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OZET

Son yillarda, biyofilm varliginda antifungallere direngli Candida
turlerinin izolasyonunda belirgin bicimde artis olmasi, bu enfeksiyonlarin

tedavisi icin alternatif ajanlarin gelistiriimesini zorunlu hale getirmigtir.

Bu calismada, Diizce Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik orneklerden izole edilen
Candida suglarinin planktonik ve biyofilm formlarinda, melatoninin antifungal
duyarlihg@a etkisi arastirildi. Suslarin identifikasyonu germ tup testi, Misir unu-
tween 80 agarda morfolojik degerlendirme ve otomatize sistem ile yapildi.
Modifiye mikroplak yontemi ile biyofiim formasyonu arastirildi. Biyofilm
olusumu goézlenen suslarda antifungal duyarlihigini belirlemek icin planktonik
formda sivi mikrodilisyon yéntemi ile MIK, biyofim formunda Calgary
biyofilm yontemi ile MBEK degerleri saptandi. Duyarlilik testleri melatonin

varliginda tekrarlandi.

Calismaya dahil edilen 350 adet susun % 64,8’i C. albicans, % 15,7’si
C. glabrata, % 8,6's1 C. tropicalis, % 5,4’ C. parapsilosis, % 5,5’i diger
turler (C. kefyr, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. krusei, C. lusitaniae)
olarak saptandi. Suslarin % 9,7’sinde biyofilm olusumu go6zlendi; tar
dizeyinde incelendiginde C. albicans’ta biyofilm olusumu % 2,6, Non-

albicans Candida turlerinde ise % 22,7 olarak belirlendi.

Planktonik formda antifungal duyarhli§i arastirilan butin suslar,
amfoterisin B MIK degeri <0,25 ug/ml oldugu icin duyarli olarak
degerlendirilirken; C. tropicalis suslarindan biri flukonazole kargi doza bagimli
duyarl, bir C. albicans susu da vorikonazole kargi doza bagimh duyarl ve
kaspofungine direngli, birer adet C. tropicalis ve C. kefyr susu ise

kaspofungine karsi direngli olarak tespit edildi.

Biyofiim formunda antifungal duyarlihdi arastinlan butin suslar,
amfoterisin B MBEK degeri =16 pg/ml oldugu igin direngli olarak



degerlendirilirken; flukonazole suslarin Gg¢l doza bagimli duyarli (C. albicans,
C. parapsilosis, C. guilliermondii), digerleri direncli; vorikonazole sadece C.
guilliermondii duyarh, digerleri direngli; kaspofungine ise tum suslar direngli

olarak saptandi.

Antifungallerle melatonin kombine edilerek tekrar edilen antifungal
duyarlihk testleri sonucu hem MIK hem de MBEK degerlerinde dusis
gozlendi. Ancak planktonik formda direngli veya doza bagimh duyarl olan
suslar duyarl hale gelirken, biyofilm formunda MBEK degerinde dusus olsa
da suslarin direng profilinde goérilen degisiklik planktonik formlara gére daha

az saptandi.

Sonug olarak antifungal ajanlarla kombine edilmesi sonucu MiK ve
MBEK degerlerinde gérilen disus, melatoninin Candida enfeksiyonlarinin

tedavisinde yeni bir alternatif olabilecegini dusindurmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal duyarlilik, biyofilm, Candida, melatonin.



ABSTRACT

In recent years, significant increase in the isolation of the antifungal
resistant Candida species in the presence of biofilm has made it mandatory
to develop alternative agent for the treatment of these infections.

In this study the effect of melatonin to antifungal susceptibility in
planktonic and biofilm forms of Candida strains which isolated from clinical
samples that sent to Duzce University, Faculty of Medicine, Department of
Medical Microbiology was investigated. The identification of the strains made
with germ tube test, cornmeal-tween 80 agar morphological assessment and
automated system. Biofilm formation was investigated with modified
microplate method. MIC and MBEC values were detected with broth
microdilution method for planktonic form and Calgary biofilm method for
biofilm form, respectively to determine antifungal susceptibility of strains
which biofilm formation was observed. Susceptibility tests were repeated in

the presence of melatonin.

The species distribution of the 350 strains which included in the study
64,8% C. albicans, 15,7% C. glabrata, 8,6% C. tropicalis, 5,4% C.
parapsilosis, 5,5% other species (C. kefyr, C. guilliermondii, C. dubliniensis,
C. kruseli, C. lusitaniae) were determined. Biofilm formation was observed in
9.7% of the strains. Considering the species level biofilm formation reported

in C. albicans was 2,6% while Non-albicans Candida species was 22,7% .

All strains which investigated antifungal susceptibility in planktonic
form were susceptible to amphotericin B. One of the C. tropicalis strains was
susceptible-dose dependent to fluconazole, one C. albicans strain was
susceptible-dose dependent to voriconazole and resistance to caspofungin,

one each C. tropicalis and C. kefyr strains were resistance to caspofungin.

All strains which investigated antifungal susceptibility in biofilm form

were resistance to amphotericin B. Three of the strains (C. albicans, C.



parapsilosis, C. guilliermondii) were susceptible to fluconazole while other
strains were resistance. Only C. guilliermondii was susceptible to
voriconazole while others were resistance. All of the strains were resistance

to caspofungin.

According to the repeated antifungal susceptibility tests presence of
melatonin, both MiC and MBEC values were decreased. In planktonic form,
resistance or susceptible-dose dependent strains became susceptible while
in biofilm form even if MBEC values were decreased, strains resistance

profile was changed less than planktonic form.

Consequently, the result of the combination of melatonin with
antifungal agents decline in the value of MIC and MBEC suggests that

melatonin is a new alternative in the treatment of Candida infections.

Key Words: Antifungal susceptibility, biofilm, Candida, melatonin.
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1. GIRIS VE AMAG

Dogada genis bir yayihim gosteren, insan ve hayvanlarin normal vucut
florasinda kommensal olarak bulunan Candida turleri, insanlarda en sik
enfeksiyona sebep olan fungal patojenler olup, son yillarda tani ve tedavi
yaklasimlarindaki gelismelere paralel olarak gittikce onem kazanmaya
baglamiglardir (1). Ayrica Candida turleri doku ve organ transplantasyonu
gibi cerrahi girisimlerin sayisindaki artis, uzun sure ve fazla sayida antibiyotik
kullanimi, malign hastaliklar nedeniyle uygulanan immun sistemi baskilayici
tedaviler, santral ven6z kateter uygulamasi, total parenteral beslenme gibi
kolaylastirici faktorlerin varliginda da énemli bir morbidite ve mortalite sebebi

olabilen firsatgi patojenler haline gelmislerdir (2).

Son zamanlarda Candida enfeksiyonlarinin patogenezini agiklamak ve
Candida turlerine karsi yeni ila¢ gelistirmek amaci ile yapilan ¢alismalarda,
konaga ait savunma sistemlerinin yani sira Candida tlrlerine ait virulans
faktorlerinin  de &nemi belirtiimektedir. Yapilan c¢alismalarda Candida
enfeksiyonlarinin patogenezinde bir¢gok virulans faktérinin birlikte rol
oynayabilecedi gosterilmistir (3). Virulans faktorleri arasinda; hif olusumu,
fenotipik ve genotipik degisim, dimorfizm, adezinler, bazi hidrolitik enzimler
ve biyofilm olusturabilme &zellikleri sayilabilir (4). Ozellikle biyofilm varliginda
Candida turlerinin tedavisi oldukga zorlasmaktadir. Cunku biyofilm
mikroorganizmalarin fiziksel veya kimyasal etkilerle ylzeylerden kopmalarina
engel olarak kolonizasyon olusumuna, konak immun sistemine ve

antimikrobik ajanlara karsi direng gelistirmesine neden olmaktadir.

Candidalarin Okaryotik hicre yapisinda olmalari, bu etkenlerle
olusabilecek enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek ilag sayisini
sinirlandirmisgtir.  Son  yillarda artan antifungal ilag segeneklerinin
¢ogalmasina ragmen, bu ilaglarin sinirli etki spektrumlari ya da ciddi toksik
yan etkilerinin olmasi nedeniyle invaziv fungal enfeksiyonlarin tedavisi hala

zordur ve yuksek mortalite oranlar ile birlikte seyretmektedir (5). Ayrica



biyofilm varliginda iyice zorlagsan Candida enfeksiyonunun tedavisi i¢in yeni

tedavi arayislari 6n plana gikmaktadir.

Pineal bezin baglica salgisi olan melatoninin, endokrin ve sirkadiyen
ritm Uzerine bilinen etkilerinden baska, in vivo ve in vitro antioksidan etkiye ve
immunmodulatér 6zellie sahip oldugu gdsterilmistir. Hatta antioksidanlar
icerisinde, melatoninin en guglu radikal tutucu oldugu 6ne suruldagunden,
melatonine olan ilgi giderek artmaktadir (6). Melatoninin tim bu
Ozelliklerinden dolayl Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni bir strateji

olabilecegi dusunulmektedir.

Bu tez calismasinin amaci klinik 6rneklerden izole edilen Candida
suslarinin  planktonik ve biyofilm formlarinda, melatoninin antifungal
duyarlliga etkisinin arastiriimasi; boylece biyofilm varliginda sorun haline
gelen Candida enfeksiyonu tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirilebilmesine

yardimci olmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Candida

2.1.1. Tarihge

Candida turlerinin kesfi ve isimlendirime gec¢misi antik Yunan’dan
modern gunumuiz arastirmacilarina kadar uzanmaktadir (7). Agizdaki
pamukguk lezyonlari etiyolojik ajani tanimlanmadan 6énce M.O. dérdinci
yuzylldan beri bilinmektedir ve bu lezyonlarin akcigerlerde invaziv olarak
yerlesebildigini de Rosen von Rosenstein 1771’de gostermistir (8). Charles
Cagniard-Latour, Friedrich Kitzing ve Theodor Schwann 1836 -1838 yillari
arasinda mayalarin yasayan bir organizma oldugunu ve bunlarin mantar
olarak tanimlanmasini savunmusglardir (7). Emil Berg ise 1841'de
pamukgugun mantarlara baglh olarak meydana geldigini ortaya koymustur.
Robin 1847 yilinda mantari Oidium albicans, Zopf ise 1890'da Monilia
albicans olarak adlandirmistir. Roth Berkhout 1920’li yillarin basinda
pamukcuk etkeni olan bu mikroorganizmanin bir Monilia tirG olmadigini

bildirerek jenerik ismi olarak Candida’yr 6nermistir (9).

Antibiyotik kullaniminin yayginlasmasi ve immunsupresyon gelistiren
durumlarin ¢ogalmasi nedeni ile Candida enfeksiyonlarinin sikhigimnin arttigi

gorulmus ve konuyla ilgili caligmalara agirlik verilmigtir.

2.1.2. Siniflandirma

Heterojen bir cins olan Candida turlerinin timu, Fungi aleminin Phylum
Ascomycota iginde Hemiascomycetes sinifinda Saccharomycetales

takiminda Candidaceae ailesinde siniflandirilmaktadir (10).



Bu cins yaklasik 200 turden olusur. Ancak bu sayi degiskendir. Yeni
teknolojik gelismeler taksonomiyi de surekli etkileyip bilinen turlerin yeniden
adlandiriimasina ve yeni turlerin bulunmasina yol agcmaktadir (11). Bunlarin
% 65’'inden fazlasi 37 °C'de ureyememektedir. Bu nedenle Candidalarin
yaklasik % 20'si insanlarda kommensal olarak bulunup enfeksiyona neden
olmaktadir (8). Bu cins igerisinde C. albicans, enfeksiyonlarda en sik izole
edilen tarddr (11). 2003 yilina ait invazif kandidoz verilerine gore en az 16
farkh tlr etken patojen olarak bildirilmigtir. Bunlar sirasiyla C. albicans (%
62), C. glabrata (% 12), C. tropicalis (% 7,5), C. parapsilosis (% 7,3), C.
krusei (% 2,7), C. guillermondii (% 0,8), C. lusitaniae ( %0,6), C. kefyr (
%0,5), C. rugosa ( %0,4), C. famata ( %0,3), C. inconspicua (% 0,3), C.
norvegensis (% 0,1), C. lipolytica (% 0,08), C. dubliniensis (% 0,05), C.
zeylanoides (% 0,03), C. pelliculosa (% 0,03) ve C. ciferri (% 0,02)dir (12).

2.1.3. Genel ozellikler

Candida cinsi mayalar tek hucreli, yaklasik olarak 3-7 x 4-10 ym
bayukligunde, oval, kitin ve selluloz igceren sert hicre duvarina sahip,
tomurcuklanma (blastospor) veya fisyon ile Ureyen, klorofilsiz Okaryot
mikroorganizmalardir. ince duvarli, kapstlsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif,

fakulltatif anaerob mayalardir (13,14).

Maya formu disinda, kiltir ve dokularda psodohif veya gercek hif
olusturabilirler. Pso6dohifler tomurcuklanma sirasinda meydana gelen
uzantinin ana hicreden ayrilmamasi sonucu geligir. Yeni hidcre ana hicreye
badli kalarak uzar ve flamentéz bir yapi olusturur. C. glabrata hari¢ diger
turlerde, psodohif yapisi goérulur. Gergek hifler ise maya hicresinden veya
hifin bir dalindan olusabilir; bogumlanma gdstermez, apikal uzanti tarzinda,
bdlmeli ve dizgin kenarhdir (9,14). Germ tlp (¢cimlenme borusu), tavsan
veya insan serumunda, 35 °C’de, iki - U¢ saat inkUbe edildiginde maya
hdcresinden koken alan, ana hicrenin ug¢ - dort kati uzunlugunda ve yarisi

kadar genigliginde olan ve ana hucreyle arasinda daralma bolgesi



bulunmayan filament6z bir uzantidir. C. albicans ve seyrek olarak izole edilen
C. dubliniensis, C. norvegensis, C. stellatoidea ve C. tropicalis'in bazi

kokenleri germ tlp ve gergek hif olusturma 6zelligine de sahiptir (9,15,16).

Klamidospor kalin duvarli, yuvarlak sekilli, igeriginde yogun
protoplazma ve besin maddesi bulunan, hif igcindeki hlcrelerin blyumesiyle
olusan bir yapidir (17). C. albicans ve C. dubliniensis, misir unu-tween 80
(corn meal) agarda 26 °C’'de 24-48 saat inkubasyondan sonra klamidospor

olusturmaktadir.

Candida turlerinin timU glikozu fermente ederken; higbiri nitrati
fermente etmez. Karbonhidrat asimilasyon ve fermentasyon o6zelliklerinin

turlere gore farklilik géstermesi tanisal amagli kullanilir (Tablo 1) (11,16).

Tablo 1. Sik rastlanan Candida turlerinin karbonhidrat asimilasyon ve

fermentasyon ozellikleri (18).

ASIMILASYON FERMENTASYON

Tarler G S ML G M SI i KR TDGMS LG T U
C. albicans + + + - o+ - B T T B S S
C. tropicalis + + + - o+ - + -+ -+ -+ + o+ -+ o+ -
C. glabrata T L TR I S
C.parapsilosis + + + - + - - - + - 4+ - |+ - - - - - -
C. kefyr + -+ + + -+ - o+ + - -+ -+ + + - -
C. krusei e s
C. guiliermondii + + + - + + + - + + + +[|+ - + - + + -
C. lusitaniae + + + - o+ - + - o+ -+ -+ -+ -+ o+ -
D: Dulsitol, G: Glukoz, Gl: Galaktoz, I: inositol, K: Ksiloz, L: Laktoz, M: Maltoz, MI: Melibioz,
R: Rafinoz, S: Sukroz, Sl: Sellobioz, T: Trehaloz, U: Ureaz.

2.1.4. Hucre yapisi

Tipik dkaryot hicre yapisina sahip olan Candidalar, sitoplazmalarinda
nudkleolus, nukleer membran ve kromozomlari iceren bir nukleus, mitokondri,
80S ribozom, endoplazmik retikulum, golgi aygiti gibi organeller, cesitli

maddeleri iceren vezikul ve vakuoller bulundururlar. Bu elemanlar hicrenin



cesitli metabolik aktivitelerini, enerji Gretimini, transport, replikasyon ve hicre
yapisini olugturan maddelerin sentezini gergeklestirirler (19). Hucre
yapisindaki mitokondriler diger okaryot hucrelere benzemekle birlikte hucre
basina dugsen mitokondri miktari respiratuvar aktiviteye bagli olarak

degismektedir (8).

Bu yapinin énemli bir bileseni olan ¢ok katli hicre duvari, degisen
ozmotik basinca karsi hdcrenin seklini  korumasini saglayan konak
hicreleriyle iligkide bulunan dinamik bir yapi olup; hucre kuru agirhginin %
30’unu olusturmaktadir. Elektron mikroskobik ¢alismalara gore Candida’larin
hidcre duvari en az 5 katmanhdir. Bu tabakalarin sayisi ve kalinligi, Ureme
formuna (maya veya hif), Ureme ortamina ve susa bagl olarak degiskenlik
gostermektedir (20). Candida turlerinin hicre duvari, karbonhidratlar (% 80-
90), proteinler (% 5-15) ve lipidler (% 2-5)' den olusur. Karbonhidratlarin %
20-35 ini mannoproteinler, % 50-65" ini B-glukan ve % 0,6-10" unu kitin
olusturur. Antijenik Ozellige sahip mannan ve B-glukan serolojik tanida,
mannan ise 6zellikle C. albicans serotiplendirmesinde kullanilir. Kitin, rijid ve
¢6zulmeyen bir yapiya sahip olup hif olusumunda ve hicre bélinmesinde
onemli yapisal destek olusturur. En digta konak hlcreye adezyonu saglayan
protein tabakasi bulunur. Bu tabaka N-asetil glukozaminidaz, asit fosfataz ve
enolaz gibi enzimler icerir (15,19,21). Birgcok calisma gostermistir ki, hicre
duvarinin tabakali yapisi, mannoproteinlerin hucre duvari yapisinda degisik
duzeylerde bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir deyisle,
tabakalanma, hucre duvar bilesenlerinin (B-glukan, kitin ve mannan) her
tabakada niteliksel olarak degil, nicelik olarak farkli oranlarda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (14,22).

Hucre membrani, duvar komponentlerinin sentezini gergeklestiren kitin
sentetaz, hucrenin morfogenezinde ve sinyal iletiminde gerekli olan fosfolipaz
C, adenilat siklaz ve proteaz gibi enzimleri yapisinda bulundurur. Membranda
fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inozitol gibi

fosfolipidlerin yani sira sterol de bulunur. Membran lipidlerinin % 20’sini



olusturan steroliun en sik rastlanilan formu ergosterol olup antifungal

maddelerin hedeflerinden birini olusturur (16).

