar mavi renk alirlar. Bu
islemin ardindan mikroplaklar tekrar 35°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra C. albicans
icin 12.saatte , non-albicans Candida’lar i¢in ise 18. saatte sonuglar degerlendirildi.

Her Candida susu amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol i¢in iki kez ¢alisildi.
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I11.4.1. Resazurin Mikroplak Yénteminde MIiK Degerlerinin Saptanmasi

Uremenin  oldugu kuyucuklardaki mavi rengin pembeye doniisiimii
degerlendirilerek MIK degerleri saptandi. MIK degerlerini saptamada amfoterisin B icin
0, azoller icin +2 olan en diisiik konsantrasyon kabul edildi.

Resazurin mikrodiliisyon yonteminde MIK degerlerini gorsel okumak icin

kullanilan skorlar Tablo 8’de gosterilmektedir.

Tablo 8. Resazurin mikroplak yonteminde MIK degerlerini gorsel okumak i¢in kullanilan skorlar

Skorlar Skorlarin Anlami

+4 Ureme kontrol kuyucugu ile esit pembelikte

+3 Ureme kontrol kuyucugundaki pembeligin %75’i kadar pembe
+2 Ureme kontrol kuyucugundaki pembeligin %50’si kadar pembe
+1 Ureme kontrol kuyucugundaki pembeligin %25’i kadar pembe
0 Pembelik yok (Mavi renk)

IIL5. VERI ANALIZI

Veri analizi, ADT (Antimikrobiyal Duyarlilhik Testleri) icin ABD FDA
dokumanina gora yapilmistir. Buna gére ADT’nde, Esansiyel uyum (EU), kategorik
uyum (KU), ¢cok biiyiik hata (CBH), biiyiik hata (BH) ve kii¢iik hata (KH) asagidaki
formiiller ve tanimlamalar kullanilarak hesaplanmistir (Guidance for Industry and FDA,
2003).

Tekrarlanabilirlik: Yeni yontemin, ayni sonuglari, farkli test kosullarinda,
verip vermediginin Ol¢iilmesidir. Sonuglar, farkli test kosullarinda +/- 1 diliisyon i¢inde
olmalidir.

KU: Degerlendirilen yeni yontem ve NCCLS referans metodunun duyarli, orta

duyarli, direncli kategorik sonuglar1 arasinda, uyum olmasidir.

Referans metodla kategorik uyumlu
olanlar
KU= x 100

Test edilen toplam organizma sayisi
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EU: Degerlendirilen yeni yontem ve NCCLS referans metod sonuclarinin, ayni

olmast veya aralarindaki farkin +/- 1 diliisyon i¢inde olmas.

Referans metodla tam uyumlu veya +/- 1
diliisyon icinde uyumlu olanlar
EU= x 100

Test edilen toplam organizma sayisi

Hata: Degerlendirilen yeni yontem sonuclar1 ile, NCCLS referans metod
sonuglarinin uyumsuz olmasidir. Yeni yontemle saptanan MIK’le, referans metodla
saptanan MIK arasinda, +/- 1 diliisyondan daha fazla fark varsa ve/veya kategorik

sonuglart farkliysa hatadan bahsedilebilir.

BH: NCCLS referans kategorik sonucu duyarli, yeni yontemin sonucu direngli

ise, bilyiik hata denir.

Kategorik uyuma dayal1 biiyiik hatalar
BH= x 100

Referans metodla duyarli bulunan toplam
organizma say1sl

KH: NCCLS referans kategorik sonucu direngli veya duyarli, yeni yontemin
sonucu orta duyarliysa veya tam tersi NCCLS referans kategorik sonucu orta duyarls,

yeni yontem sonucu direngli veya duyarliysa kiiciik hatadir.

Kategorik uyuma dayal1 kii¢iik hatalar
KH= x 100

Test edilen toplam organizma sayisi
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CBH: NCCLS referans kategori sonucu direngli ve yeni yontem sonucu

duyarhysa cok biiyiik hatadir.

Kategorik uyuma dayal1 ¢ok biiyiik
hatalar

CBH= x100

Referans metodla direncli bulunan
organizma say1sl
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BOLUM IV

BULGULAR

Calismada kullanilan kan kiiltiirlerinden izole edilmis 58 Candida susunun germ
tiip testi, piring ekstresi-Tween 80 agar ve gerekli oldugu yerlerde ticari Kkitler ile
desteklenerek (kromojenik besiyeri ve ID 32 C maya identifikasyon sistemi) tiir tayini
yapilmasit sonucu 47 (%81)’si C. albicans, 11 (%19)’1 non-albicans Candida olarak

tanimlandi. Tiirlerin dagilimi Tablo 9’da sunulmustur.

Tablo 9. Candida’larin dagilimi ve yiizdeleri

Tiir Say1 %

C. albicans 47 81
C.guilliermondii 7 12
C. glabrata 2 3.5
C. tropicalis 2 3.5

C. albicans suglarinin referans mikrodiliisyon yonteminde amfoterisin B i¢in
MIK degerleri; 3’iinde 0.125 ug/ml, 9’unda 0.25 pug/ml, 23’iinde 0.5 pg/ml, 12’sinde 1
pg/ml olarak saptandi.

C. albicans suslarinin resazurin mikroplak yonteminde amfoterisin B icin MIK
degerleri; 3’iinde 0.06 ug/ml, 5’inde 0.125 pg/ml, 14’iinde 0.25 pg/ml, 20’sinde 0.5
pg/ml, 5’inde 1 pg/ml olarak saptandi.

C. albicans suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 6’sinda <0.125 pg/ml, 31’inde 0.25 pg/ml, 10’unda 0.5 pg/ml olarak
saptandi.

C. albicans suslarinin resazurin mikroplak yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 7’sinde <0.125 pg/ml, 31°inde 0.25 pg/ml, 8’inde 0.5 pg/ml, 1’inde 1 pg/ml
olarak saptandi.

C. albicans suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde vorikonazol icin MIK

degerleri; 47°sinde de <0.015 pg/ml olarak saptandi.
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C. albicans suglarimin resazurin mikroplak yonteminde vorikonazol icin MIK
degerleri; 47°sinde de <0.015 pg/ml olarak saptandi.

C. albicans suslarmin referans mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak
yontemleriyle saptanan amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MIK degerleri Tablo
10’da toplu olarak verilmistir.

Non-albicans Candida suslarinin  referans mikrodiliisyon yOnteminde
amfoterisin B i¢in MIK degerleri; 8’1 0.5 ug/ml, 3’ii 1 pg/ml olarak saptandi.

Non-albicans Candida suglarinin resazurin mikroplak yonteminde amfoterisin B
icin MIK degerleri; 10’unda 0.5 ug/ml, 1’inde 1 pug/ml olarak saptanda.

Non-albicans Candida suslarmin referans mikrodiliisyon yonteminde flukonazol
icin MIK degerleri; 2’sinde 0.5 ug/ml, 7’sinde 1 pg/ml, 1’inde 2 pg/ml, 1’inde 8 ug/ml
olarak saptandi.

Non-albicans Candida suslarinin resazurin mikroplak yonteminde flukonazol
icin MIK degerleri; 8’inde 0.5 ug/ml, 2’sinde 1 pg/ml, 1’inde 4 pg/ml olarak saptandi.

Non-albicans Candida suslarinin  referans mikrodiliisyon  yonteminde
vorikonazol i¢cin MIK degerleri; 4’iinde <0.015 pg/ml, 4’iinde 0.03 pg/ml, 2’sinde 0.06
pg/ml, 1’inde 4 pg/ml olarak saptandi.

Non-albicans Candida suslarimin resazurin mikroplak yonteminde vorikonazol
icin MIK degerleri; 8’inde <0.015 ug/ml, 1’inde 0.03 pg/ml, 1’inde 0.06 ug/ml, 1’inde
4 ug/ml olarak saptandi.

Non-albicans ~ Candida  suslarinin ~ MIK  dagilimi  tiir  diizeyinde
degerlendirildiginde karsilasilan sonuglar asagidaki gibidir.

C.guilliermondii suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde amfoterisin B
icin MiK degerleri; 6’s1 0.5 pg/ml, 1’i 1 ug/ml olarak saptandi.

C.guilliermondii suslarinin resazurin mikroplak yonteminde amfoterisin B i¢in
MIK degerleri; 7’si de 0.5 pg/ml olarak saptandi.

C.guilliermondii suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde flukonazol icin
MIK degerleri; 1’i 0.5 ug/ml, 5°i 1 pg/ml, 1’i 2 ug/ml olarak saptandi.

C.guilliermondii suslarinin resazurin mikroplak yonteminde flukonazol igin
MIK degerleri; 6’s1 0.5 ug/ml, 1’i 1 pg/ml olarak saptandi.

C.guilliermondii suslarimin referans mikrodiliisyon yonteminde vorikonazol i¢in

MIK degerleri; 2’si <0.015 pg/ml, 4’ii 0.03 pg/ml, 1’i 0.06 ng/ml olarak saptandi.
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C.guilliermondii suslarinin resazurin mikroplak yonteminde vorikonazol icin
MIK degerleri; 6’s1 <0.015 pg/ml, 1°i 0.03 pg/ml olarak saptandi.

C. glabrata suglarinin referans mikrodiliisyon yonteminde amfoterisin B i¢in
MIK degerleri; 1’i 0.5 ug/ml, 1’i 1 pg/ml olarak saptandi.

C. glabrata suslarinin resazurin mikroplak yonteminde amfoterisin B i¢in MIK
degerleri; 1’1 0.5 pg/ml, 1’1 1 pg/ml olarak saptandi.

C. glabrata suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 1’1 1 pg/ml, 1’1 8 ug/ml olarak saptandi.

C. glabrata suslarmin resazurin mikroplak yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 1’1 1 pg/ml, 1’1 4 ug/ml olarak saptanda.

C. glabrata suslarmin referans mikrodiliisyon yonteminde vorikonazol icin MIK
degerleri; 1’1 <0.015 pg/ml, 1’1 4 pg/ml olarak saptandi.

C. glabrata suslarinin resazurin mikroplak yonteminde vorikonazol icin MIK
degerleri; 1’1 <0.015 pg/ml, 1’1 4 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suglarinin referans mikrodiliisyon yonteminde amfoterisin B i¢in
MIK degerleri; 1’i 0.5 ug/ml, 1’i 1 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suslarinin resazurin mikroplak yénteminde amfoterisin B icin MIK
degerleri; 2’si de 0.5 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suslarinmn referans mikrodiliisyon yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 1’1 0.5 pg/ml, 1’1 1 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suslarinin resazurin mikroplak yonteminde flukonazol icin MIK
degerleri; 2’si de 0.5 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suslarinin referans mikrodiliisyon yonteminde vorikonazol icin
MIK degerleri; 1’i <0.015 pg/ml, 1’i 0.06 pg/ml olarak saptandi.

C. tropicalis suslarmin resazurin mikroplak yonteminde vorikonazol i¢in MIK
degerleri; 1’1 <0.015 pg/ml, 1’1 0.06 ug/ml olarak saptandi.

Non-albicans Candida suslarimin referans mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak
yontemleriyle saptanan amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MIiK degerleri Tablo

11°de toplu olarak verilmistir.



Tablo 10. C. albicans suslarinin referans mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yontemleriyle saptanan

36

amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MiK degerleri

Koken Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol

No Referans Resazurin Referans Resazurin Referans Resazurin
Mikrodiliisyon | ~Mikroplak | Mikrodiliisyon | Mikroplak | Mikrodilissyon |  Mikroplak

1 0.5 0.5 <0.125 <0.125 <0.015 <0.015
2 0.5 0.5 0.5 0.25 <0.015 <0.015
3 0.5 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
4 0.5 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
5 0.5 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
6 0.5 0.125 0.25 0.25 <0.015 <0.015
7 0.5 0.25 0.25 <0.125 <0.015 <0.015
8 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
9 1 1 <0.125 0.5 <0.015 <0.015
10 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
11 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
12 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
13 0.5 0.5 <0.125 <0.125 <0.015 <0.015
14 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
15 1 1 <0.125 <0.125 <0.015 <0.015
16 1 1 0.25 0.25 <0.015 <0.015
17 0.5 0.5 0.25 0.5 <0.015 <0.015
18 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
19 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
20 0.5 0.5 0.5 0.25 <0.015 <0.015
21 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
22 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
23 1 1 0.25 <0.125 <0.015 <0.015
24 0.5 0.125 0.5 0.5 <0.015 <0.015
25 0.125 0.125 0.25 0.25 <0.015 <0.015
26 0.25 0.125 0.5 0.5 <0.015 <0.015




Tablo 10 devam. C. albicans suslarinin referans mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yontemleriyle
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saptanan amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MiK degerleri

27 0.5 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
28 0.25 0.25 0.5 0.5 <0.015 <0.015
29 0.25 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
30 0.5 0.5 0.5 0.25 <0.015 <0.015
31 1 1 0.5 0.25 <0.015 <0.015
32 0.25 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
33 0.25 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
34 0.25 0.125 0.25 0.25 <0.015 <0.015
35 0.25 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
36 0.125 0.06 0.25 0.25 <0.015 <0.015
37 0.125 0.06 0.25 0.25 <0.015 <0.015
38 0.25 0.06 <0.125 <0.125 <0.015 <0.015
39 0.25 0.25 <0.125 <0.125 <0.015 <0.015
40 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
41 0.5 0.5 0.5 0.5 <0.015 <0.015
42 0.5 0.5 0.5 1 <0.015 <0.015
43 0.5 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015
44 0.5 0.25 0.25 0.5 <0.015 <0.015
45 0.5 0.25 0.25 0.25 <0.015 <0.015
46 1 0.25 0.5 0.5 <0.015 <0.015
47 1 0.5 0.25 0.25 <0.015 <0.015




Tablo 11. Non-albicans Candida

38

yontemleriyle saptanan amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol MiK degerleri

suslarinin  referans mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak

Koken Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol
No Referans Resazurin Referans Resazurin Referans Resazurin
Mikrodiliisyon | ~Mikroplak | Mikrodiliisyon | Mikroplak | Mikrodilissyon |  Mikroplak
48+ 1 0.5 0.5 0.5 0.03 <0.015
49+ 0.5 0.5 1 0.5 <0.015 <0.015
50+ 0.5 0.5 1 0.5 0.03 0.03
51+ 0.5 0.5 1 0.5 <0.015 <0.015
52+ 0.5 0.5 2 1 0.06 <0.015
53« 0.5 0.5 1 0.5 0.03 <0.015
54+ 0.5 0.5 1 0.5 0.03 <0.015
55 1 1 8 Z Z 4
56+ 0.5 0.5 1 1 <0.015 <0.015
WA 1 0.5 1 0.5 0.06 0.06
58 1 1 0.5 0.5 <0.015 <0.015

*: C.guilliermondii, **: C. glabrata, ***: C. tropicalis

Tablo 12. Candida tiirlerinin antifungaller igin her iki yontemde MIiK 50 ve MiK 90 degerleri

Referans mikrodiliisyon Resazurin mikroplak
MIK 50 MiK 90 MiK 50 MIK 90
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Amfoterisin B 0,5 1 0,5 0,5
C. albicans Flukonazol 0,25 0,5 0,25 0,5
Vorikonazol <0,015 <0,015 <0,015 <0,015
Amfoterisin B 0,5 1 0,5 0,5
Non-albicans
Flukonazol 1 2 0,5 1
Candida
Vorikonazol 0,03 0,06 <0,015 0,06




Tablo 13. Hata ve uyum oranlar1
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Hata Oram (%) Uyum Orani (%)
KH BH CBH KU EU
Amfoterisin B - - - 55,3 91,5
C. albicans Flukonazol 0 0 0 78,7 97,8
Vorikonazol - - - 100 100
Amfoterisin B - - - 81,8 100
Non-albicans
Flukonazol 0 0 0 27,3 100
Candida
Vorikonazol - - - 63,6 90,9

KH: Kiic¢iik hata, BH: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata, KU: Kategorik uyum, EU: Esansiyel uyum

Tablo 14. Resazurin mikroplak ve standart yontemden elde edilen MiK sonuglarinin uyum orani

4 |-3 -2 -1 0 +1 | +2 | 43 | +4
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
4 17 2
Amfoterisin B - . 6 _ . . B
(8,5 | (36,2) | (55,3)
C. albi 6 37 3 1
breans Flukonazol - - - . B
47 12,8) | 718,71 | 6,4 | 2,1
] 47
Vorikonazol - - - - . . . B
(100)
2 9
Amfoterisin B - . - _ . . B
Non-albicans (18.2) | (81.8)
8 3
Candida Flukonazol - - - . . . B
72,7 | 27.3)
(an 1 3 7
Vorikonazol - . } - B} _
9,1) | (27,3) | (63,6)