Hucre duvari ve hicre membrani ile baglantili olan hucre iskeletinin
yapisinda bulunan mikrotubuller, membranin dinamizmini saglarken, iskeletin
diger bir bilegseni olan aktin sitoplazmik akigkanliktan, miyozin ise organellerin

hareketliliginden sorumludur (16).

2.1.5. Antijen yapisi

Adsorbe antiserumlarla A (C. tropicalis’de de bulunur) ve B olarak iki
C.albicans serotipi belirlenmigstir. Bu serotipler bagisikligr saglam bireylerde
yaklasik olarak esit dagilim gosterirken; bagisikligi bozulmus hastalarda
serotip B’nin prevalansi daha yuksektir (11). Ayrica sekretuvar proteazlar,
immundominant enolaz ve 1s1 sok proteinleri gibi farkli antijenler de
tanimlanmistir (23). Diger dnemli antijenik determinantlar ise hlicre duvarinda
bulunan mannan ve [(-glukan gibi yuzey polisakkaritleri olmakla birlikte

mannan daha spesifiktir.

2.1.6. Boyanma ozellikleri

Tdm Candida tlrleri Gram yontemi ile Gram pozitif boyanirlar. Klinik
orneklerin direkt olarak % 10-20'lik potasyum hidroksitle muamele edilmesini
takiben hiicre duvarindaki kitin ve sellloza nonspesifik olarak baglanan
kalkoflor beyazi kullanildiginda, hicreler ultraviyole i1sik altinda yesilden

maviye degisen renklerde floresans verirler (11).

Histolojik kesitlerde ise Hematoksilen-Eozin ile zayif boyanirken
Periyodik asit-Schiff (PAS), Gomori metenamin gimus (GMS) ve Gridley gibi
mantar boyalari ile iyi boyanirlar (24).



2.1.7. Ureme ozellikleri

Candida tirleri oda isisinda (22-26 °C’de) ve 37 °C’'de 24-48 saatte,
sabouraud dextrose agar (SDA), brain-heart inflUzyon agar (BHIA), % 5
koyun kanl agar, triptik soy agar veya kromojenik agar gibi besiyerlerinde
kolaylikla Greyebilirler. Kultdr i¢in alinan érnekler hem 26 °C’de hem de 37
°C’de ayri ayri inkube edildiginde 37 °C’de Urememe saprofitligi ortaya koyan
bir 6zelliktir. Patojen Candida turlerinin gogu hem 26 °C hem de 37 °C’de
urerler. Uretildikleri ortamda neme ihtiyag duyarlar. Ureyebilmeleri igin en iyi
pH 4,5-5 arasinda olmakla birlikte pH 3-7,5 araliginda da ureyebilirler.
Candida turleri en iyi Uremeyi aerobik ortamda gostermekle birlikte, yuksek
karbondioksitli ortamda da zayif olarak ureyebilirler. Turler arasi morfolojik
farkhliklar ancak, misir unu-tween 80 agar gibi 0zel besiyerlerinde
saptanabilir. Ayrica mayalarin Ureyebilmesi i¢in besiyeri ortaminda glukoz,
amonyum tuzu, fosfat, biotin ve serbest metallerin bulunmasi gerekmektedir
(16).

Oda isisinda ve SDA besiyerinde 24-48 saatte krem renkli, opak,
duzgun yuzeyli veya gobekli, 1-2 mm ¢apta, tipik maya kokusu olan, S tipi
koloniler olustururlar. Candida kolonileri, S formundan R formuna
kendiliginden donusebilir. R tipi kolonilerin olusumu daha c¢ok migellerin
miktarinin artmasi ile ilgilidir. C. albicans kanli agarda kenarlarinda yildizsi

uzantilari olan koloniler olugturur (14,25).

2.1.8. Virulans faktorleri

Candida tarleri arasinda virulans Ozellikleri bakimindan belirgin
farkhliklar mevcuttur. Diger yandan yapilan c¢alismalarda C. albicans
kokenleri arasinda da konagi hastalandirabilme derecesinde farkhliklarin
olabilecegi yani virulans farklilklarinin varhigr ortaya konmustur (26). Baslica
virulans faktorleri; germ tup olusturmasi, ekstraselliler matriks proteinlerine
adezyon, “slime” faktori — biyofilm olusumu, sideroforlari kullanabilme

Ozelligi, proteaz, fosfolipaz, hyaluronidaz, kondroitin fosfataz, kitinaz, esteraz



ve lipaz enzimleri, endotoksin benzeri aktivite, morfolojik dimorfizm, antijenik
cesitlilik, fenotipik degisim ve hicre duvar bilesenleri olarak sayilabilir (11).
Bu virulans faktorleri Candida enfeksiyonlarinin olusmasinda 6nemlidir.
Ancak yapilan calismalarda firsatgi mantar enfeksiyonlarinda konaga ait

faktorlerin 6n plana ¢iktigi gosterilmigtir (27).
2.1.8.1. Germ tup

Enfekte dokularda C. albicans'in hem maya hem de hif formu bulunsa
da, hif seklinin aktif semptomlu enfeksiyonlarla iliskili oldugu, saprofit C.
albicans'in maya seklinde oldugu, ¢imlenmekte olan migelli hlcrelerin daha
virilan olduklari da belirtiimistir. Germ tlp olusturan hicrelerin dokuya
blastosporlardan 50 kez daha fazla yapismasi, plastik ylzeylere yapismayi
sag@layan fibriler ylizey tabakasi olusturmasi patogenez ve virulanstaki rolinu
kanitlayan bulgulardir (26). Bu morfolojik degisim yetenegdi Candida tlrlerine
avantaj saglamaktadir. Notrofillerin C. albicans blastosporlarini fagosite etme

yetenegdi germ tlp ve uzun hiflere goére daha iyidir (27).
2.1.8.2. Adezyon

Onemli virulans faktorlerinden biri insan mukoza epiteline yapisma
yetenegidir. Kolonizasyonun olusmasi icin mayanin prolifere olmadan 6nce
insan mukoza epiteline tutunmasi gerekmektedir. Candida’larin oral, vajinal
ve intestinal epitel hucrelerine, fibronektine, endotele, trombosit fibrin
pihtilarina, akrilige, lenfosit, endotel ve plastik materyale adezyonu

patogenezde énemlidir (25).

Adezyon, hucrelerin ylzey o6zellikleri ile iligkilidir ve mukokutantz
kandidozun bu yapisma ile basladigi kabul edilmektedir. Adezyon karmasik
bir islem olup birden fazla adezinin ve birden fazla baglanma
mekanizmasinin etkisi ile gergeklesir. Candida’larda yapisma hulcre
duvarindaki mannan ve protein komponentler vasitasiyla gergeklesmektedir
(28). Mantarin yapismasini saglayan diger ylzey karbonhidrat yapilari -
glukan ve Kkitine karsilik; konakta bunlarin baglanabilecedi fukos, N-

asetilglukozamin ve sialik asit gibi baglayici yapilar vardir (27). Bu tabakanin



sentezinin ylksek oranda seker, Ozellikle galaktoz iceren besiyeri kullanildigi
zaman, arttigi ve bu besiyerlerinde dreyen C. albicans kdkenlerinin daha
virulan oldugu ve epitel hucrelerine daha iyi baglandigi saptanmistir (29). C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis aderans 6zelligi en fazla olan turlerdir. Bu
nedenle kolonizasyon gelisen hastalarda en sik izole edilen tir C. albicans’tir
(27).

2.1.8.3. Slime faktor ve biyofilm olusumu

Biyofilm olusumu pek c¢ok Candida tirl icin gugli bir virulans
faktoradar. Candida turlerinin yabanci cisimlere slime faktéra araciligi ile
tutunmasi sonucunda hem strekli bir enfeksiyon odagi gibi rol oynamasi hem
de vicudun savunma mekanizmalarindan ve antifungal tedavinin etkisinden
kurtulabilmesi nozokomiyal mantar enfeksiyonlari acgisindan onemli bir
durumdur. Yapilan calismalarda biyofilm varliginin daha ylksek mortalite

hizlari ile iligkili oldugu gésterilmistir (30,31).

Farkli Candida turlerinin, hatta farkli C. albicans suglarinin biyofilm
olusturma kapasiteleri farkhidir. C. albicans diginda C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. kefyr ve C. glabrata suslari da biyofilm olusturabilmektedir (30).
Candida biyofilminin saptandigi ve enfeksiyonlara yol acabildigi baslica
yabanci cisimler: Santral ven6z kateterler, Uriner kateterler, eklem protezleri,
arteriyovendz fistlller, periton diyaliz kateterleri, yapay kalp kapakgiklari,

pacemakerlar ve ventrikiloperitoneal santlardir (31).

Ortamdaki artmis glukoz miktarinin biyofilm olusumunu hizlandirdigi
gérulmustir. Ozellikle intravendz hiperalimantasyon uygulanan hastalarda C.
parapsilosis’in santral vendz katetere kolonize olma kapasitesinin artmasi ve
kateter enfeksiyonlarina yol acmasi buna o6rnektir. Hafif akimin oldugu
ortamlarda statik ortamlara kiyasla biyofilm olusumu daha fazladir. Ayrica,
yuzeyin kimyasal yapisi biyofilm olugsum hizini etkilemektedir. Polivinil klortre
kiyasla lateks ylUzeylerde daha fazla, poliuretan ve %100 silikon da ise

azalmis olarak saptanmistir (32).
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2.1.8.4. Siderofor uretimi

Candida tdrlerinin bir diger virulans faktorli sideroforlari kullanma
yetenegdidir. Mantarlar Gremeleri i¢in demire ihtiyag duyarlar. Demir eksikligi
durumunda, demir selatdru olarak bilinen dusik molekul agirlikli sideroforlari
uretirler. Boylece patojen Ozelliklerini artirmig  olurlar (33). Yapilan
calismalarda C. albicans’in hem hidroksamat hem de fenolat tipi sideroforlari

urettigi gosterilmistir (34).
2.1.8.5. Sekretuvar aspartik proteinaz (Sap)

Candida tlrleri dokulara vyayilmalarini  kolaylastiran enzimler
salgilarlar. Bu enzimlerden bir tanesi de proteinazdir. Asit pH’ta (pH: 2,5-4)
aktivite gosteren bir enzimdir (29). Bir hlcre disi proteazi olan Sap’in
salgilanmasinin on Uyeden olusan SAP adi verilen bir gen ailesi tarafindan
kontrol edildigi ortaya konmustur. SAP gen ailesinin C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. dubliniensis gibi patojen tlrlerde bulunmasi,
Saccharomyces cerevisiae gibi patojen olmayan mayalarda bulunmamasi
patojenite ile ilgisini gostermektedir (35). Ayrica hastalik drneklerinden alinan
Candida’lardaki Sap Uretiminin kolonizasyon suslarina gore anlamli sekilde

yuksek oldugu gosterilmistir (36).

Sap enziminin temel islevlerinden biri, konak proteinlerini parcalayarak
nitrojen saglamaktir. Bu enzimlerin konak hucre ylzey yapilarini ve hucreler
arasi yapilari pargalayarak mikroorganizmmanin adezyon ile invazyonunda ve
konak immun sistem huicrelerini parcalayarak konak savunmasindan
cikiginda rol aldigi bildiriimektedir. Keratin, kollojen, laminin, fibronektin,
masin gibi hdcre disi ve hlcre yuzey proteinlerinin; albumin, laktoferrin,
laktoperoksidaz, a-makroglobulin, makrofaj enzimleri gibi konak savunma
proteinlerinin ve immunglobulinlerin 6zellikle Sap 2 enzimi tarafindan

parcalandigi belirtiimektedir (37).
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2.1.8.6. Fosfolipaz

Dokulara yayillmayi kolaylastiran bir diger enzim olan fosfolipaz, konak
hicre zarindaki fosfolipitleri hidrolize ederek hucreye zarar verir. Birgok
canlida zara bagh vezikullerde bulunan bir enzimdir ve bu enzimin
aktivasyonu ile yikilan fosfolipitlerden lisofosfolipitler meydana gelir ve bunlar

biyolojik membranlarin batunligunin bozulmasina neden olur (29,38,39).

Fosfolipazlar, hidrolize ettikleri ester baglarina 6zgul olarak A, B, C ve
D olarak siniflandirilirlar. Bu dort gesit fosfolipaz enzimi ile birlikte daha ileri
bir basamak olan lizofosfolipidleri de pargalayan lizofosfolipaz enzimi
ginimuzde farkli oranlarda farkli islevlerde bulunmak Uzere cesitli
hicrelerde bulunmaktadirlar. C. albicans’in fosfolipaz aktivitesinde en dnemli

rolu fosfolipaz B’nin oynadigi dusunulmektedir (29,40).

Fosfolipaz aktivitesi en ¢ok C. albicans’ta goérilmekle birlikte, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae ve C. krusei turlerinde de
bulunmaktadir (41). Ozellikle kandan izole edilen suslarin gcogunda fosfolipaz

aktivitesi oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur (29,40).
2.1.8.7. Esteraz

ik kez 1978 yilinda Rudek, tween 80 opasite testi ile mayalarin lipolitik
aktivite gosteren esteraz enzimi salgiladigini géstermistir (42). Ekstraselltler
esterazin fosfolipazdan farki, sadece karbon kaynagi olarak tween 80 igeren
bir ortamda aktive olmasiyla anlasiimistir. Ancak, induklenebilir ekstrasellller
esterazin in vitro sartlarda Ureme i¢in mutlak gerekli olmadigi saptanmistir
(43). Stratum korneum tabakasinda yluksek oranda bulunan triagilgliserol ve
monoagilgliseroluin, lipolitik enzimlerin aktivitesi ile pargcalanmasi sonucu
Candida’larin invazyonu ve kolonizasyonu kolaylasmaktadir. Esteraz
uretimleri incelendiginde, tlrler arasinda farklar oldugu, bu enzimin ayni

zamanda Ureme surecinde de rol aldigi gosterilmistir (44).
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2.1.8.8. Diger enzimler

Candida turlerinde proteinaz, fosfolipaz ve esteraz basta olmak tzere,
hyaluronidaz, kondroitin fosfataz, kitinaz, glukoamilaz, lipaz ve cesitli
glukolitik enzimler dokuya invazyonda rol alan énemli virulans faktorleridir
(29,45).

2.1.8.9. Toksinler

C. albicans’in maya fazinda endotoksin benzeri maddeler ve hemolizin
urettigi gosterilmistir. Yuksek molekal agirlikh toksinler; glikoprotein toksinler
ve kanditoksindir. Glikoprotein toksinler, toksik bilegik olarak glikoz, mannoz
gibi karbonhidratlar ve protein iceren maddelerdir (29). Yapilan bir calismada
virulan bir C. albicans kdkeninden izole edilen kanditoksinin htcre oldurtcu
ve enfeksiyon arttirici etkisinin oldugu gdésterilmistir. Ayrica kanditoksin
ureten bir C. albicans kdkeninde dusuk molekul agirlikh toksinler saptanmig

bunlarin da alti ¢cesidinin oldugu gosterilmistir (46).
2.1.8.10. Fenotipik degisim

Fenotipik degisim surecinde maya-hif degisiminden farkli olarak, ayni
cevresel sartlar altinda ayni populasyondaki bazi hicreler birbirinden farkl
fenotipler sergilerler. C. albicans kokenlerinde yilksek siklikta (102-107)
fenotipik dontisum gozlenmektedir. Fenotipik degisikliklerin invazif enfeksiyon
yapan kokenlerde, kommensal kokenlere gore daha sik oldugu saptanmistir

ve kdkenin invazyon icin optimal olan fenotipi sectigi gézlenmigtir (47).

Bu degisim sonucunda bazi suglarda beyaz-opak donusum olarak
adlandirilan varyant koloni morfolojileri ortaya ¢ikmaktadir. C. albicans WO-1
susunda gozlenen yuvarlak tomurcuklanan hucrelerden olusan beyaz kubbeli
koloniden, buyuk, uzun, asimetrik tomurcuklanan hucrelerden olugsan gri diz
koloni haline donusim en tipik drnektir (48). Yine bu degisim sonucunda
dizgun yuzeyli (smooth) tipten, tlyll, duzensiz, yildiz, halka, noktali ve
sapka koloni fenotipleri ortaya ¢ikmaktadir (49). Klinik agidan ele alindiginda
ise bu donusimin konak fizyolojisindeki degisimlere ve anatomik bdlgeye
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hizli adaptasyonu, antifungal ilaglara duyarlihgi, antijenisiteyi, notrofil ve
oksidanlara duyarlihgi, hayvan deneyleri sonuglarina gore de virulansi

etkileyebilecegi disunulmektedir (50).
2.1.8.11. Hucre duvari, ylzey degisimi ve hidrofobisite

Mikroorganizmalarin Okaryotik hucrelere baglanmasi hucre-hlcre
iliskisine dayanan bir olaydir. Genel olarak mikroorganizmalar da insan ve
hayvan hucreleri gibi negatif ylzey potansiyeline sahip olduklarindan,
yaklasan iki hucre ayni ylzey potansiyeline sahip oldugu igin birbirlerini
iterler. Ancak bu itme gucune kargi spesifik ve nonspesifik olarak gelisen
cekici kuvvetler vardir. Bu kuvvetlerden olan ve mikroorganizmalarin
ylzeyinde bulunan hidrofobik molekiller, nonspesifik olarak negatif yuklG iki
yuzeyin itici kuvvetine karsi koyarak mikroorganizmalarin mukoza hucrelerine
yaklasmalarini saglarlar. Bunun sonucunda mikroorganizma yuzeyinde
bulunan ligandlar, mukoza hucresi yuzeyinde bulunan reseptorlere irreversbl
olarak aynen antijen-antikor iligskisine benzer sekilde spesifik olarak
baglanirlar (29,40).

Mayanin hucre duvari ve zarinin virulans ile ilgili en dnemli iglevi
adezyonda oynadigi roldur (29). C. albicans’in ylzeyinde bulunan, epitel ve
endotel hucrelerine baglanmada rol oynayan ligand hucre duvari
molekullerinden olan mannoproteindir (51). Mannoprotein immunomodulatér
etkili molekll olup, antijen olarak konaga sunulur. Germ tip olusumu
déneminde hicre ylzey hidrofobisitesi etkilenir ve C. albicans’in plastik

yuzeylere ve epitel hicrelerine baglanma yetenegi artar (4).