-4: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 4 kat diisiik

-3: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 3 kat diisiik

-2: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 2 kat diisiik

-1: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 1 kat diisiik

0: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucuyla ayni

1: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 1 kat yiiksek

2: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 2 kat yiiksek

3: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 3 kat yiiksek

4: Resazurin mikroplak yontemi sonucu standart yontem sonucundan 4 kat yiiksek
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Sekil 2. C. albicans suslarinda amfoterisin B i¢in iki yontemin uyum yiizdeleri
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Sekil 4. C. albicans suslarinda vorikonazol i¢in iki yontemin uyum yiizdeleri
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Sekil 5. Non-albicans Candida suslarinda amfoterisin B i¢in iki yontemin uyum yiizdeleri
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Sekil 6. Non-albicans Candida suslarinda flukonazol i¢in iki yontemin uyum yiizdeleri
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Sekil 7. Non-albicans Candida suslarinda vorikonazol i¢in iki yontemin uyum yiizdeleri
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Amfoterisin B son konsantrasyonu (ug/ml) Ureme Besiyeri
8 4 2 1 05 025 0.125 0.06 0.03 0.015 Kontrol Kontrol Koken MIK degeri
R l | , _No. _(ug7ml)
1 0.06
2 0.06
3 0.06
4 0.125

Sekil 8. Resazurin mikroplak yonteminde 4 C. albicans susunun amfoterisin B’ye in vitro duyarlilik deneyi 6rnegi
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Flukonazoliin son konsantrasyonu (ug/ml) Ureme Besiyeri
64 32 16 8 4 2 1 0.5 025 0.125 Kontrol Kontrol Koken MIK degeri
T S A A A A A _No.  _(ugmD
1 0.25
2 <0.125
3 <0.125
4 <0.125

Sekil 9. Resazurin mikroplak yonteminde 4 C. albicans susunun flukonazol’e in vitro duyarlilik deneyi 6rnegi
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Vorikonazoliin son konsantrasyonu (ug/ml) Ureme Besiyeri
8 4 2 1 05 025 0.125 0.06 0.03 0.015 Kontrol Kontrol Koken MIK degeri
| ! | ! ! | | | | | | U _No. _(ug/ml)
1 <0.015
2 <0.015
3 <0.015
4 <0.015

Sekil 10. Resazurin mikroplak yonteminde 4 C. albicans susunun vorikonazol’e in vitro duyarlilik deneyi ornegi
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BOLUM V

TARTISMA

Onceleri saprofit olarak tamimlanan firsat¢i mantarlar; genis spektrumlu
antibiyotiklerin bilingsizce ve uzun siireli kullanimi, yogun sitotoksik kemoterapi ve
uzun siireli kortikosteroid tedavisi sonrasi, kemik iligi ve organ transplantasyonlari,
kateter uygulamalar1 protez cihazlarin tatbiki, yasam destekleyici gelismis tedavi
yontemleri, intravenoz ila¢ kullanimi ve AIDS gibi immiin sistem yetmezligine yol acan
hastaliklarda riskli konuma gecerler (Fridkin ve Jarvis, 1996; Koneman ve ark. 1997).

Kandidemi, 1970’lere kadar genellikle, tedavisi gerekmeyen gecici bir durum
olarak diisiiniilmiistiir. NoOtropenik hastalarda rutin kandidemi tedavisi, 1970’lerin
ortalarindan sonra baslamistir (Young ve ark., 1974). Bu infeksiyonun, tedavi
edilmedigi takdirde, notropenik olmayan hastalarda dahi kotii sonuglara neden
olabilecegi, yaygin infeksiyonun bir isareti oldugu ve endokardit, endoftalmit, artirit,
osteomiyelit gibi komplikasyonlara neden olabilecegi kabul edilmistir (Jarvis ve
Martone, 1992; Emori ve Gaynes, 1993).

Sosyoekonomik diizeyin yiikselmesi ile yiizeyel enfeksiyonlarda (pamukcuk,
pisik, gibi) azalma goriiliirken, modern tiptaki ilerlemeye paralel olarak mortal seyreden
ciddi derin infeksiyonlarin sayisi yiikselmektedir. Giiniimiizde hematolojik maligniteli
ve transplantasyon gecirmis hastalarin; dahili, cerrahi ve pediatrik yogun bakimlar ve
yanik {initelerindeki hastalarin yasam siireleri, gelismis tedavi protokolleri nedeniyle
uzamis ve dolayisiyla bu hastalarda mantar infeksiyonu goriilme olasiligi artmistir
(Ener, 1999b; Ener, 2003).

Candida infeksiyonlari, hastanede kalig siiresini uzatarak ekonomik ve is giicii
kaybina da neden olmaktadir. Bu konuda yapilan bir ¢calismada Olaecha ve arkadaslari,
Candida’larin kolonizasyon ve infeksiyonlarini 6zellikle yogun bakim iinitesindeki
hastalardaki 6nemini ekonomik acidan degerlendirmislerdir. Buna gore; Candida
kolonizasyonu sonrasinda yogun bakimda kalma siirelerinin ortalama 6,2 giin,
hastanede kalma siirelerinin 8,6 giin; Candida infeksiyonu bulunan hastalarda da bu

siirelerin sirasiyla 12,7 ve 15,5 uzadigim tespit etmislerdir. Bunlarin sonucunda hastaya
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Candida kolonizasyonu sonrast 8,000 EUR, Candida infeksiyonu sonrasinda da 16,000
EUR ek masraf olustugunu saptamislardi (Olaechea ve ark., 2004).

Nozokomiyal fungemilerin sikli§i son yillarda belirgin bir artis gostermistir.
Beck-Sague ve arkadaslarinin NNIS verileriyle 1980-1990 arasim1 kapsayan 115
hastanenin katildig1 caligmalarinda, nozokomiyal fungal infeksiyonlar: sikliginin 11 yil
icinde 1000 hastada 2,0’dan 3,8 infeksiyon sikligina yiikseldigini saptamislardir. Beck-
Sague’ye gore en Onemli risk faktorleri; santral venoz kateter varligi, total parenteral
beslenme uygulanmasi ve yogun bakim iinitesinde yatmadir (Beck-Sague ve Jarvis,
1993).

Kan ile yayilan ve hastane infeksiyonuna neden olan mikroorganizmalar i¢inde
Candida’larin dordiincii siraya yerlestigi bildirilmektedir (Jarvis ve Martone, 1991).

ABD’de NNIS verilerine gore 1980’li yillarda hastane infeksiyonlar1 icinde
Candida tiirlerinin oran1 %2, 1986-1999 yillart arasinda %35, 1990-1992 yillar1 arasinda
%9.9 olarak rapor edilmistir. Fungal hastane infeksiyonlar: i¢cinde Candida’larin orani
%70-85 arasinda degismektedir (Fridkin ve Jarwis, 1996; Ural, 2004).

Nozokomiyal kandidoz etkeni olarak en sik goriilen tiir C. albicans’dir. Diinya
verilerine baktigimiz zaman, NNIS hastanelerinde 1980-1990 yillar1 arasindaki 24222
Candida infeksiyonunun %76’s1 C. albicans ile olusmustur. Son bulgulara gore de
ABD’de C. albicans halen biitiin kandidemilerde lider patojen olarak devam etmektedir.
Ancak siklik yiizdesinde diisiis vardir. Buna karsin non-albicans Candida tiirlerinde
artis goriilmektedir (Lunel ve ark., 1999).

Edmond ve arkadaslart ABD’de 934 kandidemiyi degerlendirdiklerinde, %46.8
C. albicans tespit ermislerdir. Non-albicans Candida tiirlerini %42.3 C. glabrata, %26.1
C. tropicalis, %21.1 C. parapsilosis olarak saptamiglardir (Edmond ve ark. 1999).

Ulkemizde yapilan benzer ¢alismalarda da C. albicans ilk sirada izole edilen tiir
olmustur. Alibey ve arkadaslari, cesitli klinik orneklerden izole ettikleri mayalarin
tirlerine gore dagilimlarini arastirdiklarinda %72’lik bir oranla C. albicans’1 ilk sirada
saptamislardir (Alibey ve Direkel, 1999).

Giile¢ ve arkadaslarinin 1997-1998 yillarinda laboratuvara gonderile degisik
klinik orneklerden izole ettikleri mayalarin identifikasyonu sonucu C. albicans

%70.8’lik bir oranla ilk sirada yer aldigini bulmuslardir. Diger maya tiirleri; C. glabrata
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%10, C. kefyr %5.8, C. parapsilosis %3.3, C. famata %?2.5 olarak belirlemislerdir
(Giileg ve ark., 1999).

Coskun ve arkadaglarinin onkoloji hastalarinin orofaringeal 6rneklerinde
Candida kolonizasyonunu ve tiir dagilimin1 gostermek i¢in yaptiklari calismada da C.
albicans %71.8 gibi bir oranla ilk sirada yer almistir. Bunu %15.6 ile C. sake, %6.2 ile
C. tropicalis, %3.1 ile C. keyfr, %3.1 ile C. dubliniensis takip etmektedir (Coskun ve
ark., 2003).

Bizim calismamizda kullandigimiz kan kiiltiirlerinden izole edilen 58 Candida
susunu identifiye ettigimizde diger ¢alismalarla uyumlu olarak %81 oranla birinci sirada
C. albicans saptanmustir. Diger suslarimiz %12 C. guilliermondii, %3.5 C. glabrata,
%3.5 C. tropicalis olarak identifiye edilmistir. Sonuclar Tablo 9’da toplu olarak
verilmistir.

Fungal infeksiyonlarinin oraninin artmasi ve tedavi seceneklerinin genislemis
olmasina karsin antifungal ajanlarin yaygin kullanim ile bir veya bir ka¢ ajana direngli
fungal patojenlerin ortaya cikmasi antifungal duyarlilik testlerinin énemini artirmistir.
Antibakteriyal ilaglar icin bircok giivenilir yontemler gelistirilmis olup bunlar rutin
laboratuvarlarda uygulanarak hasta tedavisinde yol g0sterici olarak yerlerini
bulmuslardir. Ancak antifungal ilaclarin etkinligini 6lgmede ve antifungal sagaltimda
durum biraz daha karmasik ve bilgilerimiz daha azdir (Ener, 1999; Kustimur, 1999).

NCCLS’in bu konudaki yogun calismalar1 belli bir standardin olugmasini
saglamis ve 1992’de belirlenen ilk standart yontem gelistirilerek en son 2002’de M27-
A2 i¢inde yayimlanmistir (NCCLS, 2002).

Cuenca-Estrella ve arkadaslari, ispanya ve Arjantin’den edindikleri suslarin
amfoterisin B icin MIC 50 ve MIK 90 degerlerini tespit etmislerdir. Ispanya suslarinin
MIK 50 degerini 0,5 ug/ml, MIK 90 degeri 1ug/ml, Arjantin suslarinin MiK 50 degerini
0,5 pg/ml, MIK 90 degeri 0,5 pg/ml olarak bulmuslardir (Cuenca-Estrella ve ark, 2002).

Diekema ve arkadaglari 1998-2001 yillart arasinda topladiklart Candida
suslarindan C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis’lerde MIK 50’yi ve MIK 90’1 1
ug/ml, C. parapsilosis’de MIK 50’yi 1 pg/ml MiK 90’1 2 pg/ml olarak saptamislardir
(Diekema ve ark., 2002).

Godoy ve arkadagslar1 Latin Amerika hastanelerinde kan Kkiiltiirlerinden izole

edilen Candida suslarinin MIK degerlerini arastirmislar ve C. albicans ve C.
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glabrata’da MIK 50’yi ve MIK 90’1 0,5 ug/ml, C. tropicalis ve C. parapsilosis’lerde
MIK 50’yi 0,5 pg/ml MIK 90’1 1ug/ml olarak tespit etmislerdir (Godoy ve ark., 2003).

Ozkan ve arkadaslarmin ¢ocuk hastalardan izole ettikleri Candida suslarinin
antifungal duyarliliklarin1 calistiklarinda amfoterisin B icin MiK 90 degerini <50 ug/ml
olarak belirlemislerdir (Ozkan ve ark., 2004).

Calismamizda C. albicans suslar icin amfoterisin B MIK 50 degerleri her iki
yontemde de 0.5 pg/ml, MIK 90 degerleri referans mikrodiliisyon yonteminde 1pg/ml,
resazurin mikroplak metoduyla 0.5 pg/ml  olarak tesbit edildi. Non-albicans
Candida’lar i¢in amfoterisin B MIK 50 degerleri her iki yontemde de 0.5 pg/ml, MIK
90 degerleri referans mikrodiliisyon yonteminde 1lug/ml, resazurin mikroplak
metoduyla 0.5 pg/ml olarak bulundu (Tablo 12).

Keceli ve arkadaslarinin vulvovajinal kandidoz olgularindan izole ettikleri
mayalara baz1 antifungallere duyarliliklarimi ¢alistiklarinda flukonazol icin MIK 50 0.25
ug/ml, MiK 90 degeri 4 pg/ml olarak bulumuslardir (Keceli ve ark., 2003).

Goller ve arkadaslart sistemik infeksiyonlardan izole ettikleri c¢esitli
Candida’larin antifungal duyarliliklarini calismiglar ve flukonazol i¢in C. albicans’in
MIK 50 degerini 1 pg/ml olarak saptamislardir (Géller ve ark., 2001).

Bizim calismamizda flukonazol icin C. albicans igin MIK 50 ve MIK 90
degerleri her iki yontemde de ayni olup, bu degerler sirasiyla 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml
olarak bulunmustur. Non-albicans Candida’lar i¢in resazurin mikroplak yontemiyle
bulunan MIK 50 ve MIK 90 degerleri referans mikrodiliisyon yonteminin MIK 50 ve
MIK 90 degerlerine gore bir kat diisiik ¢ikmakla beraber sonuclarin genel anlamda
uyumlu oldugu s6ylenebilir (Tablo 12).

Calismamizda vorikonazol icin C. albicans igin her iki yontemle de MIK 50 ve
MIK 90 degerleri <0.015 pg/ml olarak tesbit edilmistir. Non-albicans Candida’lar igin
MIK 90 degerleri her iki yontemde de 0.06 pg/ml saptanmisti. MIiK 50 degerleri
resazurin mikroplak yonteminde standart yonteme gore bir kat diisiik cikmistir ve
referans mikrodiliisyon 0.03 pg/ml, resazurin mikroplak <0.015 pg/ml olarak
saptanmustir (Tablo 12).

Bir referans yontem gelistirilmesi laboratuvarlar arasi standardizasyonun
saglanmasi icin gerekli olmasma karsin bu yontem tiim fungal izolatlarin test

edilebilmesi i¢in en uygunu olmayabilir. Bu nedenle, rutin laboratvuarlarda daha kolay
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uygulanabilecek alternatif yontem arayislart siirmektedir. Kolorimetrik ydntemler
bunlardan biridir (Espinel-Ingroff ve Pfaller, 1995).

Kolorimetrik  oksidasyon-rediiksiyon indikatérii olan alamar mavisinin
kullamlmas1 ile MIK degerinin daha kolay belirlenebildigi goriilmiistiir. Ayirag
normalde mavi renkli olup, lireme varlifinda pembeye doniismektedir. Mikrodiliisyon
testinde pembe renge degisme gostermeyen ilk mavi kuyucuk MIK degerini
vermektedir (Kustimur, 1999). Bir diger kolorimetrik yontemde MTT yontemidir. Sar1
renkli MTT boyas1 hiicresel dehidrogenazlar tarafindan indirgenerek mor renkli
formozona doniistiiriiliirler. Formazan kristalleri eritildikten sonra olusan renk
yogunlugu canli hiicre sayis1 ile orantili olmaktadir. 24 ve 48 saat inkiibasyonlar
sonunda ortama MTT eklenerek olusan renk 550 nm dalga boyunda degerlendirilir
(Giilay ve Yulug, 1995).

Kauffman ve arkadaslari alamar mavisini kolorimetrik indikatér olarak
kullandiklar1 mikrodiliisyon testi ile NCCLS makrodilisyon broth testini
karsilastirmiglardir. C. albicans, C. glabrata ve C. krusei’ye karst vorikonazol,
flukonazol ve itrokonazol kullanmislardir. Iki metod arasindaki uyum vorikonazol icin
%98,3; flukonazol i¢in %94,3 ve itrokonazol i¢in %95,4 olarak bulunmustur (Kauffman
ve Zaris, 1999).

Tiballi ve arkadaslar1 NCCLS’in O©nerdigi broth makrodiliisyon metodunu,
alamar ayiraci ile modifiye edilen makrodiliisyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile
karsilagtirmislardir. Flukonazol i¢in alamar ayiraci ile modifiye edilen makrodiliisyon
metodu standart yontemle %94 uyumlu, alamar ayiract ile modifiye edilen
mikrodiliisyon yontemi %95 uyumlu bulunmustur (Tiballi ve ark., 1995a).

Espinel-Ingroff ve arkadaslar1 YeastOne Kolorimetrik Antifungal Panel’le
NCCLS’in M27-A2 referans metodu karsilastirmislardir. Bu karsilastirmay1 cesitli
Candida tiirlerinde posakonazol, ravukonazol ve vorikonazol ile yapmislardir. Sonug
olarak YeastOne pleytde tiim tiir ve antifungaller i¢in %95-99 uyumu 24. saate tespit
edebilmislerdir (Espinel-Ingroff ve ark., 2004).