C. albicans suslari ylzey 6zelliklerine gore iki gruba ayrilirlar: 1. Grup:
Besiyerindeki yuksek seker konsantrasyonuna bagl olarak mayanin gegitli
hicre ve yuzeylere baglanmasini ve virulansini artiracak sekilde yluzey
kompozisyonunu degistirebilen suslardir. Karbonhidratlardan zengin diyetle
beslenen kisilerde oral kandidoz gelismesi bu sekilde acgiklanabilir. 2. Grup:
Yuzeyini degistirme 0Ozelligini tamamen kaybetmis olan suslardir ve bunlar

cok dusuk patojenik potansiyele sahiptir (52,53).
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2.1.9. Klinik onemi olan Candida tiirleri
2.1.9.1. Candida albicans

Gastrointestinal sistem, vajina ve agiz boslugunun normal flora Uyesi
olan C. albicans tum kandidozlarda klinik drneklerden en sik izole edilen
turdur (11). Sahip oldugu hidrolitik enzimleri ve maya-hif dimorfizmi nedeniyle
virulansi ylksek bir mikroorganizmadir (54). SDA’da dizgtn, krem-beyaz
renkli; bazen genis-purtuklu, gri renkli koloniler olusturur. Kanl agarda yildiz
seklinde c¢ikintilari olan koloniler meydana getirir. Serumda 37 °C’de iki-Ug
saatte ana hucreden orijin alan ve baslangi¢c noktasinda bir bogumlanma
veya daralma yapmaksizin birbirine paralel duvarlar tarzinda hifal uzantilar
gosteren germ tlp olusumu ve Misir unu-tween 80 agarda 25 °C’de 72
saatte olusturdugu blastospor, psodohif ve bazende gercek hif ve buyuk,
kalin duvarli, genellikle bir adet terminal klamidospor yapilari diger tlrlerden

ayrilmasinda kullanilan morfolojik 6zelliklerindendir (16,24,55).
2.1.9.2. Candida tropicalis

C. tropicalis, oOzellikle hematolojik malignitesi olan ndtropenik
hastalarda kandidemi etkeni olarak izole edilebilen; ayrica akut, subakut ve
kronik enfeksiyonlara yol agabilen bir turdur (56,57). SDA’da krem renginde,
yumusak ve migelyal koloniler olusturur. Misir unu-tween 80 agarda 25 °C ve
72 saatte psodohifler ve bunlarin etrafinda tek tek bazen kimeler halinde
blastokonidyumlar ile gézyasi damlasi tarzinda bir goértinti olustururlar (55).
Germ tlUpe benzeyen ancak ana hlcreden ciktigi yerde bogumlanma
gOsteren ve hifal yapilarin duvarlarinin birbirine paralellik gdstermedigi
yalanci germ tlp benzeri yapilar gézlenebilir. Klamidospor olusturmamalarina
ragmen bazi turlerin tekrarlayan pasajlarda kaybolan klamidospor benzeri

yapilar meydana getirdikleri gdézlenmistir (56,57).
2.1.9.3. Candida parapsilosis

Kandidemilerin ve kateter iligkili enfeksiyonlarin énemli bir etkeni ve

ayni zamanda saglik personelinin ellerinden en sik izole edilen Candida
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taradur (57). Yapilan gesitli srveyans g¢alismalarinda C. parapsilosis tlrinin
izolasyon oranlarinin son 20 yilda artis gosterdigi saptanmistir (11,17,21,24).
SDA’'da krem renginde, yumusak koloniler olusturur. Misir unu-tween 80
agarda 25 °C ve 72 saatte uzun, dizenli olarak dallanan kivrik psddohifler,
bunun etrafinda tek tek bazen kimeler yapan blastokonidyumlar ve arada

dev hacrelerin bulunmasi ile karakterizedir (55).
2.1.9.4. Candida glabrata

Ozellikle nozokomiyal kandidemi ve Candida tiirlerine bagh gelisen
genitolriner sistem enfeksiyonlarinda C. albicans'tan sonra en sik saptanan
ikinci etkendir. Azol grubu antifungal maddelere karsi kazaniimis ve intrensek
direnci olan. C. glabrata tdrlerinin gorulme sikhdi giderek artmaktadir
(21,58,59). SDA’da krem renginde, yumusak kivaml, S tipi dizgutn koloniler
olusturan; kuguk, oval, tek tomurcuklu mayalardir. Misir unu-tween 80 agarda

25 °C ve 72 saatte, psddohif ve gergek hif olugturamamaktadir (12,55,56).
2.1.9.5. Candida dubliniensis

Ik kez 1995te yeni bir tlr olarak tanimlanan C. dubliniensis, fenotipik
acgidan C. albicans ile ¢ok benzer yapida olup sadece molekiler gen
analizleriyle kesin ayirim yapilabilir (10). SDA’da hamur kivaminda, krem
renkli dizgln vyuzeyli koloniler olusturur. Misir unu-tween 80 agarda
olusturdugu psodohif, hif ve septalarda kimelenmis blastospor yapilari ile
germ tup olusturma ozellikleri C. albicans ile buylk benzerlik tasir.
Klamidospor yapilari incelendiginde C. albicans’in u¢ kisimda kalin ¢eperli,
tek ya da nadiren ciftler halinde klamidosporlar olusturdugu; C. dubliniensis’in
ise ince duvarl, bol miktarda ikili, U¢lu, grup ya da zincir halinde
klamidosporlar olusturdugu gézlenmistir. Bu tart C. albicans’tan ayiran diger
Ozellikler ise; 45 °C’'de ureyememesi, ksiloz ve a-metil-D-glukozu asimile
etmemesidir (55). Oral floranin elemanlarindan olan C. dubliniensis 6zellikle

AIDS hastalarinda oral kandidoz etkeni olarak tespit edilmektedir (10).
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2.1.9.6. Candida krusei

immiinsuprese hastalarda énemli bir kandidoz etkeni olan C. krusei,
SDA’'da yassi, kuru, donuk ve krem renginde migelyal koloniler olusturur.
Misir unu-tween 80 agarda 25 °C ve 72 saatte psodohif ve (izerinde agaca
benzer dizilimli uzun blastokonidyumlar olusturur. Bazi kdkenleri Ureaz pozitif
olan bu tirdn o6nemli bir 6zelligi de flukonazole dogal direngli olmasidir
(11,55).

2.1.9.7. Candida lusitaniae

C. lusitaniae agir fungemi olgularindan izole edilebilen bir tirdur (60).
SDA’'da krem renginde, yumusak, parlak S tipinde koloniler olusturur. Misir
unu-tween 80 agarda 25 °C ve 72 saatte psodohif, az sayida, dallanmig ve
uzun blastokonidyumlar gozlenir (55). Basta amfoterisin B olmak Uzere,

bircok antifungale direnclidir (60).
2.1.9.8. Candida guilliermondii

Onceden gecirilmis kardiyovaskiller ve abdominal cerrahi, C.
guillermondii kaynaklh kandidemi gelisebilmesi icin énemli risk faktorleridir
(12). SDA’da beyaz-krem renginde tereyagimsi gorinimde koloniler
olusturur. Misir unu-tween 80 agarda az sayida kisa ve ince psodohifler ve
bunlarin bogumlari Gzerinde kuguk blastokonidyumlarin olugturdugu kimeler
bulunur. Gergek hif olusturmaz (55). Flukonazole karsi azalmisg duyarlilik
gOstermektedir (62).

2.1.9.9. Candida kefyr

Nadiren patojen olan tur, ozellikle hematolojik malignitesi olan
hastalarda enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (62). SDA’da krem
renginde, S tipinde koloniler olugturur. Misir unu-tween 80 agarda 25 °C ve
72 saatte psodohif ve tipik gérinimi “irmakta ylzen kuatlkler” olarak
adlandirilan birbirine paralel uzanan blastokonidyumlar meydana getirir (55).
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2.1.10. Candida turlerinin neden oldugu enfeksiyonlar

Gastrointestinal sistem, vajina, Uretra ve derinin normal flora elemani
olarak bulunan Candida cinsi mayalar, mukozal kolonizasyondan, multiorgan
tutulumuna kadar genis bir yelpazede yer alan enfeksiyonlara neden

olabilirler.

Kemoterapotik ilag ve Kkortikosteroid kullanimi,  maligniteler,
noétropeniye yol agan durumlar, diyaliz, AIDS, ileri yaslar ve yenidogdanlar,
kotl beslenme aligkanhgi gibi konagin immun sistemini baskilayan faktorlerle
birlikte, mevcut kolonizasyon, Kkateterizasyon gibi girisimsel iglemler,
gecirilmis cerrahi, yanik, hastanede ve yogun bakim Unitelerinde yatis gibi

durumlar Candida enfeksiyonlarinin olugsmasina zemin hazirlamaktadir (24).

Yuzeyel enfeksiyonlar daha ¢ok toplum kékenli enfeksiyonlar oldugu
halde, derin yerlesimli sistemik enfeksiyonlar en sik yogun bakim tnitelerinde
olmakla birlikte hastanede diger servislerde yatan hastalarda da sik

gOrulmektedir (2).
2.1.10.1 Yuzeyel enfeksiyonlar

a) Deri ve tirnak kandidozu: Klinik prezentasyon intertrigo, diaper
dokintusu, onikomikoz ve paronisi seklindedir (10,16,21). En sik izole edilen
etkenler C. albicans ve C. parapsilosis' tir (63). Tedavide ilk segenek ilaglar

topikal azol preperatlaridir (64,65).

b) Orofarengeal kandidoz (OFK): Diyabet, malignite varhginda, CD4
hicre sayisi <200/ul olan AIDS hastalarinda, yenidogan ve yaslilarda saglikli
yetigskinlere oranla daha sik gorulmektedir. Ayrica genis spektrumlu
antibiyotik, steroid ve sitotoksik ila¢g kullanimi, radyasyon tedavisi diger
tetikleyici faktorlerdir (63,66). En sik rastlanan etken C. albicans olup bunu
daha seyrek olarak C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei ve C.
dubliniensis izlemektedir (16). Klotrimazol, topikal nistatin veya amfoterisin B
suspansiyonlari, oral flukonazol, itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol,

tedavide kullanilan antifungal ilaglardir (10,16,65).
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c) Candida 6zofajiti: immun sistemi baskilanmis kisilerde gelisen bir
klinik durumdur. Etken turlerin dagihmi OFK'de oldugu gibidir (10,16).
Tedavide ilk olarak azol grubu antifungallerin, direncgli vakalarda ise
amfoterisin B ve ekinokandin grubu ilaglarin sistemik sekilde kullaniimasi
tercih edilir (10,65).

d) Vulvovajinal kandidoz (VVK): Oral kontraseptif, antibiyotik ve
kortikosteroid ilag kullananlarda, gebeler ve diyabetli hastalarda geligir. Bu
klinik durumda en sik etken olarak C. albicans izole edilir, bunu C. glabrata
ve diger turler izler (16,21). Tedavide 6ncelikli olarak azol tirevleri ve nistatin
tercih edilir (10,59,67). Azol turevi antifungallere yanit vermeyen, VVK'larda

flusitozin veya amfoterisin B tedavisi uygulanabilir (59,65,67).

e) Kronik mukokutan6z kandidoz: Konjenital endokrinopatiler veya
hicresel immun sistemin bozulmasi sonucu erken gocukluk yaslarinda ortaya
cikan, orofarenks, cilt ve tirnaklarin kronik seyirli, tedaviye direngli, ylzeyel
Candida enfeksiyonlaridir (16,66).

2.1.10.2. invazif enfeksiyonlar

Sistemik kandidoz en sik uzun sureli kortikosteroid veya baska
immunosupresif ilag kullanan; l6semi, lenfoma ve aplastik anemi gibi
hematolojik hastaliklari olan ve kronik granulomatoz hastalikli kisilerde

gOralur (68).

a) Kandidemi: invaziv Candida enfeksiyonlarinin yaklasik % 50-70’ini
olusturan kandidemiler, Kklinik olarak enfeksiyon bulgu ve belirtileri gbzlenen
hastanin en az bir kan klltirinde bir Candida turindn izole edilmesi olarak
tanimlanir (69,70). Ancak, genel durumu dusgkln, Uremik veya kortikosteroid
tedavisi alan hastalarda klinik belirti ve bulgu olmadan da kandan bir Candida

turinun izole edilmesi anlamli kabul edilmelidir (71).

Yogun bakim dnitesinde uzun sureli yatis, intravendz veya Uriner
kateterizasyon, genisg spektrumlu antibiyotik kullanimi ve bunun sonucu

gelisen kandida kolonizasyonunda artig, radyoterapi ve kemoterapiye bagli
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mukozit, Ozellikle abdominal-Ust gastrointestinal sistem cerrahisi, ciddi
yaniklar, hemodiyaliz, transplantasyon, nétropeni, diyabet, kanser, AIDS gibi
hastaliklara sahip olmak, prematurite ve duslik Apgar skoru invazif

kandidozun gelismesinde rol oynayan risk faktorleridir (10,21,72).

Nozokomiyal kandidemili hastalarda yapilan bir ¢alismada en guglu
risk faktdrii olarak uygulanan antibiyotik sayisi saptanmistir. Ugten fazla
antibiyotik alanlarda kandidemi riski hi¢ antibiyotik almayan veya en fazla iki

antibiyotik alanlara gore 12,5 kat yuksek bulunmustur (73).

C. albicans kandidemi etyolojisinde en sik izole edilen etkendir.
ABD’de C. glabrata, Avrupa’da C. tropicalis veya C. parapsilosis ikinci siklikta
izole edilen etkenlerdir. C. tropicalis kandidemileri daha ¢ok noétropenisi ve
mukoziti olan, 6zellikle flukonazol profilaksisi almamis olan hastalarda
go6rulmektedir. C. glabrata flukonazolin profilakside kullanildi§i hastalarda ve
yaslilarda artan siklkta gortlmekte ve bu tire bagl enfeksiyonlar daha agir
ve Olumcull seyretmektedir. C. parapsilosis daha ¢ok deri ve mukozadan
kaynaklanan kandidemiye yol agmaktadir. C. krusei'ye bagl kandidemiler
daha c¢ok hematolojik malignitesi olanlarda ve/veya kemik iligi ve kan
alicilarinda, 06zellikle flukonazol profilaksisi uygulanan hastalarda
gOrulmektedir (74).

b) Uriner sistem enfeksiyonlari: idrar orneklerinde Candida cinsi
mayalarin izole edilmesi kontaminasyon, kolonizasyon veya enfeksiyon
olarak yorumlanabilir. Kontaminasyon ihtimali kadinlarda daha yuksektir ve
¢ogu zaman Orneg@in uygun, orta akim idrari seklinde alinamamasindan
kaynaklanir. Uygun sekilde alinacak ikinci bir 6rnegin degerlendiriimesiyle bu

sorun asllabilir (21,75).

Uriner sistem kateterizasyonu, uzun siire hastanede 6zellikle yogun
bakim Unitelerinde yatis, gebelik, kadin cinsiyet, ileri yas, yenidogdanlar,
diyabet, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, immunosupressif tedavi,

uriner sistem anomalileri ve obstriksiyonlari Candida enfeksiyonu igin risk
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faktdrleridir (16,24,59,76). Uriner sistem kandidozlarinda en sik izole edilen

tur C. albicans’tir ve bunu C. glabrata ve C. tropicalis takip eder (10,59).

Sistit ve piyelonefrit tedavisinde duyarli susglarda oral flukonazol,
flukonazol direnci olanlarda ise flusitozin ve amfoterisin B kullanilir. C.
glabrata, C. krusei gibi flukonazol direngli suslarin etken oldugu sistit

olgularinda amfoterisin B ile mesane irrigasyonu yararli olabilir (10,65,75,76).

c) Candida endokarditi: Candida turlerine bagli kalp tutulumunun ¢ogu,
hematojen yolla protez veya hasar gormus bir kalp kapagina, miyokarda
veya perikardiyal bogluga etkenin yerlesmesi sonucu ortaya ¢ikar. Endokardit
icin risk faktorleri intraven6z ilag bagimhhg ve santral vendz
kateterizasyondur. Eroin bagimhlarinda C. parapsilosis en yaygin etkendir
(24).

d) Pulmoner kandidoz: Candida, solunum sistemini, mukozal
membranin kolonizasyonu ve derin dokularin invazyonu yoluyla etkileyebilir.
Baslica immunsuprese hastalari etkiler ve siklikla fatal sonugludur. Pnémoni
genellikle hematojen yayilima sekonder gelismektedir. C. albicans ve C.

parapsilosis pulmoner kandidozda en sik izole edilen etkenlerdir (77).

e) Santral sinir sistemi (SSS) kandidozu: Mantarlarin etken oldugu
SSS enfeksiyonlari ciddi mortalite sebebi olup, Candidalar en sik akut
menenijit ve beyin absesi olgularinda etken olarak izole edilirler. Ozellikle
hematolojik malignite, solid organ transplantasyonu, kortikosteroid kullanimi,
travma gibi risk faktorlerinin varhigi SSS’e yayilim ya da direkt temas sonrasi

hastalik tablosunun gelismesi icin kolaylastirici faktorlerdir (78).

f) Okuler kandidoz: Korneanin inflamatuar tutulumu sonucu gelisen
keratitte en sik maya mantari etkeni Candida’lardir. Risk faktorleri korneal
travmalar, immunsupresyon, kortikosteroid ve kontakt lens kullanimidir.
Gozun retina, koroid yapi, vitrdz ve 6n kamara gibi tim yapilarinin etkilendigi
endoftalmit, ekzojen ve endojen endoftalmit olarak iki farkl klinik sekilde

gorulur. Ekzojen endoftalmit travma ya da cerrahi sonrasi geligirken, endojen
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endoftalmit daha ¢ok sistemik bir hastaligin g6z komplikasyonu olarak

ornegin sistemik kandidoza sekonder kargimiza gikar (79).

g) Kemik ve eklem kandidozu: Osteomyelit; genellikle Candida’nin
hematojen yayilimi sonucu ortaya cikabilen klinik bir durum olup 6zellikle
kanser hastalari ve disuk dogum agirlikli bebeklerde daha fazla gérulir (16).
Vertebral osteomiyelit sik gorulen bir tablodur, lokal agri ve hafif ates vardir
(24).

Candida artriti; hematojen yayilim, travma, cerrahi girisim, eklem igi
steroid enjeksiyonu ve eroin kullaniminin bir komplikasyonu olarak olusabilir.
En sik I6semi hastalarinda gorulir (25). Genellikle omuz, diz gibi blydk

eklemler tutulur (16).

h) Candida peritoniti: Candida peritoniti kronik periton diyalizi
kosullarinda ya da gastrointestinal cerrahi sonrasi anastomoz sizintisi veya
bagirsak perforasyonunda ortaya c¢ikar. Bu enfeksiyonlar batinda lokalize

kalabilir, komsu organlari tutabilir veya hematojen yayilabilir (24).

2.1.11. Laboratuvar tanisi

Candida enfeksiyonlarinin dogru laboratuvar tanisi icin incelenecek
orneklerin uygun kosullarda alinmasi, saklanmasi ve gonderilmesi oncelikli

olarak dikkat edilmesi gereken hususlardir (11,80).

Candida enfeksiyonlarinin tanisi amaciyla incelenecek 0Ornekler
arasinda kan, beyin omurilik sivisi (BOS), idrar, steril vicut bosluklarindan
alinan sivi, solunum yolu, doku biyopsisi, agiz ve vajinal surtintl érnekleri ile,
deri, tirnak ve sactan alinan kazinti érnekleri sayilabilir (11,80). Candida’lar,
normal cilt florasinda yer aldiklari ve bir¢gok érnekten izole edilebildikleri igin
tek basina Candida izolasyonu, enfeksiyon tanisi koydurmaz. Enfeksiyon
kolonizasyon ayrimi i¢in mutlak klinik, histopatalojik ve radyolojik bulgularla
birlikte degerlendirilmelidir (81).
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2.1.11.1. Direkt mikroskobik inceleme

Mantar enfeksiyonlarinin saptanmasinda ¢abuk ve etkili bir ydontemdir
ancak cins ve tur duzeyinde kesin tanimlama yapilamaz. Direkt inceleme
%10-30’luk potasyum hidroksit (KOH) ile boyasiz preparat hazirlanarak veya
Gram, metilen mavisi, Wright, Giemza, kalkoflor beyazi, PAS, GMS gibi

boyalar kullanilarak hazirlanan preparatlar ile yapilir (82).

KOH dokulardaki proteinli maddeleri sindirirken, mantar hdcrelerine
zarar vermez. Kalkoflor beyazi ise hucre duvarindaki kitine baglanarak
olusturdugu parlak yesil floresans sayesinde KOH ile birlikte kullanildiginda

Candida’larin saptanmasini kolaylastirir (11).

Hazirlanan boyall preparatlarda tomurcuklanan maya hucreleri,
blayuklUkleri ve sekilleri, tomurcugun morfolojisi ve tomurcuk sayisi,
psodohiflerin varligi, paralel duvarli ve bolmeli gergek hiflerin varligi
Candidalar icin karakteristik ©zelliklerdir. inceleme sirasinda psédo ve
gercek hif yapilarinin goértilmesi dokuya invazyonun yani enfeksiyonun

gOstergesi olabilir (11,82).
2.1.11.2. Candida turlerinin identifikasyonu

Candida tdrlerinin  tanimlanmasinda kullanilan  morfolojik  ve
biyokimyasal ozellikleri; kolonilerin primer izolasyon besiyerlerindeki
goérunimu ve rengi, hucrelerin buydklugu ve sekli, hif ve/veya psddohif
olusumu, germ tlp ve klamidospor olusturma yetenegi, karbonhidrat ve nitrat

asimilasyonu, seker fermentasyonu gibi 6zelliklerdir (83).

a) Kultar: Etkenin izolasyonu ve gerektiginde antifungal duyarlihk
testlerinin yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Candida turleri genellikle
SDA, BHIA, koyun kanli agar, Mycosel veya Mycobiotic agar gibi rutinde
kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi Urerler. Bununla birlikte
kromojenik maddeler iceren besiyerleri de kullanilabilir. Besiyerlerinin
icerigine konulan siklohekzimit gibi antimikotik maddeler kontaminant saprofit

mantarlarin Gremesini, kloramfenikol ve gentamisin gibi antimikrobiyal ajanlar
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ise bakterilerin Uremesini engellemektedirler. Kultlr icin 6rnekler primer
izolasyon besiyeri olan SDA’ya ekilerek oda 1sisi ve 37 °C’de inkube edilirler.
Patojen turlerin ¢ogu bu isilarda Urerler. 24-48 saatte olusan Candida
kolonileri beyazdan krem rengine, mat veya parlak, S tipinden burusuk yapili
kolonilere kadar degisen renk ve yapida olabilirler. Sabouraud Dextroz Broth
(SDB) besiyerinin ylzeyinde zar olusturarak Ureyebilme 6zelligi C. tropicalis
ve C. krusei'nin tanimlanmasinda yardimci bir test olarak kabul edilebilir.
Kulturde Ureyen kolonilerden hazirlanan boyali preparatlar, hif ve spor varligi
acisindan degerlendirilir. Primer besiyerinde Ureyen kolonilerden germ tip
testi yaparak C. albicans tanimlanabilir. Dissemine invaziv kandidoz veya
kandidemiden suUphelenilen hastalardan mutlaka kan kaltard alinmahdir.
Ancak kultur pozitifligi oranlar % 23-82 arasinda degisebilmektedir. Pozitiflik
oranini ve ureme hizini arttirmak icin lizis santrifigasyon yontemleri ve
uremenin surekli izlenilmesini saglayan otomatize sistemler geligtirilmistir (82-
84).

b) Germ tlp testi: C. albicans’in tanimlanmasinda kullanilan en hizli ve
basit testlerden biridir. insan serumu, bu test igin ideal olup, koyun, fetal sigir
serumlari, tavsan plazmasi da kullanilabilir. Testi uygulamak igin kultirde
ureyen kolonilerden alinan bir miktar maya 0,5 ml serum igine konulup bir tlp
icinde karistirilarak, 35-37 °C’de iki-U¢ saat inkube edilirler. Sure sonunda
lam-lamel arasi hazirlanan preparatin mikroskobik incelemesinde; maya
hidcresinden ¢ikan paralel uzantilar seklinde olusan yapi ve hiucreden ¢ikis
noktasinda bogumlanma olmamasi germ tup lehine degerlendirilen
bulgulardir. C. albicans’in olusturdugu kisa hiflerin bas tarafinin,
blastokonidyum ile germ tlpun kesistigi yerde bogumlanma olusturmadigi
gOrulur. Bununla birlikte C. tropicalis’in de hif ¢ikintilari olusturdugu ancak C.
albicans’'tan farkli olarak blastokonidyumlarinin daha buylk oldugu ve
blastokonidyum ile hif ¢ikintisi bileskesinde belirgin bir bogumlanma oldugu
saptanmigtir. C. albicans disinda C. dubliniensis, C. norvegensis ve C.
stellatoidea’da da germ tup olusturma oOzelligine sahiptir (11,86). C.
albicans’larin yaklasik olarak % 5’inde germ tiip negatiftir. inkiibasyon

suresinin 4 saatten fazla surmesi yalanci pozitiflik oranini arttirmaktadir.
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Bununla birlikte maya inokulumunun yogun olmasi ve ortamda bakterilerin

bulunmasi testin yalanci negatif olarak sonuglanmasina neden olabilir (11).

c) Misir unu-tween 80 agar: Candida turlerinin morfolojik 6zelliklerinin
degerlendiriimesinde misir unu-tween 80 agar gibi besin agisindan fakir
ortam igeren besiyerleri kullanilir. Candida turlerinin hif, psddohif, blastospor
ve klamidospor uretme gibi 6zelliklerinin degerlendiriimesini ve bu yolla da
turlerin  birbirlerinden ayirt edilebilmesini saglamaktadir. Bu yontemde;
besiyerinde Ureyen koloniden igne 6ze ile koloniden bir miktar alinarak misir
unu-tween 80 agar besiyeri Uzerine u¢ paralel gizgi cizilir. Agarin yuzeyine
inokulasyon cizgilerini 6rtecek sekilde steril bir lamel kapatilarak 25 °C’de (g
gun sureyle inkibe edilir. Misir unu-tween 80 agarda gergek hif ve/veya
psodohif varligi, blastosporlarin buyuklugu, sekil ve dizilimleri, klamidospor
olusturabilme 6zellikleri incelenir. C. albicans, misir unu-tween 80 agarda
hiflerin uglarindan tekli, kalin duvarl, genis, terminal klamidosporlar ve
psodohif boyunca dagilan kime yapmis blastokonidyumlar seklinde gorulir.
C. albicans ile en ¢ok karisan C. dubliniensis’te ise klamidosporlar daha bol,

kimeler veya salkimlar seklindedir (55,86).

d) Ureaz testi: Buyilik gogunlugu treaz negatif olan Candida tiirlerinin
diger mayalardan ayiriminda kullanilir. Bu test mayanin Ureaz Uretimini
saptamaya yonelik bir test olup, Ureaz enziminin Ureyi pargalamasi ve
sonucunda olusan amonyak nedeniyle artan besiyeri pH'inin etkisiyle fenol
kirmizisi indikatorinun renginin saridan kirmiziya donusumu esasina
dayanir. Candida turleri genel olarak uUreaz negatif olmasina ragmen C.

lipolytica ve C. krusei'nin bazi suslari pozitif sonug verebilir (11,82).

e) Kromojenik agar: Candida tlrlerinin tanisinda kullanilan bir diger
besiyeri ise kromojenik agar besiyerleridir. Bu besiyerleri, igerigindeki
kromojenik substratlar sayesinde olusan farkli renk ve morfolojiler ile hizli ve
basit sekilde tanimlama yapabilmektedirler. Bu besiyerlerinde koloninin
tanimlanmasi, ture 6zgu ekzoenzim aktivitesi ile besiyeri iceriginde bulunan
kromojenik substratlarin parcalanmasi sonucu farkli kromojenik ayrisma

urtnlerinin olusmasina bagli olarak, farkli morfoloji ve renklerde koloni
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olusumu esasina dayanmaktadir. Ozellikle kan kuiltirlerinde % 3-10 oraninda
gorulen birden fazla maya tlurinun Uremesi durumunda oldukga yararlidirlar
(11,82).

f) Karbonhidrat asimilasyon testleri: Mayalarin oksijen varliginda belirli
bir karbonhidrati tek karbon kaynagi olarak kullanabilme &zelliklerine
dayanarak yapilan bu testler, Candida’larin tur dizeyinde tanimlanabilmesini
saglamaktadir. Gunumuzde karbonhidrat asimilasyonu ve/veya enzim
saptamak amaciyla gesitli ticari testler bulunmakta olup, bu sistemler belirli
bir kimyasal profili saptamak icin farkli sustratlari iceren kuyucuklardaki
kolorimetrik ve florometrik dlgimleri igerirler. Bu testler hizli veya 24-72 saat

icinde sonug verebilme 6zelligine sahiptir (87).
2.1.11.3. Serolojik testler

Serolojik testler ya mantar antijenlerine kargi gelisen antikorlari ya da
mantar antijenlerinin ve metabolik Grlnlerinin varligini gostermeye yonelik
hazirlanan testlerdir. Mantar enfeksiyonlarinin tanisi ile birlikte tedaviye
yanitin degerlendiriimesi ve hastaligin takibinde de kullanilabilen serolojik
testlerin rutin kullanimi henltz gok yayginlagsmamistir. Kandidozun tanisinda
tek basina kullanilabilecek serolojik bir test bulunmamakla birlikte antijen ve
antikorlarin  birlikte arastinldigi kombine testler daha 06zgll sonug
vermektedir. Ayrica 6zgullik ve duyarlihdi artirmak adina tek érnek yerine
ardisik alinan birden c¢ok oOrnegin sonugclari birlikte degerlendiriimelidir.
Serolojik testlerden elde edilen sonuglar, hastanin klinigi ve kultir sonugclari
ile karsilagtirilmalidir (82,88).

a) Antijenlerin gdsterildigi testler: invaziv Candida enfeksiyonlarinin
tanisinda serum veya vucut sivilarindan mantara ait antijenlerin ya da
metabolitlerinin aranmasina yonelik testlerdir. Bu testler daha degerli olup, bu
amacgla mannan, i1siya duyarl antijjen ve enolaz gibi antijenlerin varligi
arastiriimaktadir (82,88).

Mannan; Candida enfeksiyonlari sirasinda dolasima salinan ve ytksek

immunojenik 6zellik gosteren bir antijendir. Bu test yuksek seviyede 6zgullik
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gostermektedir. Saglikli bireylerde antikorlar tarafindan hizli bir sekilde
kandan uzaklastirimasi nedeniyle Ozellikle immunsuprese hastalarda
duyarlihgi artirmak amaciyla ardigik alinan serum orneklerinin kullaniimasi
daha uygundur. Invaziv Candida enfeksiyonlarinda mannan antijeni ve
antikorunun birlikte arastirilmasi serolojik taninin daha anlamli olmasini
saglayabilir (82,88).

Enolaz; derin organ invazyonu olan ancak fungemisi olmayan
hastalarda degerlidir. Kolonizasyon ve enfeksiyon ayiriminda yararli

olabilecegi dusunulmektedir (82,88).

D-arabinitol; C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis tarafindan
serum ve idrarda olusturulan metabolittir. C. glabrata ve C. kruseide
bulunmaz. Bu metabolitin saptanabilmesi igin ileri tekniklere ihtiyag

duyulmasi, rutinde kullanimini kisitlamigtir (82,88).

B-(1,3)-D-glukan; Zygomycetes disindaki mantarlarin polisakkarit
yapidaki hicre duvari elemanidir. Erken antifungal tedaviye baslaniimasini
saglamasi, invaziv mantar enfeksiyonlarinin ekarte edilebilmesi ve antifungal
tedaviden test sonuclarinin etkilenmemesi testin avantajlaridir. Bununla
birlikte herhangi bir mantar enfeksiyonuna 6zgil olmamasi, B-D-glukan
iceren gazli bez, seluldz filtreler ve membranlar gibi malzemelerin kullanimi,
Pseudomonas ve Streptococcus gibi bazi bakterilerin enfeksiyonlari ile
birlikteligi, kolistin, sefepim, amoksisilin-klavunat gibi bazi antibiyotiklerin
kullanimi sirasinda alinan orneklerde yalanci pozitifliklerin gorulebilmesi bu

testin dezavantajlarini olusturur (82,88).

b) Antikorlarin gosterildigi testler: Bu testler daha ¢ok immun sistemi
saglam hastalarda gelisen kandidozlarin tanisinda daha etkili olup,
immunsuprese hastalarda test sonuclari gtvenilir degildir. Pozitif antikor
varliginin kolonizasyon ve enfeksiyon ayirimini yapamamasi, noétralizasyon
antikorlarinin  bulunabilmesi, mannan antikorunun dalak ve karaciger
tarafindan hizla kandan uzaklastinlabilmeleri gibi nedenlerin varhdr bu

testlerin kullaniminin sinirlandiriilmasina neden olmustur (82,88).
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Mannan, kan dolasimina gegtiginde gugli bir anti-mannan antikor
yanitt olusturur. Bu antikorlarin kolonizasyon ve enfeksiyon ayirimini
yapamamasi nedeniyle 0Ozellikle immunsuprese hastalardan elde edilen
yanhs negatiflik degerleri testin duyarliigini dusdrirken, kolonizasyon
nedeniyle de elde edilen yanhs pozitif degerler testin 6zgulliguna
disirmektedir. Ozgillik ve duyarlih@ artirmak igin anti-mannan
antikorlarinin ve mannan antijeninin sonuglarinin birlikte degerlendiriimesi
gerekmektedir (82,88).

2.1.11.4. Molekuler yontemler

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda molekuler yontemlerin kullaniimasinin
esas amacl, patojen mikroorganizmalarin direkt klinik 6rneklerden kalturt
yapillmadan en kisa surede dogru olarak saptanmasi ya da kuiltirde dretilmis
olan mikroorganizmalarin hizli tanimlanmasidir. Ozellikle Candida tirlerinin
dogru ve hizli bir sekilde identifikasyonu, etkene ydnelik uygun antifungal

tedavinin en erken dénemde baslatiimasina imkan saglamaktadir (89,90).

Candida’lar agisindan ele alindiginda molekller yontemler;
Candida’larin cins ve tir dizeyinde tanimlanmasi, virulans faktorlerinin
saptanmasi, epidemiyolojik tiplendirme, antifungal diren¢g genlerinin
arastinimasi, mutasyon incelemeleri, siniflandirma ve filogenetik analizlerde
kullaniimaktadir (91).

Genotiplendirme, turler arasindaki farklihgin genetik dizilim ve
genomik yapi ile goOsterilmesidir. Bu amacla kullanilan cesitli yontemler
bulunmaktadir ve uygulanacak yontemin belirlenmesinde; yontemin kullanim
kolayhgi, tekrarlanabilirlik 6zelligi, ayirirm gucu, tiplendirilebilirlik, stabilitesi,
ucuzlugu, calisma suresi ve sonuglarin kolaylikla yorumlanabilmesi gibi
konulara dikkat edilmelidir (92,93).

Genotiplendirmede kullanilan yontemler sunlardir (92,93).

I. Prob hibridizasyonuna dayali yontemler
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[I. Genomik Deoksiribonukleik Asit (DNA) kompozisyon farkliligina dayanan

yontemler:
A. Pulsed Field Gel Electrophoresis dayall genotiplendirme yontemleri
1. Karyotiplendirme
2.Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
B. Single Stand Conformational Polimorphism
C. Heterodubleks Analizi
Ill. Amplifikasyona dayali yéntemler:
A. Hedef Amplifikasyonuna Dayali Yontemler
1. Polymerase Chain Reaction (PCR)
a. Klasik PCR
b. Nested PCR
c. Multipleks PCR
d. Reverse Transcription-PCR
e. Random Amplification of Polymorphic DNA
f. Real-time PCR
g. PCR-RFLP
h. PCR- Enzyme Immunoassay
i. PCR-Dizi analizi
J. PCR-Denaturating gradient gel electrophoresis
k. Repetitive-Sequence-Based PCR

[. Microsatellite PCR
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m. Multi-Locus Sequence Typing
n. Amplified Fragment Lenght Polymorphism
2. Microchip teknolojisi (Microarray analysis)
3. Transcription Mediated Amplification
4. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification
5. Strand Displacement Amplification
6. Self-sustaining Sequence Replication
B. Sinyal Amplifikasyonuna Dayali Yontemler
1. Branched DNA
C. Prob Amplifikasyonuna Dayali Yontemler
1. Qb replicase

2. Ligase Chain Reaction

2.1.12. Antifungal ilaglar

Mantar hucrelerinin memeli hucreleri gibi Okaryot yapida olmasi;
protein, DNA veya RNA biyosentezini inhibe eden antifungal ilaglarin insanlar
icin toksik Ozellikte olmasi antifungal sagaltim alanindaki gelismeleri

yavaslatmis olup, hala kisitli sayida antifungal ila¢ kullaniimaktadir (94).

ilk kez 1903 yilinda bir sporotrikoz vakasinda, iodidlerin ve 1939'da
dermatofitlere karsi griseofulvinin tedavi maksadiyla kullaniimasindan sonra,
1950’li yillara kadar antifungal tedavide pek fazla gelisme olmamistir.
1950’de nistatin, 1956'da amfoterisin B, 1964’de flusitozin ve 1960’larin
sonlarinda da azoller antifungal tedavide kullaniimaya baslanmigtir. 1970’li
yillarin sonlarinda o zamana kadar tedavide kullanilan amfoterisin B ve

flusitozine ek olarak intravendéz mikonazol ve oral ketokonazol tedaviye
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girmistir. 1980’lerde triazollerin kullaniimaya baslamasi ile sistemik antifungal
secenekleri artmigtir.  Ayrica, fungal enfeksiyon tedavisinde cesitli
antifungallerin ve immunomodulatér ajanlarin birlikte kullanimi da glindeme
gelmigtir. Tedavi segeneklerinin bu denli geniglemis olmasina karsin,
antifungal ilaglarin yaygin kullanimi ile bir veya birkag ilaca direngli fungal

patojenler ortaya ¢gikmigtir (95-98).