Pfaller ve arkadaslar1 bir ticari kolorimetrik mikrodiliisyon panelini (Sensititre
YeastOne), referans mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirmiglardir. Referans MIK

sonuglarin1 48, ticari kolorimetrik mikrodiliisyon panelini 24 saatlik inkiibasyondan
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sonra degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak, posakonazol’de %92,3; flukonazol’de %98
uyum saptamislardir (Pfaller ve ark., 2004).

Linares ve arkadaslar1 referans metod olan NCCLS M27-A2 ile kolorimetrik
metod Sensititre YeastOne’1 karsilagtirmiglardir. Toplam 272 Candida izolatinda
calisilmis, antifungal olarak da vorikonazol kullanilmistir. Sonugta iki metod arasinda
%97-100 uyum bulunmustur (Linares ve ark., 2004).

Li ve arkadaslar1 NCCLS mikrodiliisyon yontemi ile fungal substrat kullanimini
gosteren kolorimetrik reaksiyona dayali bir testi degerlendirmislerdir. Bu netod da (hizli
duyarl testi [RSA] ) sonuglart okumak i¢in 8 saatten az bir siire yeterliydi. Calisilan 106
izolatda amfoterisin B i¢cin %100, 5-flusitozin i¢in %98, flukonazol i¢in %63,2 ve
itrokonazol i¢in %61,3 uyum saptanmustir (Li ve ark., 2000).

To ve arkadaslar1 standart makrodiliisyon metodu ile alamar kolorimetrik
metodunu karsilastirmislardir. 24. saat sonuglart; amfoterisin B i¢in %835,3; flukonazol
icin %77,9; flusitozin i¢in %86,2 bulunmustur. 48. saat sonuglart ise amfoterisin B’de
%69,3; flukonazol’de %65,2; flusitozin’de %97,2 olarak bulunmustur (To ve ark.,
1995).

Tiballi ve arkadaslar1 140 C. glabrata susunu standart makrodiliisyon ve
kolorimetrik broth mikrodilisyon yontemleriyle karsilagtirmuslardir. Iki metodun uyumu
flukonazol’de %87, itrokonazol’de %86 bulunmustur (Tiballi ve ark. 1995b).

Resazurin mikroplak yontemi Candida’larda c¢alisilmamakla beraber bagska
mikroorganizmalarla yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Coban ve arkadaglar1 resazurin
mikroplak yontemini enterokok duyarliligini 6l¢gmede kullanmiglardir. Standart yontem
olarak NCCLS ve BSAC mikrodiliisyon metotlarin1 kullandiklar1 ¢alismada, standart
yontemlerle, resazurin mikroplak yontemi arasinda %100 uyum bulmuslardir (Coban ve
ark., 2005).

Bizim caligmamizda, referans mikrodiliisyon yontemiyle Candida’larda ilk kez
denenen kolorimetrik resazurin mikroplak yontemi arasindaki uyum (1 diliisyonda); C.
albicans’lar i¢in amfoterisin B’de %91.5, flukonazol’de %97.8, vorikonazol’de %100,
non-albicans Candida’lar ig¢in ise amfoterisin B’de %100, flukonazol’de %100,
vorikonazol’de %90.9 olarak saptanmistir. Bizim yontemimiz de diger kolorimetrik
yontemlerin bir ¢ogu gibi standart yontemle yiiksek oranlarda uyumlu bulunmustur

(Tablo 13).
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Referans mikrodiliisyon yoOnteminde Onerilen gorsel okuma zordur.
Kolorimetrik yontemler standar yonteme gore degerlendirmesi daha kolay olan
yontemlerdir. Ayrica, mikroplaklarin degerlendirmeden ©Once vortekslenmesi
gerekmediginden ve okuma esnasinda aynaya ihtiyag duyulmadigindan standart
yontemlere gore oldukga pratiktir.

Resazurin mikroplak yonteminin, referans mikrodiliisyon yoOntemine goére
onemli bir avantaji, fazla bir ek maliyet getirmeden 48 saate ¢ikan standard yontem
sonucunu yiiksek bir uyumla C. albicans’lar icin 12. non-albicans Candida’lar igin ise
18. saatte vermesidir. Yontemimiz bu Ozelligi ile diger kolorimetrik yodntemlerin
bircogundan daha avantajhidir.

Antifungal duyarlilik testlerinde, yontemin yeni ilaglara uygulanabilmesi ve iki
ya da daha fazla ilacin aktivitesini gilivenli olarak Olgebilmesi aranan Onemli
ozelliklerdendir. Resazurin mikroplak yoOnteminin, yeni bir antifungal ila¢ olan
vorikonazol ve onun haricinde iki antifungalin aktivitesini giivenli olarak Olcebildigi
goriilmiistiir.

Calismamizin sonuclarindan hareketle resazurin mikroplak yonteminin; kolay
uygulanabilen, erken sonug¢ veren ve fazla bir ek maliyet getirmeden sonuglarin daha

kolay degerlendirilmesini saglayan bir yontem oldugunu sdyleyebiliriz.
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BOLUM VI
SONUCLAR VE ONERILER

. Calismada kullanilan kan kiiltiirlerinden izole edilmis 58 Candida susunun
identifikasyonu sonucu; %81 gibi yiiksek bir oranda C. albicans, %12’si C.
guilliermondii, %3.5’1 C. glabrata, %3.5’1 C. tropicalis olarak bulundu.
Candida’larin MiK degerlerine bakildiginda, vorikonazoliin flukonakolden daha
diisiik MIK degerleri oldugu goriilmektedir.

. Referans mikrodiliisyon yontemiyle resazurin mikroplak yOntemi arasindaki
uyum (1 dilisyonda); C. albicans’lar icin amfoterisin B’de %91.5,
flukonazol’de %97.8, vorikonazol’de %100, non-albicans Candida’lar icin ise
amfoterisin B’de %100, flukonazol’de %100, vorikonazol’de %90.9 olarak
saptanmistir.

. Resazurin mikroplak yontemi Candida’larda yiiksek oranda standart yontemle
uyumlu bulunmustur.

. Resazurin mikroplak yontemi fazla bir ek maliyet getirmeden ve kolaylikla

uygulanabilmektedir.

. Resazurin mikroplak yontemi sayesinde, standart yontemle 48 saatte alinan

Candida’larin  MIK sonuglari, C. albicans igin 12. saatte, non-albicans
Candida’lar i¢in 18 saate alinabilmektedir.

. MIK sonuglarinin okunmasi asamasinda, mikroplaklarin vortekslenmesine ve
kuyucuklarin bulanikliginin degerlendirilmesinde kullanilan aynaya ihtiyag

duyulmadigindan standart yontemden daha pratiktir.

. Referans mikrodiliisyon yonteminde gorsel okuma zorlugu bulunmakla birlikte,

resazurinin ortama eklenmesiyle elde edilen renk degisimi okumada kolaylik
saglamaktadir.
. Yontem ile ilgili Candida’larda yapilmis baska ¢alisma bulunmadigindan, konu

ile ilgili yapilacak yeni caligmalar faydali olacaktir.



53

KAYNAKLAR

Ahmad, S. Khan, Z., Mustafa, A.S., Khan, Z.U. (2002). Seminested PCR for diagnosis
of candidemia: comparisonwith culture, antigen detection, and biochemical
methods for species identification. J Clin Microbiol, 40 (7), 2483-2489.

Akkurt, L. (2004). Kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirlerinin amfoterisin B,
flukonazol ve posokonazole duyarhilikari. Samsun. Uzmanlik Tezi.

Abi-Said, D., Anaissie, E., Uzun, O., Raad, 1., Pinzcowski, H., Vartivarian, S. (1997).
The epidemiology of hematogenous candidiasis caused by different Candida
species. Clin Infect Dis, 24 (6), 1122-1128.

Alibey, H.A., Direkel, S. (1999). Turgut Ozal tip merkezinde gesitli klinik 6rneklerden
izole edilen mayalann tiirlere gére dagilimi. . Ulusal Mantar Hastaliklart ve
Klinik Mikoloji Kongresi, Izmir, Ozet kitabi, P31.

Anaissie, E., Bodey, G.P. (1989). Nosocomial fungal infections: old problems and new
challenges. Infect Dis Clin North Am, 3, 867-882.

Barry, A.L., Brown, S.D. (1996). Fluconazole disk diffusion procedure for determining
susceptibility of Candida species. J Clin Microbiol, 34 (9), 2154-2157.

Beck-Sague, C., Jarvis, W.R. (1993). Secular trends in the epidemiology of nosocomial
fungal infections in the United States, 1980-1990. National Nosocomial Infections
Surveillance System. J Infect Dis, 167 (5), 1247-1251.