Antifungal ilaglar bes grupta siniflandiriimaktadir. Bunlardan ilki
mantar hucre membranindaki ergosterole etkili ajanlar olup, bu grupta
poliyenler, azoller, allilaminler ve morfolinler yer almaktadir. ikinci grup
mantar hlcre duvarina etki eden ajanlardir; glukan sentez inhibitorleri ve kitin
sentez inhibitorleri olarak ayrilir. Diger Uc¢ grup ise nukleik asit inhibitorleri,

mitoz inhibitorleri ve protein sentezi inhibitorleridir (Tablo 2) (99).
2.1.12.1. Poliyen grubu antifungaller

Hucre membanindaki ergosteroll hedef alan ajanlardir. Ergosterole
baglanirlar ve baglanma sonucu olugsan 40-150 um c¢apindaki kanallar,
membranin gegirgenligini bozarak hucre igeriginin disari sizmasina ve
hdcrenin 6lumune sebep olur. Bu ajanlarin hidrofobik ve hidrofilik kisimlari
vardir. Amfoterisin B deoksikolat, lipid formulasyonlu amfoterisin B, nistatin,
lipozomal nistatin ve pimarisin poliyen grubu antifungalleri olustururlar
(58,100).

Amfoterisin B: Hidrofilik bir polihidroksil zinciri ile lipofilik bir polyen
hidrokarbon zinciri igeren amfoterik bir bilesiktir. 1950’li yillarin ikinci
yarisinda kullanima giren bu antifungal ilag, Streptomyces nodosus’un bir
susundan elde edilen bir haptendir. Hayati tehdit eden mantar
enfeksiyonlarinda ilk tercih edilen ilaglardir. Suda ¢6ztnurlidu az oldugundan
oral ve intramuskiler emilmez. Genellikle kullanilan formu, intravenoz
kullanim igin uygun olan amfoterisin B deoksikolat formudur. Amfoterisin B,
mantar hlicre membranindaki ergosterole baglanir ve osmotik dengeyi bozar.
Hucre duvarinda porlar olusturup hicrenin gecirgenliginin artmasina neden

olur. Bunun sonucunda intraselliler potasyum, magnezyum, seker ve
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metabolitlerinin membrandan sizmasina ve hicre 6limune neden olur, yani
fungisidal etkilidir (100,101). Sistemik ve lokal kandidozda kullanilir. Sistemik
kandidoz ile aspergilloz, mukormikoz, kriptokokkoz, koksidiomikoz, dissemine
histoplazmozda en sik tercih edilen ilagtir. C. lusitania amfoterisin B'ye dogal
direnclidir; ayrica C. tropicalis, C. glabrata ve C. parapsilosis tlurlerinde de
direnc bildirilmigtir (95). Amfoterisin B direncinin gelismesinde rol oynayan
mekanizmalar arasinda, ERG2 ve ERG3 genlerindeki mutasyonlar
sonucunda mantar hlicre membraninda ergosterol yerine poliyenlere afinitesi
dusuk olan bagka sterollerin veya sterol ara bilegiklerinin bulunmasi veya
hdcre duvarindaki B-(1,3)-D-glukan kompozisyonundaki degisiklik nedeniyle,
poliyenin penetrasyonunun azalmasi yer alir (102-104). Amfoterisin B,
akciger, dalak, bdbrek gibi bircok organ ve dokuya gecebilir fakat BOS’a
gegisi zayiftir. Bu sebeple SSS enfeksiyonlarinda intratekal kullanilabilir.
Amfoterisin B nefrotoksik bir ilagtir. Bunun yaninda ates, miyalji,
hipotansiyon, bronkospazm gibi yan etkiler olusturabilir. Lipit amfoterisin B
bilesiklerinin, konvansiyonel amfoterisin B’ye gore in vivo aktivitesinin daha
iyi oldugu bilinmektedir. Bunun nedeni, sadece bu bilesiklerin daha iyi tolere
edilmeleri degil, enfeksiyon bolgesine konvansiyonel formulasyona gore daha
yuksek duzeylerde ulasmasidir. Lipit formulasyonlu amfoterisin B ile tedavi

suresi ve dozu artirilabilir (100).

Nistatin: ik bulunan poliyen grubu antifungal ilactir. Streptomyces
noursei'den elde edilmistir. Amfoterisin B ile etki mekanizmasi ve etkiledigi
organizmalar benzer olan nistatin sistemik toksisitesi nedeniyle sadece
topikal olarak kullanilirken yeni gelistiriimis olan lipozomal formu sistemik
yoldan da kullanima izin vermektedir (19). Baglica Candida cinsi mayalari

etkiler. Agiz ve barsak kandidozunun lokal tedavisinde kullaniimaktadir (105).
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Tablo 2. Antifungal ilaglarin etki mekanizmasi ve etki spektrumu.

Antifungal Ajan

Etki Mekanizmasi

Etki Spektrumu

Polyenler

Amfoterisin B

Ergosterole baglanma ve
membranda por olusumu

Sistemik kandidoz, aspergilloz,
mukormikoz, kriptokokkoz,
koksidiomikoz, dissemine
histoplazmoz

Nistatin Lokal kandidoz
Azoller C-14a lanosterol demetilaz
inhisyonu
imidazoller Toksisite nedeniyle kullanimi
(ketokonazol, sinirli. Koksidiomikoz,
mikonazol, histoplazmoz, blastomikoz,
klotrimazol) parakoksidiomikoz
Triazoller
Flukonazol Candida ve Cryptococcus tirleri
itrakonazol Candida, Criptococcus,
Aspergillus, dermatofitler,
Sporothrix schenckii
Vorikonazol Candida, diger maya ve kuf
Posakonazol Mayalar, dimorfik mantarlar
Allilaminler Skualen epoksidaz inhibisyonu
Terbinafin Candida
Naftifin Dermatofitler, Candida ve
Aspergillus trleri
Morfolinler Sterol 14 reduktaz ve
7-8 izomeraz inhisyonu
Amorolfin Onikomikoz
Glukan Sentez B-(1,3)-glukan sentetaz
inhibitorleri inhibisyonu
Ekinokandin invaziv kandidoz ve aspergilloz
(kaspofungin,
mikafungin,
anidulofungin)
Kitin Sentez UDP-N asetilglukozamin
inhibitorleri analogu
Nikkomisin Z koksidiomikoz, histoplazmoz ve
blastomikoz
Nukleik Asit Pirimidin metabolizmasini
inhibitorleri bozar
Flusitozin Candida ve Aspergillus turleri

Cryptococcus neoformans

Mitoz inhibitorleri

Mikrotibuler proteinlere
baglanma

Griseofulvin Dermatofit

Protein Sentez

inhibitorleri

Sordarin Ribozom - elongasyon faktor 2  C. albicans, Aspergillus

Azosordarin

ikofungipen

kompleksine baglanma

izoldsil-tRNA sentetaz
inhibisyonu

Pneumocystis carinii
Cryptococcus neoformans
Kandidoz
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2.1.12.2. Azol grubu antifungaller

Azol grubu antifungal ilaglar hem yuzeyel hem de derin mikozlarin
tedavisinde basariyla kullaniimakta olan ilaglardir. Bunlar, fungal plazma
membraninin  énemli bir komponenti olan ergosterol sentezini, C-14a
lanosterol demetilaz enzimini inhibe ederek engellerler (Sekil 1). Klinik
kullanimdaki azoller, azol halkasinda iki ya da ug¢ nitrojen bulunmasina gore
imidazoller ve triazoller olarak siniflandiriir. Imidazoller; ketakonazol,
mikonazol, klotrimazol, ekonazol, sulkonazol, oksikonazol, tiokonazolden
olugur. Triazoller ise birinci ve ikinci kusak olarak ayrilirlar ve birinci kusakta;
flukonazol, itrakonazol; ikinci kusakta vorikonazol, posakonazol, ravukonazol
bulunur. imidazol grubu igerisinde sadece ketokonazol sistemik etkili iken,
triazol grubundakilerin tumu sistemik etki gosterir. Azol grubu ilaglar,
fungustatik veya fungusidal etki gosterirler (100,106). Triazoller, imidazollerle
karsgilastirildiginda; daha yavas metabolize olurlar, daha az toksiktirler ve
endokrin yan etkileri yoktur. Candida turlerinde azol direnci mekanizmalari C-
14a lanosterol demetilaz enziminde degisiklik veya sentezinde artig olmasi,
sterol biyosentez yolunun degistiriimesi ve aktif geri atim pompalari ile ilacin

disari atilmasi seklinde siralanabilir.

Ketokonazol: 1978'de kesfedilen ajan, oral emilimi normal mide
asidifikasyonunda iyi olan genis spektrumlu bir ilagtir. Enterohepatik
sirkulasyonda metabolize edilir. Proteinlere yuksek oranda baglandigdi icin
SSS’ne gecisi zayiftir. Candida’larda maya seklinin I6kositler tarafindan
fagositoza daha az elverigli olan psddohif sekline déndsiminu azaltarak da
antifungal etki yapar. Aktif Ureme donemindeki mantarlara etkili oldugundan
yeterli sire tedavi yapilmazsa nuks gerceklesir. C. tropicalis’te dogal direng
gOrulur. Hepatotoksiktir. Ayrica testesteronu, ACTH uyarimina bagh kortizol
yanitini ve sentezini baskilayarak impotans, oligospermi, libido azalmasi,
jinekomasti, menstruel duzensizlik gibi endokrin yan etkilere neden
olabilmektedir. Daha az toksik ve daha etkili antifungallerin kullanima

girmesiyle ginimuzde nadir kullanilan bir antifungaldir (108).

34



Erg10 Asetil KOA
Ergl3
Hmgl/Hmg2
Ergl2 .
Erg8
Ergl9
Idil
Erg20 Farnesil Pirofosfat
"
Erg9
Skualen
Ergl —> Allilaminler

Skualen Epoksit

Erg7

Lanosterol
Ergll — > Azoller

\
4 4- dimetilkolesta 8,14,24-trienol

Erg24

4,4- dimetilzimosterol

Erg25 —> Morfolinler
Erg26
Erg27
Erg6 Fekosterol
Erg2
Episterol
Erg3

Ergosta-5,7,24(28)-trienol

Erg5
Erg4

Ergosterol

Sekil 1. Mantar hiucre membraninda ergosterol sentez basamaklari ve
ergosterol inhibisyonu yapan antifungal ilaglarin etki semasi (107).
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Flukonazol: 1981 yilinda imidazol gekirdeginin degistiriimesiyle elde
edilen, suda ¢ozinen bir bilegiktir. Oral alimi takiben emilimi ¢ok iyi
dizeylerde olur. Oral ve intravendz formlari bulunur. Gunlik tek dozla ylksek
plazma seviyesine ulasilir. BOS dahil tim dokulara iyi dagilan dusuk
toksisiteli antifungaldir (100). Birgok Candida ve Cryptococcus tlrine etkilidir.
Bununla birlikte C. krusei flukonazole dogal direnclidir. C. glabrata suslarinin
flukonazole duyarhligi ise 6nemli Olcude degiskenlikler gosterir. Bazi C.
tropicalis, C. norvegensis, C. dubliniensis ve C. inconspicua suslarina karsi
da ylksek flukonazol minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
saptanabilmektedir (109). Yan etkileri bulanti-kusma, eksfolyatif dokunta,
Stevens Johnson Sendromu, AST ve ALT ylkselmesi ve hepatit seklinde
siralanabilir. Uzun suireli tedavilerde karaciger fonksiyon testleri takibi
yapiimahdir (108).

itrakonazol: 1986°da kesfedilen ajan, lipofilik triazol grubundan olup
kapsul veya solisyon igcinde oral ve intravendz olarak kullanilir. Candida
turleri, Criptococcus neoformans, Aspergillus tirleri, dermatofitler, Sporothrix
schenckii ve endemik dimorfik patojen mantarlari igine alan genis bir
antifungal aktiviteye sahiptir (108). Flukonazole kargi direncli C. krusei ve C.
glabrata kokenlerinin timine olmasa da bir kismina karsi etkinligi vardir
(110). Midenin asit ortaminda absorbsiyonu artar. Lipofilik oldugundan dolayi
purilan eksudalara ve yag dokusunda yuksek konsantrasyonlara ulasirken,
BOS’a gecisi zayiftir. itrakonazole bagh yan etkiler flukonazolle benzerdir.
Yuksek dozlarda hipokalemi, 6dem ve hipertansiyon yapabilir. Hepatotoksik
etkisi nadirdir (100).

Vorikonazol:  Flukonazol c¢ekirdeginde vyapilan  degisikliklerin
sonucunda daha gugclu, daha genis spektrumlu oral ve parenteral kullanima
uygun yeni bir ikinci kusak triazol antifungaldir. Oral ve intravendz formlari
mevcuttur. Ayrica itrakonazol ve flukonazolin aksine emilimi mide i¢i pH
degisikliklerinden etkilenmemektedir. SSS de dahil olmak Uzere birgok
dokuya dagilim gdsterir. Vicuttaki vorikonazolun blyuk bir kismi, karaciger

yoluyla atilir (100,101). Azoller arasi gapraz diren¢ nedeniyle, flukonazole
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direncli Candida suslarinin énemli bir kismi, ketokonazole ve itrakonazole
oldugu gibi, vorikonazole de direnglidir. Vorikonazol, 6zofageal kandidozun
ve nonnotropenik kandideminin tedavisinde endikedir. Bunun yani sira,
yaygin Candida enfeksiyonlarinda vorikonazol ile basarii sonuglar
bildirilmistir (100,111). Vorikonazol kullanimi sirasinda en sik gézlenen yan
etkiler gecici gorme bozukluklari ve karaciger enzimlerinde ylkselmedir. Deri
reaksiyonlari, halusinasyonlar veya konflizyona da neden olabilir. Genelde iyi
tolere edilebilen bir ajan olmakla beraber vorikonazol dozunun
ayarlanabilmesi igin plazma vorikonazol konsantrasyonunun o&lgiimesi
onerilmektedir (100).

Posakonazol: ikinci kusak bir triazol olan posakonazol yapisal olarak
itrakonazol analogu olup etki spektrumu agisindan vorikonazole
benzemektedir. Mayalara ve dimorfik mantarlara karsi yiksek etkinlige
sahiptir. Kandidemi tedavisinde sik kullaniimamaktadir. Bu durum yalnizca
oral formunun bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Aspergillus fumigatus ve
Aspergillus flavus kiflerine karsi, itrakonazolden 10 kat daha glgcli sekilde
etki etmektedir (111,112). Posakonazolin 2006 yilinda hematopoietik kdk
hicre transplant alicilarinda gelisebilecek invaziv fungal enfeksiyon
profilaksisinde, OFK tedavisinde ve Avrupa’da koksidioidomikozis, mi¢getoma,
kromoblastomikozis, fusarizis ve aspergillozisi igeren direngli fungal

enfeksiyonlarda kullanimi onaylanmistir (111,113,114).
2.1.12.3. Allilaminler

Ergosterol sentezinde rol alan skualen epoksidazi inhibe ederek etki
gosterirler (19). Bu etki sonucunda, ergosterol eksikliginden ziyade, skualenin
yuksek konsantrasyonlarda birikmesine bagl olarak ortaya ¢ikan, membran
permeabilitesindeki artis sonucunda mantar hicresinin 6lumu gergeklesir. Bu
grupta oral ve topikal kullanilan terbinafin ve sadece topikal kullanilan naftifin
yer alir (100).

Terbinafin: Yaygin olarak kullanilan, genis spektrumlu lipofilik bir

antifungal ilagtir. Terbinafin azollerle kombine edildiginde, azollere azalmis
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duyarlihk goésteren bazi Candida kokenlerine Kkarsi sinerjistlik etki
gosterebilecedi gozlenmigtir. Terbinafin deri, tirnak ve yag dokusunda yuksek
konsantrasyonlara ulasir. Son yillarda elde edilen veriler, flukonazole direncli
Candida enfeksiyonlarinda, flukonazol-terbinafin kombinasyonuna yanit

alinabilecegini gostermektedir (100,115).

Naftifin: Yuzeyel dermatomikozlarin tedavisinde kullanilir. Dermatofitik
mantarlara kargi genis spektrumlu fungisidal etkili bir bilesiktir. Ayrica
Candida ve Aspergillus turlerine de etki etmektedir. Sadece topikal olarak
kullanilir (116).

2.1.12.4. Morfolinler

Ergosterol sentezinde rol alan sterol 14 rediktaz ve 7- 8 izomeraz
enzimlerini inhibe ederek etki gosterir. Bu grupta bulunan amorolfin 6zellikle

onikomikoz tedavisinde topikal ajan olarak kullaniimaktadir (117).
2.1.12.5. Glukan sentez inhibitorleri

B-(1,3)-glukan sentetaz enzimini inhibe ederek, mantar hicre
duvarinda bulunan glukan sentezini bozarlar. Memeli hicre yapisinda (-
(1,3)-glukan olmadigindan dolayi insan hucrelerine toksik olmayan mantarlar
icin selektif bir ilactir. Akulasinler, ekinokandinler, pnémokandinler ve
papulokandinler bu gruba ait ilaclardir. Farkli ajanlar enzimin farkli
bdlgelerine baglanarak etki gosterirler. Guvenilirligi, etkisi ve tolere edilebilir
Ozelliginden dolayr ginumuzde sadece ekinokandinler klinik uygulamalarda
kullanilir (24).

Ekinokandin: Yeni Uretilen, oldukca selektif, semisentetik siklik
hekzapepditlerin yad asidi derivelerinden olusan bir antifungaldir.
Kaspofungin, mikafungin ve anidulafungini igeren ekinokandinler, kimyasal
olarak modifiye edilmis mantar molekulleridir. Azollere ve amfoterisin B’ye
duyarli Candida kokenlerinin yani sira, bu ilaglara direncli kokenlere de etkili
olmalari, klinikte ekinokandin kullanimina iligkin en Oonemli avantajlardan

birisidir (117). Azollere direncgli olanlar dahil olmak Gzere, Candida turlerinin
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¢oguna fungisidal etki gosterirler. Hucre duvarinda glukan igermeyen
Cryptococcus neoformans’a ve Zygomycetes’lere, Aspergillus disinda kalan
kiflere etkileri yoktur. Segici etki mekanizmalari nedeniyle toksisiteleri ve ilag
etkilesimleri ¢ok azdir. En sik yan etkileri, flebit, transaminaz ve ALP
yuksekligi, hemoglobin dugukluguddr. Oral biyoyararlanimlarinin  sinirli
olmasi nedeniyle sadece intravendz olarak kullanilirlar. Ekinokandinlerin
diger Candida turlerine gore C. parapsilosis suslarina daha az etkin oldugu
belirlenmistir. Ayrica Candida turleri igerisinde ekinokandinlere en sik direng
gOsteren tur C. glabrata'dir (105,118).