Bodey, G.P. (1988). The emergence of fungi as a major hospital pathogens. J Hosp
Infect, 11, 411-426.

Bryskier, A. (1998). Novelties in the field of anti-infectives in 1997. Clin Infect Dis, 27
(4), 865-883.

Coban, A.Y., Darka, O., Fisgin, N.T., Cihan, C.C., Bilgin, K., Akgiines, A., Giiven, T.,
Dokuzoguz, B., Birinci, A., Durupinar, B. (2005). The resazurin microplate
method for rapid detection of vancomycin resistance in enterococci. Journal of
Chemotherapy, 17 (4), 361-366.

Como, J.A., Dismukes, W.E. (1994). Oral azole drugs as systemic antifungal therapy. N
Engl J Med, 330 (4), 263-272.

Costa, M.R.E., Lacaz, C.D.S., Kawasaki, M., Camargo, Z.P. (2000). Conventional
versus molecular diagnostic tests. Med Mycol, 38 (1), 139-145.

Coskun, S., Aksaray, S., Balaban, N., Siiziik, S., Cesur, S., Sahiner, $., Topal, M.
(2003). Onkoloji hastalarinin orofaringeal drneklerinde candida kolonizasyonu. 3.
Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi, Bodrum, Ozet kitabi, P9



54

Cuence-Estrella, M., Rodero, L., Garcia-Effron, G., Rodriguez-Tudela, J.L. (2002).
Antifungal susceptibilities of Candida spp. isolated from blood in Spain and
Argentina, 1996-1999. J Antimicrob Chemother, 49 (6), 981-987.

Cerikgioglu, N. (1999). Mantar infeksiyonlarinda seroloji ve deri testleri. Temel ve
Klinik Mikrobiyolojf, Editorler, Mutlu, G., Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, S.,
Tiimbay, E., Mete, O., Giines Kitabevi, 1145-1153.

Cerik¢ioglu, N. (2002). Candida’larin ince yapisi. Candida Mikrobiyolojisi ve
Infeksiyonlart Simpozyumu, Eskisehir, Ozet kitabi, 47-54.

Davey, K.G., Holmes, A.D., Johnson, E.M., Szekely, A., Warnock, D.W. (1998).
Comparative evaluation of FUNGITEST and broth microdilution method for
antifungal drug susceptibility testing of Candida species and Cryptococcus
neoformans. J Clin Microbiol, 36 (4), 926-930.

De Oliveira, R.D., Maffei, C.M., Martinez, R. (2001). Nosocomial urinary tract
infections by Candida species. Rev Assoc Med Bras, 47 (3), 231-235.

Denning, D.W., Evans, E.G., Kibbler, C.C., Richardson, M.D., Roberts, M.M., Rogers,
T.R., Warnock, D.W., Warren, R.E. (1997). Guidelines for the investigation of
invasive fungal infections in haematological malignancy and solid organ
transplantation. British Society for Medical Mycology. Eur J Clin Microbiol Infect
Dis, 16 (6), 424-436.

Diekema, D.J., Messer, S.A., Brueggemann, A.B., Coffman, S.L., Doern, G.V.,
Herwaldt, L.A., Pfaller, M.A. (2002). Epidemiology of candidemia: 3-year results
from the emerging infections and the epidemiology of Iowa organisms study. J
Clin Microbiol, 40 (4), 1298-1302.

Dix, P.S. (1998). Pharmacology of lipid formulations of amphotericin B. Infectious
Diseases in Clinical Practice. Eds, Andriole, V.T., Gorbach, S.L., Vol:7, 8-15.

Edmond, M.B., Wallace, S.E., McClish, D.K., Pfaller, M.A., Jones, R.N., Wenze, R.P.
(1999). Nosocomial bloodstream infections in United States hospitals: a three-year
analysis. Clin Infect Dis, 29 (2), 239-244.

Emori, T.G., Gaynes, R.P. (1993). An overview of nosocomial infections, including the
role of the microbiology laboratory. Clin Microbiol Rev, 6 (4), 428-442.

Ener, B. (1998). Fungal hastane infeksiyonlar1: Epidemiyoloji ve korunma. Hast Infek
Derg, 2, 150-155.

Ener, B. (1999). Hastane infeksiyonu etkg:ni olarak mantarlar. Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji, Edi@fjrler, Mutlu, G., Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, S.,
Tiimbay, E., Mete, O., Giines Kitabevi, 1123-1128..



55

Ener, B. (2003). Kandidoz. 3. Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi,
Bodrum, Ozet kitabi, 218-220.

Ener, B. (2004). Firsatet mantarlardan Candida tirleri. XXXI. Tiirk Mikrobiyoloji
Kongresi. Aydin, Ozet kitabi, 18-19.

Erbakan, N. (1989). Derinin Mantar Hastaliklar:, Birinci baski,

Espinel-Ingroff, A., Pfaller, M.A. (1995). Antifungal agents and susceptibility testing.
In: Manual of Clinical Microbiology, Sixth edition, Murray, P.R., Baron, E.J.,
Pfaller, M.A., Tenover, F.C., Yolken, R.H. ASM Prees, Washington DC, 1405-
1414.

Espinel-Ingroff, A., Barchiesi, F., Hazen, C.K., Martinez-Suarez, V., Scalise, G. (1998).
Standardization of antifungal susceptibility testing and clinical relevance. Med
Mycol, 36, 68-78.

Espinel-Ingroff, A., Pfaller, M., Messer, S.A., Knapp, C.C., Holliday, N., Killian, S.B.
(2004). Multicenter comparison of the Sensititre YeastOne colorimetric antifungal
panel with the NCCLS M27-A2 reference method for testing new antifungal
agents against clinical isolates of Candida spp. J Clin Microbiol, 42 (2), 718-721.

Fridkin, S.K., Jarwis, W.R. (1996). Epidemiology of nosocomial fungal infections. Clin
Microbiol Rev, 9 (4), 499-511.

Gale, C.A., Bendel, C.M., McClellan, M., Hauser, M., Becker, J.M., Berman, J,.
Hostetter, M.K. (1998). Linkage of adhesion, filamentous growth, and virulence in
Candida albicans to a single gene, INT1. Science, 279, 1355-1358.

Gallis, H.A., Drew, R.H., Pickard, W.W. (1990). Amphotericin B: 30 years of clinical
experience. Rev Infect Dis, 12 (2), 308-329.

Ghannoum, M.A., Abu-Elteen, K.H. (1990). Pathogenicity determinants of Candida.
Mycoses, 33 (6), 265-282.

Girmenia, C., Martino, P. (1998). Fluconazole and the changing epidemiology of
candidemia Clin Infect Dis, 27 (1), 232-234.

Guidance for Industry and FDA. (2003). Class II Special Controls Guidance Document:
Antimicrobial Susceptibility Test (AST) Systems.

Giilay, Z., Yulug, N. (1995). Antikandidal duyarlilik testlerinde yoOntemlerin
karsilastirilmasi. Mikrobiyol Biilt, 29, 179-188.

Giilay, Z. (1997). Yeni antifungal duyarlilik testleri — alternatif yontemler. 3.
Antimikrobik — Kemoterapi  Giinleri:  Klinik-Laboratuvar — Uygulamalart  ve
Yenilikler, Kusadasi, Ozet kitabi, 130-135.



56

Giilec, S., Karadenizli, A.Y., Bingol, R. (1999). Cesitli klinik orneklerden izole edilen
mayarin izolasyonu. /. Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi,
Izmir, Ozet kitab1, P32.

Godoy, P., Yiraboschi, I.N., Severo, L.C., Bustamante, B., Calvo, B., Almeida, L.P., da
Matta, D.A., Colombo, A.L. (2003). Species distribution and antifungal
susceptibility profile of Candida spp. bloodstream isolates from Latin American
hospitals. Mem Inst Oswaldo Cruz, 98 (3), 401-405

Goodrich, J.M., Reed, E.C., Mori, M., Fisher, L.D., Skerrett, S., Dandliker, P.S., Klis,
B., Counts, G.W., Meyers, J.D. (1991). Clinical features and analysis of risk

factors for invasive candidal infection after marrow transplantation. J Infect Dis,
64 (4),731-740.

Goller, S., Ozkiitiik, A., Yulug, N. (2001). Sistemik infeksiypmlardan izole dedilen
Candida’larin ¢esitli antifungal ajanlara duyarhiliklar. Infeksiyon Derg,15 (2),
221-224.

Hawkins, J.L., Baddour, L.M. (2003). Candida lusitaniae infections in the era of
fluconazole availability. Clin Infect Dis, 36 (2), 14-8.