2.1.12.6. Kitin sentez inhibitorleri

Streptomyces tendae tarafindan uretilen nukleozit peptid yapisinda bir
antifungal maddedir. UDP-N-asetilglukozamin analogu olarak kitin sentezini
kompetatif inhibe ederek etki gbsterir. in vivo aktif tek bilesik olan Nikkomisin
Z'nin, koksidiomikoz, histoplazmoz ve blastomikozda etkin oldugu
gOsterilmistir. Ayrica, flukonazol ve amfoterisin B ile karsilastirildiginda
Coccidioides spp.’yi daha iyi oldirdiglu saptanmistir (119,120). Dusuk
toksisite gostermesi ve antifungal O6zgullugunin yuksek olmasi nedeniyle
diger ilaglarla beraber kombinasyon kullanimi c¢esitli c¢alismalarda

arastinimistir (121).
2.1.12.7. Nukleik asit inhibitorleri

Flusitozin (5-florositozin): Bu ajan antifungal aktivitesini, pirimidin
metabolizmasini bozarak, fungal hticrelerdeki DNA, RNA ve protein sentezini
engelleyerek gosterir. Flusitozin, sitozin permeaz enzimi sayesinde fungal
hlcre icerisine girer ve sitoplazmada 5-florourasile gevrilerek etki gdsterir.
Flusitozinin suda ¢6zUnurligu iyi oldugundan oral biyoyararlanimi ylksektir.
Yuksek dozlarda serum, BOS ve diger vicut sivilarina gegebilir (100). Etki
spektrumu; Candida turleri, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus turlerini
icerir. Yan etkileri doza bagimhdir. DUsuk dozlarda; bulanti, kusma, diyare,
basagrisi, karaciger enzimlerinde yukselme  gorulir.  Serumdaki

konsantrasyonu 100 pug/ml’yi gegtiginde, belirgin kemik iligi toksisitesi gosterir
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(95,96). Flusitozin, primer direng olasiligi ve sekonder direncin kolayca
gelismesi nedeniyle tedavide tek basina kullaniimamasi gereken bir
antifungal ilagtir. Flusitozin, tedavide amfoterisin B veya flukonazol ile
kombine edilerek kullaniimaktadir. Direng gelisimi énemli bir problem olup en
onemli nedeni ilacin tek basina kullanimidir. Flusitozine iki turla direng
bilinmektedir. Birincisi, ilacin hicre i¢ine alinmasinda gorevli olan sitozin
permeaz enziminin aktivitesinde azalma; ikinci mekanizma ise flusitozinin 5-
florourasile donUsumunld  katalizleyen sitozin deaminaz  enziminin

aktivitesindeki azalmadir (100).
2.1.12.8. Mitoz inhibitorleri

Griseofulvin:  Dermatofit enfeksiyonlarinda kullanilan oral bir
antifungaldir. Mantar hucrelerinin mikrotlbuler proteinlerine baglanip mitozu
baskilayarak etki gosterir. Fungustatiktir. Lipofiliktir ve dermiste yuksek
konsantrasyona erigir. ilacin bulanti, basagrisi, diyare, hapatotoksisite,
dékuntli ve nérolojik belirtiler gibi yan etkileri vardir. itrakonazol ve

terbinafinden sonra tedavide kullanimi azalmistir (24,100).
2.1.12.9. Protein sentezi inhibitorleri

Sordarin: Protein sentezinde translasyonu inhibe ederek etki gosteren
yeni bir sinif antifungal bilesiklerdir. Sordaria araneosa adli mantarin bir
fermentasyon Urandddr ve bir diterpen glikoziddir (122,123). Sordarinler,
ribozom - elongasyon faktor 2 kompleksine ylksek bir afinite ile baglanip
translokasyonu inhibe ederler. Ribozomun buyuk alt Unitesinin ¢ozunur
faktorlerle etkilesim gosteren kismi olan ribozomal sap proteini de bu
baglanmaya dahil olur ki bu proteinde meydana gelen bir mutasyon,
sordarinlerde dirence yol acmaktadir. C. krusei, C. parapsilosis ve C.
glabrata’ya kargi aktivite gostermezken, C. albicans’a karsi yuksek seviyede
aktivite gosterirler. Sordarinler, Aspergilus turlerine karsi ise minimal in vitro
aktivite gostermektedir (124,125).

Azasordarin: Aktivasyon profili daha genis ve farmakolojik 6zellikleri

daha iyi olan yeni sordarin turevleri geligtirimesi icin yapilan galismalar
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sonucunda azasordarinler olarak adlandirilan grup ortaya ¢cikmistir (126). C.
krusei hari¢ flukonazole direncli suslar dahil olmak Uzere cesitli Candida
trlerine kargi aktivite gosterirler (127). Bunun yani sira bu bilesikler,
Pneumocystis carinii ve Rhizopus arrhizus’a kargi da potent etkiye sahiptir.
Cryptococcus neoformans ve Aspergillus turlerine karsi ise inhibitér aktivitesi
yoktur (128).

Ikofungipen: Beta aminoasit yapisinda olan yeni bir antifungal ilagtir.
Izol6sil-tRNA sentetazi kompetetif yolla inhibe ederek protein sentezini
Onlerler. Hedef bolgesinde, hicre i¢i inhibitdr konsantrasyonu, duyarli mantar
hiicresi icinde ilacin aktif birikimi sonucunda ortaya cikar. ilag, aminoasit
permeazlar tarafindan aktif olarak hucre igine alinmaktadir. Hlcre igi birikim
islemi mayalara 6zgul olup, kif mantarlarinda yer almaz. Non-albicans turler
icinde in vivo etkinlik en fazla C. glabrata ve C. krusei’de saptanmistir.
Candida turlerine karsi antifungal etkinligi olan ve azollerle ¢apraz direng
gOstermeyen ikofungipen, kandidoz olgularinin oral ve parenteral tedavisinde
kullanilma potensiyeline sahip bir ilagtir (129,130). Yapilan calismalarda
ilacin beyin ve goz dokularinda potent aktiviteye sahip oldugu saptanmigtir
(131).

2.1.13. Candida tirlerinde antifungal duyarlilik testleri

Mantarlar icin standart antifungal duyarlilik testleri ile ilgili ilk calismalar
1982 yilinda Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan
baglatilmigtir. ik olarak CLSI'n antifungal duyarlilik testleri alt komitesi
tarafindan, 1997 yilinda Candida turleri icin M27-A rehberi hazirlanmistir.
Daha sonra 2002’de makrodilusyon ve mikrodilisyon yontemlerini iceren
M27-A2 rehberi ve en son olarak 2008'de M27-A3 rehberi yayinlanmistir
(132,133).

Bakterilerin aksine, Candida turleri igin antifungal duyarlilik testlerinin
belirli endikasyonlar varli§inda yapilmasi dnerilmektedir. invaziv enfeksiyon,

steril vicut bolgelerinden Candida izolasyonu, direncin gorulebildigi ancak
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mutlak olmadigi Candida tarleri, Kklinik yanitsizlik durumu, tedaviye badli
sekonder diren¢ gelisimi riski nedeniyle izlem ve epidemiyolojik veri elde

etmek amaciyla antifungal duyarlilik testleri yapilabilmektedir (134).

Mayalar icin antifungal duyarlilik testleri; dilisyon temeline dayanalar,

difizyon temeline dayananlar ve diger yontemler olarak tge ayrilir.
2.1.13.1. Dilusyon temeline dayanan yontemler

Sivi makrodilisyon yéntemi: Mantar izolatlarina karsi tim antifungal
ajanlari test etmek igin yeterli ve ornek sayisi az olan kuguk laboratuvarlar
icin uygun bir yontemdir. Bu yontem yalnizca Candida tirleri ve

Cryptococcus neoformans igin standardize edilmistir (135).

Sivi  mikrodilisyon yodntemi: Prosedur olarak sivi makrodilisyon
yontemine benzer ve test sonuclari arasinda uyum vardir. Birgok mikoloji
laboratuvarinda, kolay uygulanabilir, daha az zaman alici ve daha ucuz
olmasi gibi Ozellikleri nedeni ile makrodilusyon testine tercih edilmektedir
(135).

Kolorimetrik MIK testleri: Mikrodillisyon ydntemini esas alan, ancak
MIK okunmasi igin kolayllk ve daha objektif bir sonuc¢ elde edebilmek
amaciyla ortama bir oksidasyon - reduksiyon indikatora ilave edilen

yontemlerdir (135).

Ticari olarak gelistirilen antifungal duyarlihik sistemleri: Gunumuizde
antifungal duyarlilik testlerinin hizli ve gulvenilir bir sekilde yapilmasini
amaclayan, kullanima hazir ticari sistem ve kitler gelistiriimektedir. Bu testler;
Vitek Compact System, ATB Fungus ( bioMerieux, Fransa), Candifast
(International Microbio/Stago Group, italya), Fungitest (Bio-Rad SDP,
Fransa) mikrodilisyon yontemini esas alan ticari sistemlerdir. M27-A
rehberine uygun olarak tasarlanan sistemler arasinda kullanilan besiyeri ve

denenen antifungal ilaglar yonunden farklar vardir (135).
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Agar dilusyon yontemi: Hem mayalar hem de kufler icin uygulanabilse
de, C.albicans suslarinda imidazollere direnci gostermediginden dolayi, kifler

icin daha uygun bir ydntem olarak dnerilmektedir (135).
2.1.13.2. DifGzyon temeline dayanan yéntemler

Disk diflizyon yontemi: Kolay, hizli ve ucuz bir ydntemdir. Candida ve
diger maya cinslerine kargi antifungal duyarhliklarini belirlemede yararhdir
(132).

Gradiyent test yontemi: Ticari olarak uygulanabilen antifungal
duyarhlik testidir. Plastik stripler Uzerine gesitli konsantrasyonlarda emdirilen
antifungal ilaglarin agarl besiyerine gegisi ile gergeklestirilen ve MiK degerini

saptayabilen bir diflizyon yéntemidir (135).
2.1.13.3. Diger yontemler

Azollere kargsi direnci belirlemede kullanilan ergosterol biyosentezinin
Onlenmesini 6lgen test, CLSI ile ylksek uyumludur. Bir diger yontem Utreme
olmasi ya da olmamasina gore tetrazolyum bromdur, tetrazolyum hidroksit
boyalarinin kolorimetrik ayira¢ olarak renk degistirmesine dayanan testtir
(132).

2.2. Biyofilm

2.2.1. Tanimi ve tarihgesi

Biyofilm ilk olarak 17. yizyilda Lewenhoek"in disinden almis oldugu
ornekte plaklar icinde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmistir (136).
Daha sonra Zobell ve ark. (136) 1936 yilinda deniz suyunda bakteri
bayUmesini gostermig, bunun da suyun temas ettigi yuzeyin genisligi ile
orantili olabilecegini diistinmustir. ilk kez Jones (137) 1969 yilinda elektron

mikroskobu kullanarak atik su geri dontsum unitelerindeki filtrelerde biyofilm
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tabakasini ve tabakanin igindeki hucre topluluklarini géstermistir. Costerton
ve ark. (138) biyofilmi, bakteri tarafindan Uretilen ve bakterinin canli ve cansiz
yuzeylere yapigsmasini saglayan glikokaliks olarak adlandirilan polimerik
matriks olarak tanimlamislardir. Carpentier ve Cerf (139) ise, bakterilerin
gomulu olarak bulundugu ve yuzeye yapismig olan organik polimer olarak
tanimlamistir. Biyofilmin en glncel tanimi ise mikroorganizmalar tarafindan
olugturulan, herhangi bir ylizeye, ara yluzeye veya birbirlerine yapismalarini
saglayan ve buylime oranlar ile gen transkripsiyonuna bagh olarak farkl
fenotip gosterebilen ve olusturan mikroorganizmanin iginde gémulu olarak
bulundugu ekstraseliler polimerik maddeden olusmus matriks seklindedir
(140).

Biyofilm, mikrobiyal hucrelerin donigimsuz olarak polisakkarit matriks
ve ylzey ile baglanti kurmasi ve bu yapida Ureyip gelismesi sonucu
makroskobik olarak opak yapida, ortalama 100-500 um yukseklikta kosullara
goOre degisen en ve boyda, kaygan, purtzsuz, giderilmesi zor olan bir yapiya
sahiptir. Matriks iginde kan pihtisi, kristaller, toprak, metal korozyon artiklari
bulunabilir. Bu nedenle biyofilmin rengi bulundugu yere goére degismektedir
(140).

Bir yuzeyde koloniler halinde tutunarak yasayan mikroorganizmalarin
olusturduklari her tabaka biyofilm yapisinin oOzelliklerini tagimamaktadir.
Gergek biyofilm yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklari ylzeylerde
planktonik hticre davranisi sergilemeye devam etmektedirler. Bunlarda
biyofilm icerisindeki bakterilerde gosterilen rezistans ve irreversibl yapisma
gibi ozellikler bulunmamaktadir. Bununla beraber, biyofilm icerisindeki
bakterilerin de zamanla matriksten koparak ayrildiklari, dolasima gectikleri ve
planktonik formda olmalarina ragmen, ayrildiklari toplulugun tim rezistans

karakterlerini tasidig1 gosterilmistir (141).

Fosil kayitlarindan edinilen bilgiler prokaryotlarin ¢ milyar yildan daha
uzun bir streden beri biyofilmler igerisinde yasadiklarini ortaya ¢ikarmistir
(142). GUnUmuzde derin yeralti sulari ve okyanuslarin derinlikleri hari¢

biyofilmin tim dogal ekosistemde olusabildigi kabul edilmektedir (143).

44



Biyofilmler endustriyel su ve petrol boru sistemlerinde énemli bir sorun olarak
bilinirken, artik tiptaki 6nemi sadece disteki plaklardan ibaret olmayip
Ozellikle yabanci cisim enfeksiyonlari basta olmak Uzere, birgok kronik
enfeksiyonda rol oynadigi gosterilmistir (138). Aderans, antibiyotik direnci ve
fagositoza kargi Onemli rolundn oldugunun bilinmesi son yillarda tibbi
onemini arttirirken; mikroorganizmalarin birbiriyle konusarak bir topluluk
olugsturmalari ve gen modulasyonu araciligiyla ortama adapte olmalarinda
(Quorum sensing-QS) rol oynamasi tibbi 6nemini daha da artirmistir
(144,145).

2.2.2. Yapisi

Biyofilmler, matriksleri icerisinde yasamlarini sirdidren hucrelere,
esansiyel besinlerin ve oksijenin tasinmasina imkan taniyan “su kanallan”
olan, cok tabakali heterojen bir yapiya sahiptirler (146). Biyofilm,
mikroorganizmanin yuzeyinde duzensiz bir gekilde dagilmis polisakkarit
tabiatindaki bir matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hucresel
ve hucresel olmayan vyapilar arasinda degil ayni zamanda
mikroorganizmalarin turleri arasinda da degismektedir. Biyofilmin yapisindaki
ekstraselliler polisakkarit (EPS) matriksin yaklasik %73-98’i sudan
olusmaktadir (141).

Biyofilm icerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
polisakkaridler biyofilmin ana ekstraselliler komponentini olusturur.
Mikrobiyal hucrelerden salgilanan EPS’ler hem fiziksel hem de kimyasal
Ozellikler agisindan farkliliklar gosterir (140). EPS’ler jel ya da viskoelastik
davranis sergilelerler ve bu fazlara gecisinde; protein ve Ca*? iyonlari rol
oynamaktadir (147). Polisakkaridler uzun, ince molekuler zincirlerdir ve 0,5-
2,0x10° Da’luk bir molekiiler yapiya sahiptirler. Biyofim preparatlarinda
polisakkaridler bakteriyel hicre yuzeyine tutunmus olan ince seritler halinde

ve hucrenin etrafinda kompleks bir ag olusturmus sekilde izlenir (147-149).
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Konak¢l ve c¢evreden kaynaklanan partikullerin biyofilm mimarisine
katildigi bildirilmigtir. Canl sistemlerde zaman igerisinde eritrosit ve fibrin
katiimi ile besince daha zengin ve daha stabil bir biyofiim olusumu
gOrulmustir (138). Biyofilmin gelismesi, ortam pH’I, oksijen perfizyonu,
karbon kaynagi, osmolarite, yakin ¢evredeki besinlerin hucre igine alinip
kullanimi ve atiklarin uzaklastiriimasi ile yakn iligkide olup, bunlarin diginda
besin kisitlanmasi sonucu sunulan QS molekillerinin salinimi da biyofilm

gelismesinde oldukga etkilidir (150).

icerisinde yasayan organizmaya bagl olarak biyofilm matriksi farkli
Ozellikler tasiyabilmektedir. Gram negatif bakterilerin nétral veya polianyonik
biyofilmler olusturdugu ve Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler
olusturdugu bilinmektedir (147,151).

2.2.3. Olusum evreleri

Genomik calismalar sonunda biyofilm geligsimi ile ilgili bircok gen
bulunmustur. Bu genlerin hicre fizyolojisindeki rolleri arastinildiginda
adezyon, QS, hlcre duvar yapimi, metabolizma, stres cevabi ve plazmide
baglanmada etkili olduklari gériimustir. Biyofilm olusumuna etkili genlerin bir
kismi biyofilm olugsumunu arttirirken bir kismi da azaltmaktadir. Biyofilm
olusturan genetik materyal plazmidler araciligi ile de kolaylikla
aktariimaktadir. Biyofilm olusumu doért evrede gergeklesmektedir (142,152)
(Sekil 2).

Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4

Sekil 2. Biyofilm olugum evreleri (153).
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2.2.3.1. Tutunma-geri donusumlu yapisma

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin bir yuzeye tutunmalari ile
baslayan dinamik bir olaydir. Tutunma sonucu biyofilm fenotipinin ortaya
¢cikmasina neden olan bir dizi genetik islem baslatilir. Mikroorganizmalarin bir
yuzeye tutunabilmeleri igin, kendilerinin bir ylUzey ile ne zaman temas
kurduklarini anlamalari ve yapisma seklinin gergeklesmesi igin oncelikle
mikroorganizma ve ylzey arasinda yeterli yakinligin (<1nm) olusmasi
gerekmektedir.  Mikroorganizmalar bu ¢evresel uyarilari  fenotipik
degisikliklere c¢evirebilmek amaciyla, bir verici ve bir alicidan olusan
dizenleyici bir sisteme sahiptir. Tutunma isleminden sonra biyofilm
olusturmak yonunde farklilasma isleminin baslamasi, QS sistemi denilen
baska bir haberlesme sisteminden gelen yanitlara baghdir. Bu sistem ile
mikroorganizmalar gevrelerindeki popullasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir
yluzeye tutunan her bir mikroorganizma, ortama mesaj veren bir molekl
salgilar. Yuzeye tutunan mikroorganizmalarin sayisi arttikga, bu sinyalin lokal
konsantrasyonlari artmaktadir. Bu sinyal molekulinin konsantrasyonundaki
artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem baslatiimis olur.
Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar interselliler, dusik molekil

agirliklarina sahip haberciler araciligiyla iletisim saglarlar (154).
2.2.3.2. Geri donusumsuz yapisma

Yapismanin, mikroorganizma yuzeyindeki piluslar, fimbrialar veya
fibriller gibi ligandlarin; dkaryot hicrelerdeki spesifik ligandlara baglanmasi ile

olusan spesifik, geri donisumsiuz asamasidir (155).
2.2.3.3. Toplanma-mikrokoloni olusumu ve olgun biyofilm

Biyofilmin temel birimi olan mikrokoloniler, yuzeye tutunan
mikroorganizmalarin bolunup ¢ogalmasiyla olusmaktadir. Mikrokolonilerin %
10-25’i hlcrelerden, % 75-90'1 ise EPS matriksinden olusmaktadir. Bu
mikrokolonilerin Uzerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapismaya devam

etmekte ve bdylece kolonizasyon saglanmaktadir (141). Mikrokolonilerin
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bayuyup, kompleks, mantar seklindeki yapilara donuasmesiyle olgun biyofilm

evresi tamamlanmis olur (154).
2.2.3.4. Hucrelerin biyofilm icinde dagilmasi, kopma ve ayriima evresi

Mikroorganizmalar oksijen kullanimi ve antibakteriyel direng agisindan
tabakali bir yerlesim goOsterir. Tabakali yapinin altinda kalan hucreler
digerlerine nazaran daha stabildir. Biyofilmler, genel olarak mantarimsi
gérinimde olup tabaninda agirlikli olarak stasyonel fazdaki bakteriler
bulunurken yuzeye dogru bakteri dagilimi seyrelmektedir. Yuzeyde daha gok
difuzyona izin veren kanallar, metabolik olarak daha aktif mikroorganizmalar,
konak hlcre pargalari, fibrin artiklari vb. maddeler bulunmaktadir.
Mikroorganizmalar bu yapi igerisinde uygun ortamin gelismesi halinde 6zel
bir iletisim sistemi ile haberleserek rahatlhkla stasyonel evreden gikarak
planktonik forma gecebilmekte ve olusmus biyofilm igerisinde koparak
vicudun bagka bolgelerine ulagabilmektedir. Ayrilma islemi dis kuvvetlerin
etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum strecinin bir pargasi olarak tek bir
hidcrenin veya multipl hdcrelerin emboli seklinde kopmasi sonucu da
gerceklesebilir (156,157).

2.2.4. Biyofilm-mikroorganizma iligkisi

Mikroorganizmalarin vicudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmek
icin bir takim stratejileri vardir. Mikroorganizmalar yuzey proteinleri ile
konakginin fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstrasellller
matriks proteinlerine yapigirlar. Bu adezin ve matriks proteinleri konakgi ile

mikroorganizma aderansinda anahtar rol oynamaktadir (158).

Aderans sonrasi mikroorganizmalar bir yandan belli bir populasyona
ulagmak icin ¢cogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine gore
biyofilm yapimina baslarlar. Mikroorganizmalar gerek in vitro gerekse in vivo

ortamlarda biyofilm olusturarak bir dizi avantaja sahip olurlar (142).
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2.2.4.1. Cevresel faktorlere direng

Biyofilmler mikrooganizmalari nem, is1 ve pH degisiklikleri gibi gcevresel
kosullardaki degisimlerden, oksijen radikallerinden, besin yoksunlugundan ve
ultraviyole 1s1ga maruz kalmanin doguracadi zararlardan korur. Biyofilmin kan
akimi ve tukdrdgun yilkama gucu gibi bir takim fiziksel glglere karsi
dayanikhhgi vardir (142).

2.2.4.2. Besinlerin depolanmasi ve atiklarin uzaklastiriimasi

Biyofilm igerisindeki mikrokolonileri c¢evreleyen alanlardan gecgen
yuksek gegirgenlige sahip dolagsim sistemine benzeyen su kanallari
bulunmaktadir. Bu sistem hem besinlerin biyofilm icerisinde esit bir sekilde
dagitilmasi, hem de potansiyel olarak toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi

gOrevini Ustlenir (142).
2.2.4.3. Fagositozdan ve antibiyotiklerden korunma

Mikroorganizmalarin kumeler halinde ve EPS matriks igerisinde
bulunmalari sonucu fagosite edilmeleri guglesir ve himoral immun sistem
bilesenlerinin mikroorganizmalara ulagsmalari engellenmis olur. Biyofilmin
buayuk bir bolumunu olugturan EPS’ler savunmada 6nemli rol oynayan
molekullerdir. EPS’ler bulundugu bakteriyi glc¢ alanlarindan uzaklastirarak
inflamatuar htcrelerin fagositozundan korurlar. Biyofilme sahip organizmalar,
oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve antibiyotiklere karsi
planktonik  hlcrelerden daha direnglidir.  Biyofilmin, kronik seyirli
enfeksiyonlara bu 6zelligi kazandiran énemli bir faktér oldugu bilinmektedir
(141).

2.2.4.4. Metabolik igbirligi, yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasi

Mikroorganizmalarin ortama adaptasyonundaki beraberlik biyofilm
olusturmada siklikla gorilmektedir. Mikroorganizmalar biyofilm olusturduklari
gibi ortamdan aldiklari uyaranlar (besin, pH, isI vs.) sonucu hizla planktonik
hale de gecgebilmektedirler. Bu durum ortama uygun olarak eksprese ettikleri

genler araciligi ile olmaktadir. Tim mikroorganizmalarin gevre faktorlerine

49



ayni yaniti vermis olmalari ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri ortak
yasamlarinin en oOnemli gostergesidir. Horizontal gen transferi dogal
mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik cesitliligi icin ¢ok 6nemlidir. Bu
durum oOzellikle ¢oklu ilag direngli mikroorganizmalarin ortaya c¢ikmasinda
onemlidir. Ozellikle biyofilm igerisindeki kapali ortam konjugasyonun
kolaylikla yapilabilmesine imkan saglamaktadir (159). Cevreden almis oldugu
sinyaller sonucunda tehlikede oldugunu algilayan mikroorganizma mevcut
genler ile biyofilm olusturarak kendini koruma altina almaktadir. Karbon
katabolitlerinin konakgida yapismis mikroorganizmanin gen regulasyonunu
indUkleyerek biyofilm olugumunda kritik rol oynamasi, mikroorganizmanin
konakgida uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki mekanizmalar igin

biyofilm gerekliligi hipotezini ciddi bir sekilde desteklemektedir (160,161).

2.2.5. Biyofilm-hastalik iligkisi

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile dogal kapak endokarditi, otitis
media, kronik bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli
hastaliklar ve bunun disinda, protez kapak, santral vendz katater, Uriner
kateter, ortopedik protez, kontakt lens ve intrauterin cihazlar gibi yabanci
cisim enfeksiyonlari arasindaki epidemiyolojik bag artik kanitlanmigtir. Bu

iliskide degisik mekanizmalarin rol oynadigi bildirilmigstir (141).
2.2.5.1. Hucrelerin ayrilmasi veya hucre agregatlari

Hlcrelerin blyUmesi ve ayni zamanda c¢evreden gelen streslerin
artmasi bazen biyofilm icindeki mikroorganizmayi kopartabilmektedir. Ayrica
biyofilmin duzenleyicisi olarak bilinen acil homoserin lakton molekulu
biyofilmin olusumunu sagladigi gibi kopmaya neden olarak, dolasim

sisteminde enfeksiyona neden olabilir (162).
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2.2.5.2. Endotoksin Uretimi

Biyofilm Ureten Gram negatif bakteriler endotoksin uretimini artirarak
hastada daha fazla immun yanita da neden olmaktadir. Olusan inflamatuar

yanitin bayukligu enfeksiyonun siddetini de etkilemektedir (163-165).
2.2.5.3. Konagin immun yanitina direng

Biyofilm olusturan mikroorganizmalara kargi makrofaj fagositik
aktivitesinin veya yapilan opsonik antikorlarin yetersiz oldugu goésterilmistir
(166-169).

2.2.5.4. Direng aktarimi

Bir mikroorganizmada bulunan direng genlerinin, plazmidlerin
biyofilmlere konjugasyonu ile tlrler arasinda aktarilabildigi go&sterilmistir
(170,171).

2.2.6. Quorum-sensing (Gogunlugu algilama)

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin bir araya gelerek belirli bir
yuzeye tutunarak yapismalari ve o yuzeydeki diger turlerle birlikte yasamaya
devam ettikleri, rastgele gerceklesen bir olay degildir. Bazi
mikroorganizmalarda biyofilm olusumunun, hicreden hiicreye iletisim
dizgeleri ile kontrol edildigi aciktir. Okaryot ve prokaryot hiicrelerden salinan
ve hdcreler arasi sinyal iletimini saglayarak, mikroorganizmanin gen
ekspresyonunu duzenleyen acil homoserin lakton gibi molekullerle, biyofilm
yapiminin dizenlenebilecedi gosterilmistir. Bu veriler biyofilmin patojenite ve
cevreye adaptasyonda onemini artirmistir. Cogunlugu algilama, QS olarak
adlandirilan bu dizgeler, genis bir organizma toplulugunda virulans

etkenlerinin dizenlenmesinde de yer alirlar (162,172,173).

QS molekillerini hicresel metabolitlerden ayiran temel 6zellikler; QS
molekulinin 6zel bazi kosullar altinda salinmasi, hicre disinda birikmesi ve

Ozgun reseptorlerce taninmasi, molekul miktari belli bir esigi astiginda
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planlanmig bir yanitin ortaya ¢ikmasi ve bu yanitin QS molekulini

metabolize ya da detoksifiye etmesi olarak siralanabilir (174).

QS; mikroorganizmalarda pek ¢ok fizyolojik olayin dizenlenmesinde
rol oynar; kimelesme, hareket, biyofilm olusturma, antibiyotik sentezi,
konjugasyon, virulans gibi. Bu dizenlenme sonucunda bakteri ortamdaki
besin maddelerinin daha rasyonel kullanimi, bulundugu ortama uyum
saglama, c¢evresel etkenlere karsi korunma, ayni ortamdaki diger
mikroorganizmalarla yarigma veya konagin savunma mekanizmasi ile
mucadele etme, populasyondaki birey sayisini ortamin gereklerine gore
kontrol etme gibi fonksiyonlari yerine getirme olanad bulur.
Mikroorganizmalarin salgiladiklari kimyasal maddeler aracihdi ile genetik
mekanizmalar harekete geger ve yeni davraniglar ortaya ¢ikar (175). Ayni tar
veya farkli tirler arasinda sinyal molekdlleri ile etkilesim olabildigi gibi farkli
cinsler arasinda da pozitif veya negatif yonde etkilesim oldugu goézlenmistir
(176).

Son yillarda bakteriler gibi mantarlarda da QS duzenlemelerinin
bulundugu ve biyofilm olugsumu, patogenez gibi mantarlarin topluluk temelli
davraniglarini etkiledigi bildirimektedir. Ozellikle C. albicans’a ait QS

molekullerinin varhi§i gosterilmistir (177).

2.2.7. Candida ve biyofilm

Candidalarda slime Uretimi, aderans ve kolonizasyonda rol oynayan,
Candida’yr konagin savunma mekanizmalarindan koruyan onemli bir
patojenite markeri konumundadir (178). Candida’larin yapmis oldugu
biyofilm, bir ylzeye ag seklinde baglanmis olup iki tabakali, mayalar, hifler ve
psodohiflerden olusan bir yapidir. Alttaki tabaka maya hicrelerinden, daha
kalin olan Ustteki tabaka ise hiflerden meydana gelmistir. Biyofilm
olusumundaki ilk basamak, maya formunun cisim yluzeyine tutunmasi ve

bunu takip eden 3-7 saat igerisinde germ tlUp olusumunun gorulmesidir.
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Matir biyofilm maya, hif ve psédohif formlarinin hepsini igerir (179). Candida

turlerinde biyofilm olusumunu etkileyen bazi faktorler vardir:
2.2.7.1. Yuzey oOzellikleri

Yuzeyin fizikokimyasal O6zellikleri Candida adezyonunu ve bunu
izleyen biyofiim olusumunu etkileyebilir. Ylzeyin duzensiz olusu
mikroorganizmanin tutunmasini ve kolonizasyonunu artirir. Bunun nedeni ise
dizensiz yuzeylerde suyun koparma kuvvetinin olduk¢a az olmasi ve bu
noktalarda yuzey alaninin genislemesidir. Tutunulan ylzeyin kimyasal
Ozellikleri de tutunma hiz ve boyutuna katki saglar. Mikroorganizmalar teflon
ve bazi plastik gibi hidrofobik nonpolar ylzeylere cam ya da metal gibi

hidrofilik yizeylerden ¢ok daha hizli tutunabilmektedirler (180).
2.2.7.2. Sivi ortam igerigi

Sivi ortamin pH degeri, oksijen ve besin igerigi, iyon gucl, ve IsisI
ylzey Uzerindeki mikrobiyal birlesmede 6nemli rol oynar (140).
Mikroorganizmalar biyofilm olusturmak igin, iginde bulunduklari ortamin
iceriginden etkilenirler. Candida turleri hem aerop hem de anaerop kosullarda

biyofilm olusturabilirler (181).

Candidalarin dig yuzeyine ve yanak mukozasina yapismasl igin
tukardkte bulunan statherin denen bir protein gerekir. Statherin bloke
edildiginde digin sert tabakasina tutunma % 93, yanak mukozasina tutunma
% 43 azalir. Ortamda galaktoz veya Mg?*, Ca®" gibi iki degerlikli iyonlar

varliginda da biyofilm olusturmalari artar (68).

Yapilan bir galismada 500mM galaktozun 50mM glukozdan daha
yuksek derecede biyofilm olusturdugu; baska bir calismada ise glukoz,
fruktoz ve laktozun, sUkroz ve maltozla karsilastirildiginda Candida

biyofilmini artirdigi gosterilmistir (182,183).
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2.2.7.3. Sekresyonlarin etkisi

Bir materyal ylUzeyi, icinde organik polimer bulunan sivi ile temas
ettirildiginde materyal ylzeyi ince bir film halinde kaplanabilir. Bu sekildeki
olugsum diger mikroorganizmalarin o yuzeye tutunmasini ve kolonizasyonunu
artirmaktadir. Bu nedenle bu yiizeye 6ncii fiim tabakasi denir. insan
vicudunda oncu film tabakasi olusumu daha karmasik olarak
gerceklesmektedir. Kan, gozyasi, tukuruk, idrar ve solunum yollari salgilari
konak kaynakh oncu filmlerin biyomateryallere yapismasini artirmaktadirlar.
Santral ven6z kateterlerde, Gram negatif, Gram pozitif bakteriler ve
mayalarin yapismasi ve biyofilm olusturmasi, kan Urlnleri ve 6ncu film

tabakasi varliginda daha hizli olmaktadir (184).
2.2.7.4. Sivinin akim hizi

Kati yuzeyler Uzerinde akigkan sivilarin fiziksel 6zellikleri biyofilm
olusmasinda énemli rol oynar. Akan sivilarda akim hizi, ylizeye en yakin sivi
komsulugunda en azdir. Bu akim bolgesine hidrodinamik akim bdlgesi denir.
Bu bolgenin kalinligi sivinin hizi ile ters orantilidir. Bu sinir tabakanin
digindaki kisimda yogun bir tlrbllans vardir. Dolasim ve uriner sistem gibi
hafif akimin oldugu ortamlarda statik ortamlara kiyasla biyofilm olusumu daha
fazladir (180).

2.2.75. EPS

EPS, Candida adezyonu ve biyofilm olusumunda Kkilit rol oynar.
Sekrete edilen madde, U¢ boyutlu, jel benzeri, yliksek Ol¢lide hidrate, yerel
olarak yuklu ve mikroorganizmalarin immobilize edildigi bir ortam olusturur.
EPS biyofilme, fagositik hucrelere kargi savunma, biyofilm butanluguni
saglayan yapiy! olusturma, aktif ilag difizyonunu sinirlama ve tium bunlarin
kombinasyonunu saglama gibi birgcok 6zel fonksiyon kazandirir. Bakteriyel
biyofilm matriksi esas olarak EPS vyapidadir. Benzer sekilde; major
karbonhidrat komponenti turlere gore degisiklik gostermekle birlikte, Candida
biyofilminin yaklasik % 40’1 karbonhidrattan olusur (185,186).

54



2.2.7.6. Candida turt

Biyofilm olusturma yetenegi agisindan Candida tlrleri arasinda belirgin
farklar vardir. Farkli turlerin biyofilm olusturma duzeyleri, olusturduklar
biyofilmlerin morfolojisi, metabolik aktiviteleri, EPS kompozisyonu ve

dolayisiyla antifungal direngleri birbirlerinden farkh bulunmustur (30).

2.2.8. Biyofilm-antifungal direng iligkisi

Biyofilm icinde bulunan Candida’larin antifungal ilaglara daha direngli
olmasinin birgok nedeni vardir. Bunlardan en dnemlileri antifungal ilaglarin
biyofilm matriksine iyi penetre olamamasi, biyofilm igindeki hlcrelerin daha
yavas Uremesi ve hicrelerin yluzeyinde meydana gelen degisikliklerdir
(187,188).

EPS, bakteriyel biyofiimlerde fiziksel bir bariyer gibi rol oynayarak
antimikrobiyallerin biyofilme gecisini engeller ve ila¢ direncine neden olur.
Ancak biyofilm icindeki Candida’nin antifungal direncinde EPS’nin roll net
degildir. C. albicans biyofilminin slrekli sivi akisl altinda olusturularak,
matriks sentezinin stimule edildigi bir calismada artmis amfoterisin B direnci
saptanmistir (186). EPS’nin kaldirildidi bir baska ¢alismada ise, amfoterisin B
kullanimi ile biyofilmdeki Candida hucrelerinin sagkaliminin % 20 oraninda

azaldigi gosterilmigtir (189).