Hay, R.J. (1994). Antifungal drugs on the horizon. J Am Acad Dermatol, 31 (3), 82-86.

Hazen, K.C., Howell, S.A. (2003). Candida, Cryptococcus, and other yeasts of medical
importance. In: Manual of Clinical Microbiology, Eighth edition, Eds, Murray,
P.R., Baron, E.J., Pfaller, M.A., Jorgensen, J.H., Yolken, R.H. ASM Prees,
Washington DC, 1693-1711.

Helvaci S., Gediklioglu S., Mistik R. (1992). Candida albicans tanisinda germ tiip testi.
Inf Derg, 6 (2), 141-143.

Herbrecht, R., Denning, D.W., Patterson, T.F., Bennett, J.E., et al. (2002). Voriconazole
versus amphotericin B for primary therapy of invasive aspergillosis. N Engl J
Med, 347 (6), 408-415.

Hopfer, R.L. (1995). Use of molecular biological techniques in the diagnostic laboratory
for detecting and differentiating fungi. Arch Med Res, 26 (3), 287-292.

Hurst, S.F., Reyes, G.H., McLaughlin, D.W., Reiss, E., Morrison, C.J. (2000).
Comparison of commercial latex agglutination and sandwich enzyme
immunoassays with a competitive binding inhibition enzyme immunoassay for
detection of antigenemia and antigenuria in a rabbit model of invasive
aspergillosis. Clin Diagn Lab Immunol, 7 (3), 477-485.

Inci, R (1999). Antifungal ilaglar. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Editérler, Mutlu, G.,
Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, $., Timbay, E., Mete, O., Giines Kitabevi,
1155-1158



57

Jahn, B., Martin, E., Stueben, A., Bhakdi, S. (1995). Susceptibility testing of Candida
albicans and Aspergillus species by a simple microtiter menadione-augmented 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. J Clin
Microbiol, 33 (3), 661-667.

Jarvis, W.R., Martone, W.J. (1991). Predominant pathogens in hospital infections. J
Antimicrob chemother, 28, 15-19.

Jarvis, W.R., Martone, W.J. (1992). Predominant pathogens in hospital infections. J
Antimicrob Chemother. 29, 19-24.

Jarvis, W.R. (1995). Epidemiology of nosocomial fungal infections, with emphasis on
Candida species. Clin Infect Dis, 20 (6), 1526-1530.

Johnson, L.B., Kauffman, C.A. (2003). Voriconazole: A new triazole antifungal agent.
Clin Infect Dis, 36 (5), 630-637.

Jeu, L., Piacenti, F.J., Lyakhovetskiy, A.G., Fung, H.B. (2003). Voriconazole. ClinTher,
25 (5), 1321-1381.

Kauffman, C.A., Zaris, L.T. (1999). Colorimetric method for susceptibility testing of
voriconazole and other triazoles against Candida species. Mycoses, 42 (9-10), 539-
542.

Kayaalp, O. (1995). Tibbi Farmakoloji Gozden Gegirme Kitabu.

Keceli, S.A., Budak, F., Yiicesoy, G., Vilke, A. (2003). Vulvovajinal kandidoz
olgularindan izole edilen mayalarin bazi antifungallere duyarhliklari. 3. Ulusal
Mantar Hastaliklart ve Klinik Mikoloji Kongresi, Bodrum, Ozet kitabi, P31.

Koneman, E-W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberger, P.C., Winn, W.C. (1997).
Color Atlas and Texbook of Diagnostic Microbiology, Fifth Ed. Philadelphia.

Kontoyiannis, D.P., Lewis, R.E. (2002). Antifungal drug resistance of pathogenic fungi.
Lancet, 359, 1135-1144.

Kreger-van Rij, N.J.W. (1984). The yeasts, A Taxonomic Study. Amsterdam: Elsevier
Scientific.

Kustimur, S. (1999). Antifungal duyarlihk testleri. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji,
Editorler, Mutlu, G., Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, S., Timbay, E., Mete, O.,
Giines Kitabevi, 1159-1166.

Kustimur, S. (2003). Hastane infeksiyonlarina neden olan mantarlarin Diinya’da ve
Tiirkiye’de dagilimi. 3. Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi,
Bodrum, Ozet kitabi, 47-58.



58

Larone, D.H. (1995). Medically Important Fungi — A Guide to Identification. Third
edition, ASM Prees, Washington DC, 28-35

Li, R.K., Elie, C.M., Clayton, G.E., Ciblak, M.A. (2000). Comparison of a new
colorimetric assay with the NCCLS broth microdilution method (M-27A) for
antifungal drug MIC determination. J Clin Microbiol, 38 (6), 2334-2338.

Linares, M.J., Charriel, G., Solis, F., Casal, M. (2004). Comparison of two
microdilution methods for testing susceptibility of Candida spp. to voriconazole. J
Clin Microbiol, 42 (2), 899-902.

Lunel, FM.V., Meis, J., Voss, A. (1999). Nosocomial fungal infections: candidemia.
Diagn Microbiol Infect Dis, 34, 213-220.

Maaroufi, Y., Heymans, C., De Bruyne, J.M., Duchateau, V., Rodriguez-Villalobos, H.,
Aoun, M., Crokaert, F. (2003). Rapid detection of Candida albicans in clinical
blood samples by using a TagMan-based pcr assay. J Clin Microbiol, 41 (7),
3293-3298.

McLintock, L.A., Jones, B.L. (2004). Advances in the molecular and serological
diagnosis of invasive fungal infection in haemato-oncology patients. Br J
Haematol, 126 (3), 289-297.

Munoz, P., Burillo, A., Bouza, E. (2001). Enviromental surveillance and other control
measures in the prevention of nosocomial fungal infections. Clin Microbiol Infect
Dis, 7 (2), 38-45.

National Committee for Clinical Laboratory Standarts (1992). Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: Proposed Standard.
NCCLS Document M27-P, Villanova, Pennsylvania.

National Committee for Clinical Laboratory Standarts (1997). Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: Approved Standard.
NCCLS Document M27-A, Wayne, Pennsylvania.

National Committee for Clinical Laboratory Standarts (2002). Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: Approved stadart second
edition. NCCLS Document M27-A2, Wayne, Pennsylvania, USA.

Neely, M.N., Ghannoum, M.A. (2000). The exciting future of antifungal therapy. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis, 19 (12), 897-914.

Olaechea, P.M., Palomar, M., Leon-Gil, C., Alvarez-Lerma, F., Jorda, R., Nolla-Salas,
J., Leon-Regidor, M.A., EPCAN Study Group. (2004). Economic impact of
Candida colonization and Candida infection in the critically ill patient. Eur J Clin
Microbiol Infect Di,. 23 (4), 323-330.



59

Or, E., Dokuzeyliil, B. (2005). Sistemik mantar hastaliklarinin sagaltiminda kullarylan
ilaglar. 4. Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi, Konya, Ozet
kitabi, 140-148.

Ogiing, D. (2005). Mantarlarda viriilans faktorleri. 4. Ulusal Mantar Hastaliklart ve
Klinik Mikoloji Kongresi, Konya, Ozet kitab, 11-14.

Ozkan, S., Kaynak, F., Abbasoglu, U., Giir, D. (2004). Cocuk hastalardan izole edilen
Candida tiirlerinin c¢esitli antifungallere duyarliliklarinin arastirilmasi. Tiirk
Mikrobiyol Cem Derg, 34 (4), 253-256.

Ozkiitiik , A., Sengoniil, A., Yulug, N. (2000). Candida tiirlerinin tanimlanmasinda
CHROMagar Candida besiyerinin degerlendirilmesi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Dergisi, 14 (4), 311-313.

Oztiirk, R. (2005). Vorikonazol: Mikrobiyolojik ve farmakolojik ozellikleri. Flora, 10
(2), 3-11.

Pfaller, M.A. (1994). Epidemiology and control of fungal infections. Clin Infect Dis, 19,
8-13.

Pfaller, M.A., Houston, A., Coffmann, S. (1996). Application of CHROMagar Candida
for rapid screening of clinical specimens for Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei, and Candida (Torulopsis) glabrata. J Clin Microbiol, 34, 58-61.

Pfaller, M.A., Yu, W.L. (2001). Antifungal susceptibility testing. New technology and
clinical applications. Infect Dis Clin North Am, 15 (4), 1227-1261.

Pfaller, M.A., Espinel-Ingroff, A., Jones, R.N. (2004). Clinical evaluation of the
Sensititre YeastOne colorimetric antifungal plate for antifungal susceptibility

testing of the new triazoles voriconazole, posaconazole, and ravuconazole. J Clin
Microbiol, 42 (10), 4577-4580.

Ramani, R., Chaturvedi, V. (2000). Flow cytometry antifungal susceptibility testing of
pathogenic yeasts other than Candida albicans and comparison with the NCCLS
broth microdilution test. Antimicrob Agents Chemother, 44 (10), 2752-2758.

Rex, J.H., Walsh, T.J., Sobel J.D., Filler, S.G., Pappas, P.G., Dismukes, W_.E., Edwards,
J.E. (2000). Practice guidelines for the treatment of candidiasis. Infectious
diseases society of America. Clin Infect Dis, 30 (4), 662-678.

Rex, J.H., Pfaller, M.A., Walsh, T.J., Chaturvedi, V., Espinel-Ingroff, A., Ghannoum,
M.A., Gosey, L.L., Odds, F.C., Rinaldi, M.G., Sheehan, D.J., Warnock, D.W.
(2001). Antifungal susceptibility testing: Practical aspects and current challenges.
Clin Microbiol Rev, 14 (4), 643-658.

Rex, J.H., Pfaller, M.A. (2002). Has antifungal susceptibility testing come of age. Clin
Infect Dis, 35, 982-989.



60

Rodriguez-Tudela, J.L., Berenguer, J., Martinez-Suarez, J.V., Sanchez, R. (1996).
Comparison of a spectrophotometric microdilution method with RPMI-2%
glucose with the National Committee for Clinical Laboratory Standards reference
macrodilution method M27-P for in vitro susceptibility testing of amphotericin B,
flucytosine, and fluconazole against Candida albicans. Antimicrob Agents
Chemother, 40 (9), 1998-2003.

Saragli, M.A. (2005). Mikozlarin molekiiler Tamsi: Neredeyiz. 4. Ulusal Mantar
Hastaliklari ve Klinik Mikoloji Kongresi, Konya, Ozet kitabi, 33-45.

Sheehan, D.J., Hitchcock, C.A., Sibley, C.M. (1999). Current and emerging azole
antifungal agents. Clin Microbiol Rev, 12 (1), 40-79.

Stevens, D.A., Bennett, J.E. (2000). Antifungal agents. In: Principles and Practice of
Infectious Diseases, Eds, Mandell, G.L., Bennett, J.E., Dolin, R., 448-459.

Sutton, D.A. (2003). Specimen collection, transport and processing: Mycology. In:
Manual of Clinical Microbiology, Eighth edition, Eds, Murray, P.R., Baron, E.J.,
Pfaller, M.A., Jorgensen, J.H., Yolken, R.H. ASM Prees, Washington DC, 1659-
1667.

Siiriictioglu, S. (1999). Sistemik azoller ve amfoterisin B’nin yeni fogmﬁlasyonlan. 1.
Ulusal Mantar Hastaliklar: ve Klinik Mikoloji Kongresi, 1zmir, Ozet kitabi, 183-
186.

Tabak, F. (2005). Vorikonazol: Klinik kullanim, yan etkiler, ila¢ etkilesimleri. Flora, 10
(2), 12-20.

Tiballi, R.N., He, X., Zarins, L.T., Revankar, S.G., Kauffman, C.A. (1995a). Use of a
colorimetric system for yeast susceptibility testing. J Clin Microbiol, 33 (4), 915-
917.

Tiballi, R.N., Zaris, L.T., He, X., Kauffman, C.A. (1995b). Torulopsis glabrata: azole
susceptibilities by microdilution colorimetric and macrodilution broth assays. J
Clin Microbiol, 33 (10), 2612-2615.

To, W.K., Fothergill, A.W., Rinaldi, M.G. (1995). Comparative evaluation of
macrodilution and alamar colorimetric microdilution broth methods for antifungal
susceptibility testing of yeast isolates. J Clin Microbiol, 33 (10), 2660-2664.

Timbay, E. (1999). Candida tirleri. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji, Editorler, Mutlu,
G., Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, S., Tiimbay, E., Mete, O., Giines Kitabevi,
1081-1086.

Ulutan, F. (2003). Firsatct mantar infeksiyonlarimin tedavisi. 3. Ulusal Mantar
Hastaliklari ve Klinik Mikoloji Kongresi, Bodrum, Ozet kitabi, 245-254.



61

Ural, O. (2004). Fungal hastane infeksiyonlari: Fungal infeksiyonlarin epidemiyolojisi
ve korunma. Hastane Infeksiyonlari Dergisi, 8 (2), 159-167.

Uzun, O. (1998). Antifungal tedavi: Amfoterisin B hala standart ilac m1. ANKEM Derg,
12 (3), 253-256.

Uzun, O. (2001). Kan@idemi. 2. Ulusal Mantar Hastaliklart ve Klinik Mikoloji
Kongresi. Ankara, Ozet kitabi, 159-162.

Walsh, T.J., Lee, J.W. (1993). Prevention of invasive fungal infections in patients with
neoplastic disease. Clin Infect Dis, 17 (2), 468-480.

Wang, S., Holyoak, G.R., Liu, G., Bunch, T.J., Evans, R.C., Bunch, T.D. (1998).
Effects of resazurin on bovine oocyte fertilization and embryo development in
vitro. Animal Reproduction Science, 51, 205-213.

Wasan, K.M., Lopez-Berestein, G. (1996). Characteristics of lipid-based formulations
that influence their biological behavior in the plasma of patients.Clin Infect Dis,
23 (5), 1126-1138

Wenzel, R.P. (1995). Nosocomial candidemia: Risk factors and attributable mortality.
Clin Infect Dis, 20, 1531-1534.

Wey, S.B., Mori, M., Pfaller, M.A., Woolson, R.F., Wenzel, R.P. (1988). Hospital-
acquired candidemia. The attributable mortality and excess length of stay. Arch
Intern Med, 148 (12), 2642-2645.

Wilson, M.L., Weinstein, M.P., Reimer, L.G., Mirrett, S., Reller, L.B. (1992).
Controlled comparison of the BacT/Alert and BACTEC 660/730 nonradiometric
blood culture systems. J Clin Microbiol, 30 (2), 323-329.

Wong-Beringer, A., Jacobs, R.A., Guglielmo, B.J. (1998). Lipid formulations of
amphotericin B: clinical efficacy and toxicities. Clin Infect Dis, 27 (3), 603-618.

Verweij, P.E., Meis, J.F. (2000). Microbiological diagnosis of invasive fungal infections
in transplant recipients. Transpl Infect Dis, 2 (2), 80-87.

Viviani, M.A., Marie, S., Graybill, J.R., Yamaguchi, H., Anaissie, E., Caillot, D.
(1998). New approaches to antifungal chemotherapy. Med Mycol, 36 (1), 194-206.

Yegenoglu, Y. (2001). Mantar infeksiyonlarnin serolojik tamisi. 2. Ulusal Mantar
Hastaliklari ve Klinik Mikoloji Kongresi. Ankara, Ozet kitab1, 97-104.

Yildiran, S.T. (1999). Mantar infeksiyonlaymda laboratuar tani. Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji, Edi@fjrler, Mutlu, G., Imir, T., Cengiz, A.T., Ustaselebi, §S.,
Tiimbay, E., Mete, O., Giines Kitabevi, 1129-1144.



62

Yiicel, A. (1987). Tip bakimindan onemli Candida tiirlerinin mikolojisi. Tiirk
Mikrobiyol Cem Derg, 17, 45-59.

Yiicel, A., Kantarcioglu, S. (2002). Antifungallerin sistemik mantar infeksiyonlarinda
kullanim1 ve duyarlilik deneyleri: Genel yonlendirme. J Med, 33, 261-280.

Yiicesoy, M., Ergon, M.C. (2005). Yogun bakim {initelerinden dort yillik donem
siresince soyutlanan maya mantarlarmin tir dagilmi. 4. Ulusal Mantar
Hastaliklari ve Klinik Mikoloji Kongresi, Konya, Ozet kitab1, S9.

Young, R.C., Bennett, J.E., Geelhoed, G.W., Levine, A.S. (1974). Fungemia with
compromised host resistance. A study of 70 cases. Ann Intern Med, 80 (5), 605-
612.

Xu, J., Vilgalys, R., Mitchell, T.G. (1998). Colony size can be used to determine the
MIC of fluconazole for pathogenic yeasts. J Clin Microbiol, 36 (8), 2385-2385.



63

OZGECMIS

04/06/1978 tarihinde Samsun’da dogdum. Ilk, orta ve lise egitimimi Samsun’da
tamamadim. 1997 yilinda Ondokuz May1s Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii’nti kazandim. 2001 yilinda “Biyolog” tinvani ile mezun oldum. 2001’de
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

A.D.’da yiiksek lisans egitimime basladim. Halen bu egitimimi siirdiirmekteyim.