Biyofilm igindeki Candida’larin  antifungallere  kargi  direng
gelistirmesinde MDR1, CDR1 ve CDR2 genleri sorumlu tutulmaktadir (190).
Yapilan bir calismada MDR ve CDR geni biyofiimde “faz spesifik” olarak
saptanmistir ve azol direncini sadece erken fazda kolaylastirdigi izlenmistir
(191). Baska bir calismada CDR1 ve CDR2 ekspresyonu biyofilm
hicrelerinde, serbest hlcrelere gore anlamh olgude artarken, EFG11 ve

MDR1 gen ekspresyonunda bdyle bir fark saptanmamistir (192).

Candida biyofilminde serbest hicrelerden farkli olarak ylksek dlgide

antifungal tolerans gdsteren hicreler saptanmistir. Biyofilm igindeki
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Candida’larin antifungal ilaglarla éldirGimeye karsi bifazik patern gdsterdigi
anlasiimigtir.  Bir kisim subpopulasyon direngli kalirken, bir kismi

antifungallere duyarlilik géstermistir (193).

2.2.9. Biyofilm varliginda antimikrobiyal duyarhhk testleri

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin, antimikrobiyallere planktonik
formlarindan daha direngli olduklari bilinmektedir ve planktonik formlara gore
saptanan antimikrobiyal duyarhliklari ile biyofilm enfeksiyonlari tedavi
edilememektedir. Bu nedenle, biyofilm olusturan klinik izolatlarin in vitro

duyarlliklarinin saptanmasi 6nem arz etmektedir (194,195).
2.2.8.1. Calgary biyofilm yontemi (CBY)

Biyofilm varliginda antimikrobiyal duyarhligi saptamak igin kullanilan
en populer yontemdir. Biyofilmi yok eden minimum konsantrasyon olan
minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK)nu saptamaktadir.
Ancak CBY ile biyofilmdeki bakterilerin asil sayisi tespit edilememektedir
(194,196,197).

2.2.8.2. BioTimer yontemi

Pantanella ve ark. tarafindan 2008 yilinda geligtirilen bu ydntem
biyofilm i¢cindeki mikroorganizmalarin kolaylikla sayllmasini saglayan bir
baska yontemdir. Bu yontemde, mikroorganizmanin metabolizmasina bagli
olarak renk degistiren fenol kirmizisi indikator olarak kullanilarak, olusan renk
degisimine bagh biyofilm tabakada bulunan bakteri sayisi hesaplanmaktadir
(194).
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2.3. Melatonin

2.3.1. Melatonin sentezi ve kontrolii

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) biyosentezi, kandan beze
difize olan triptofanin, pineal bezde triptofan hidroksilaz enzimi ile
hidroksillenmesiyle baglar. Boylece meydana gelen 5-hidroksi triptofan, L-
aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi ile karboksil grubunu kaybeder ve
neticede serotonin (5-hidroksi triptamin) meydana gelir. Serotonin de, N-
asetil transferaz ve hidroksiindol-O-metil transferaz enzimlerinin birbirini takip

eden aktiviteleri ile son Urun olan melatonine donusur (198).

Melatonin salgisi, canli turlerine goére farklihk gosteren sirkadiyen bir
ritme sahiptir. Bu farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi saatler ve
sureleri ile ilgilidir. Serum melatonin konsantrasyonu, geceleri gindlize goére
3-10 kat daha yuksektir. Melatonin salgisinin sirkadiyen ritmi endojen
kokenlidir, bu da uyarilarin suprakiazmatik g¢ekirdekten c¢iktigini yansitir.
Melatonin sentezi ve salgilanmasi karanlikta uyarilirken, sk ile
baskilanmaktadir (199).

2.3.2. Melatonin metabolizmasi

Melatonin pineal bezde depolanmadan hizh bir sekilde komsu kapiller
damarlara geger. Plazmada % 70'i aloumine bagl olarak bulunur. Lipofilik
Ozellikte olmasindan dolayi tim biyolojik doku ve sivilara dagihmi iyidir. Cogu
karacigerde olmak Uzere bdbrekte de metabolize edilir. Melatoninin kandaki
yart dmru 10-40 dakika civarinda olup eksojen melatoninin metabolik yari
omru 20-60 dakikadir. Melatoninin % 90" karacigerde hidroksillenir ve
kandan tum vidcut sivilarina  dagilir. Baglica metaboliti  6-

sulfatoksimelatonindir (200).
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2.3.3. Melatoninin etki mekanizmasi

Melatonin lipid ¢ozundrliginden dolayr hicre membranindan
kolaylikla gecer ve tUm hucre organellerine nufuz edebilir. Fizyolojik etkilerini
hem spesifik reseptorler araciliyi ile hem de reseptdérden bagimsiz olarak
gOsterebilir. Beyinde ve suprakiazmatik nukleusta melatonine ait membran

reseptorleri belirlenmistir (198).

Melatonin reseptorleri Mel-1a, Mel-1b ve Mel1c olmak Uzere Ug tiptir.
Mel-1a reseptor araciligi ile sirkadiyen ve reproduktif etkilerinin gergeklestigi
dusundlir. Mel-1b reseptoru beyin ve retinada eksprese olur ve her iki
bdlgede de dopaminerjik fonksiyonlarla da iliskili oldugu dusunulir. Mel-1c
geni ise insanda saptanmamistir. Melatoninin bugune kadar saptanabilmig bir

antagonisti yoktur (201).

Buglne kadar yapilan calismalarda melatonine ait oldugu gdsterilen

ya da dusunulen fonksiyonlar su sekilde siralanabilir:

Salgilanmasindaki sirkiler ritmden dolayr bu pineal hormon
suprakiazmatik nuUkleus Uzerine etki ederek 24 saatlik sikluslarin
duzenlenmesinde rol oynar. Melatoninin uyutucu etki ve uzun ugak
yolculuklarinin yarattiyi fizyolojik dizensizligin tedavisinde kullaniimasi
biyolojik saat olarak da tanimlanan suprakiazmatik nukleusla etkilesiminin bir

sonucudur (202).

Potansiyel antikanser bir madde olduguna inaniimaktadir. Ozellikle
meme, prostat ve kolorektal kanserler Uzerine etkisinin arastirildigi ¢alismalar
mevcuttur (203,204). Melatonin antioksidan aktivitesi oldukgca o6nemlidir.
Melatonin  1-50mg/kg dozda noroprotektif etki gostermektedir (205).
Rejenerasyonu stimule edici, uyku ritmi ve endokrinolojik aktivite dizenleyici,
osteoblastik aktiviteyi hizlandirici  ve immuniteyi guglendirici  etkisi,

antiepileptik ve hipotermik etkisi oldugu bildirilmigtir (206-208).

Periferik sinir dejenerasyonunda ve kollajen formasyonunda etkisi

olduguna dair ve noéroprotektif etkisine dair ¢alismalar mevcuttur (209,210).
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Topikal ya da sistemik kullanilan melatoninin yara iyilesmesine pozitif etkisi
oldugu bildirilmistir (211). Kardiyoprotektif ve analjezik etkilerinin oldugu
gOsterilmigstir (212-213).

Pineal bezin yaslanma ile birlikte fonksiyonlarinin azalmasina bagli
olarak melatonin sentezinde de azalma gorulmektedir. Farelerde yapilan bir
calismada, melatonin tedavisinin, farelerin yasam suresinde % 25'lik bir
artisa neden oldugu ve bu farelerin daha geng, saglikli ve gugli gérundukleri
bildirilmistir (214).

2.2.4. Melatoninin antioksidan etkisi

Melatonin yapisinda bulunan pirol halkasi nedeniyle OH ve 02
radikallerini yakalamada yuksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek, butin hicre kompartmanlarindaki
biyomolekulleri, serbest radikal olusumuna karsi bolgesel olarak yerinde
korur (215). Cok reaktif olan hidroksil radikallerinin yikici etkilerine karsi
primer nonenzimatik savunma mekanizmasini olusturur ve yapilan
arastirmalarda organizmayi oksidatif hasara karsi korumada melatonin;
mannitol, glutatyon, E vitamini, askorbik asit gibi bilinen diger
antioksidanlardan daha etkili gorulmustur (216). Askorbik asit, E vitamini ve
glutatyon gibi antioksidanlardan farkl olarak, melatonin peroksit radikalini
yakalayarak, yayllmakta olan lipid peroksidasyonunu sonlandirmaktadir.
Melatoninin bu etkilerinin diger antioksidanlardan daha gug¢li oldugu, in vitro

ve in vivo ¢alismalarda gosterilmigtir (217).

2.2.5. Melatonin ve immun sistem

Enfeksiyonlara karsi melatoninin koruyucu etkisinin mekanizmasi,
serbest radikal supuricu olmasi, antioksidan enzim indukleyici etkisi, immun

sistem fonksiyonlarindaki pozitif dizenleyici olmasi, inflamasyonu inhibe
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edici rolu ve programlanmig hucre olumundeki regulator fonksiyonlari ile
aciklanabilir (218).

Melatoninin immun sistem hucrelerini melatonin reseptorleri araciligi
ile etkiledigi dusunulmektedir. Lokositler ve lenfositler Uzerinde saptanan
melatonin reseptoérleri bunun kaniti olarak gdsteriimektedir. Lenfositler
uzerindeki melatonin reseptorleri gogunlukla CD4+ T lenfositleri, CD8+ T
lenfositleri ve B huicrelerinde bulunmustur. Ayrica yapilan ¢alismalar,
melatoninin bu reseptorler araciligi ile stimule olmus lenfositlerin proliferatif

yanitini moddule ettigini ortaya koymustur (219).

Melatonin, periferal kandaki mononukleer hucrelerde IL-2, IL-6, IFN-y,
IL-1 ve IL-12 Uretimini stimile etmektedir (220,221).

Mukozal immunitede etkinlik gosteren IgA ile melatonin iligkisinin
incelendigi bir calismada ise idrarda melatonin artisi ile salyada IgA artisi
arasinda korelasyonun oldugu saptanmigtir (222). Mukozal immun yanit igin
Ozellikle o6nemli olan IgA seviyesindeki bu artis enfeksiyona bagh
hastaliklardan korunmada &nemli bir veridir. Ayrica farelere melatonin
uygulanmasi sonrasi dogal katil hucreler ve monosit sayilarinda artis
bildirilmistir (223). Melatoninin immun sistem Gzerindeki bir diger 6nemli etkisi

ise antikora bagli hucresel sitotoksisiteyi artirmasidir (224).

2.2.6. Melatoninin antimikrobik etkisi

Melatonin, immun sistemi guglendirici etkisinin yani sira antimikrobik
Ozellige sahip olmasi nedeniyle de enfeksiyonlara karsi etkili olmaktadir.
Yapilan g¢alismalar sonucu antifungal, antibakteriyel ve antitiberklloz etkiye
sahip oldugu goézlenmistir (225). Antimikrobik etkisini mikroorganizmalarin
fagositozunu kolaylastirarak, mikroorganizmalarin demir kullanabilme
Ozelliklerini bozarak, 6zellikle mayalarda hicre membran yapisinda bulunan
lipit miktarini azaltarak ve biyofilm olusumunu engelleyerek gdéstermektedir.
(226-229).
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Melatoninin, metisiline direncli Staphylococcus aureus, karbapenem
direncgli Pseudomonas aeruginosa ve karbapenem direncli Acinetobacter
baumannii suslari Uzerine antimikrobik 6zelliklerinin arastirildigi bir calismada
Gram negatiflere daha etkin oldugu gdsterilmistir (230). Ayrica ¢oklu ilag
direncine sahip Mycobacterium tuberculosis suslarina karsi da antitiberkiloz
etkili oldugu raporlanmistir (229). Melatoninin bu etkileri genel anlamda in
vitro deneylerle arastiriimig olup in vivo galismalarin sayisi azdir. Ancak yeni
dogan sepsislerinde tedavide yararl oldugunu gdsteren in vivo bir galisma da

mevcuttur (231).

Batin bu oOzellikleriden dolayi, melatonin, Candida enfeksiyonlarinda

alternatif bir tedavi yontemi olabilir mi sorusu akla gelmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

Aragtirmamiz Dizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan desteklenen 2015.04.01.352 protokol numarall
projedir. Etik kurul onayi 2015/149 karar no ile 07.07.2015 tarihinde alindi.

3.1. Susglarin Se¢imi ve Saklanmasi

Bu calismaya; Eylil 2013 ile Nisan 2016 tarihleri arasinda Duzce
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen cesitli klinik drneklerden izole edilen toplam 350 adet Candida

susu enfeksiyon veya kolonizasyon ayrimi yapilmaksizin dahil edildi.

Tdm suslar brain-heart inflzyon broth (BHIB) igceren eppendorf tlpu
icerisinde c¢alisma surecine kadar -20°C’de saklandi. Stoklanan suslar
kullanilacaklari zaman, tekrar SDA besiyerine pasajlanarak canlandiriidi.

Calismada kontrol susu olarak C. parapsilosis ATCC 22019 kullanildi.

3.2. identifikasyon

3.2.1. Germ tup testi

Test edilecek olan Candida susunun SDA besiyerindeki kolonisinden
Oze ile bir miktar alinarak 0,5 ml insan serumu igerisinde sispanse edildi. 35
°C’de 3 saat inklibasyon sonrasinda suispansiyondan bir damla alinarak lam-
lamel arasinda 1sik mikroskobunda 40x objektif ile incelendi. incelemede ana
hidcreden orjin alan ve baslangi¢c noktasinda bogumlanma yapmaksizin ve
uzunlugu boyunca belirgin kabarik olmayan, flament seklinde uzantilar
gOsteren yapilar germ tlp olarak degerlendirildi ve incelenen susun C.
albicans olduguna karar verildi (Sekil 3) (14).
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Sekil 3. Germ tup testi. A) Germ tup olusturmus C. albicans. B) Psédohif

olusturmus Non-albicans Candida.

3.2.2. Misir unu-tween 80 agarda morfolojik degerlendirme

Misir unu-Twen 80 agara Dalmau teknigine uygun olarak igne uglu
0ze ile saf maya kolonilerinden alinarak besiyerini yirtmadan c¢izgi seklinde
ince bir ekim yapildi, ekim gizgisinin Gzerine lamel kapatilarak hazirlanan lam
kiltiri 25 °C’de 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda ekimler igik

mikroskobunda 10x ve 40x objektif ile incelendi.

Psodohiflerin uglarinda ve yan dallarinda goérulen buydk, kalin duvarl,
yuvarlak klamidosporlar ile hif birlesim yerlerindeki blastospor kimeleri C.
albicans; psodohif ve hif boyunca tek tek veya ufak kimeler yapacak sekilde
dizilim godsteren blastosporlar C. tropicalis; hif ve psoédohif yapisi olmadan
ucunda tomurcuklanmalar gérulen kiguk oval blastosporlar C. glabrata; dev
hif ve gbdzyasi damlasi seklinde blastosporlar C. parapsilosis; psddohif
boyunca irmakta ylzen kutukler gérinimunde uzun blastosporlar C. kefyr;
az sayida kisa ve ince psodohifler ve bunlarin bodumlari Gzerinde kuguk
blastokonidyumlarin olusturdugu kiumeler C. guillermondii; agaca benzer
sekilde dizilmis uzun blastosporlar ve psddohif C. krusei; zayif, kivrik,
dallanmis psodohif ve uzamis blastosporlar C. lusitaniae olarak
degerlendirildi (Sekil 4) (55).
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Sekil 4. Candida’larin misir unu-twen 80 agardaki morfolojik goruntuleri. A)

Klamidospor olusturmus C. albicans. B) Kuguk oval blastospor olusturmus C.
glabrata. C) Psodohif ve blastospor olugsturmus C. tropicalis

3.2.3. Otomatize sistem ile identifikasyon

Konvansiyonel yontemlerle tanimlanamayan veya tanimlanan suslarin
dogrulanmasi igin Vitek 2 (bioMerieux, France) otomatize sistem kullanildi.
Vitek 2, kolorimetrik reaktif kartlarin kullanildigi otomatize identifikasyon
sistemidir. Bu amagcgla Vitek 2 ID-YST kartlari kullanildi. Vitek 2 ID-YST
kartlar klinik 6neme sahip Candida tirlerinin buylk bir gogunlugunu dogru

sekilde tanimlayabilmektedir (232).

Suspansiyonun hazirlanmasi amaciyla, Uretici firmanin &nerileri
dogrultusunda, 24 saatlik taze kulturden steril 6ze yardimiyla yeterli miktarda
stupheli Candida kolonisi alinarak McFarland 2,0 bulanikhiginda olacak
sekilde 3 ml steril % 0,45’lik sodyum klorur (NacCl) ile 12 x 75 mm’lik temiz
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plastik polistiren test tupleri igerisinde sulandirildi. Candida slspansiyonu
iceren test tupleri 6zel kasetlere, Vitek 2 ID-YST kartlari ise komsu yuvaya
yerlestirildi (Sekil 5). Bu kartlara karsilik gelen suspansiyon tlplerinden
kartlara yeterli sivi emilimi olduktan sonra, kart Uzerindeki barkotlar

okutularak cihaza yerlestirildi. Yaklasik 15-18,5 saat igerisinde cihazdan

identifikasyon sonuglari alindi.

Sekil 5. Vitek 2 otomatize sisteme ait 6zel kaset ve ID-YST karti.

3.3. Biyofilm Olugumunun Gosterilmesi

Candida suslarinda biyofilm olugsumu, modifiye mikroplak yontemi ile
arastirildi (Sekil 6). Standart sus olarak C. parapsilosis ATCC 22019
caligmaya dahil edildi.
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3.3.1. Modifiye mikroplak yontemi (MMP)

% 8 glukozlu SDB: Bir litre distile suya, ticari olarak toz halinde hazir
sekilde temin edilen SDB (SRLChem, India)dan 30 gr ve son glukoz
konsantrasyonu % 8 olacak sekilde glukoz (Merck, Germany) eklenerek
hazirlanan besiyerinin pH’si 5,5-6,0’a ayarlanarak, 121°C’de 15 dakika steril
edildi.

Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS): Bir litre distile suya, 8 gr NaCl, 0,2 gr
KCI, 1,25 gr Na2HPO4, 0,2 gr KH2PO4 eklenerek pH 7,2 olacak sekilde

hazirlandi.

% 1’lik kristal viyole: 1 gr kristal viyole (HiMedia, India), 100 ml distile
su ile karistirilarak ¢ozuldu ve karanlik bir ortamda 24 saat dinlenmeye
birakilan boya, iki kez filtre kagidindan suzllerek kullanima hazir hale

getirildi.

Deneyin Yapilisi: SDA’da Uretilen 24 saatlik kolonilerden bir 6ze
dolusu alinarak, son glukoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanmis
SDB’den 10 ml igeren steril cam tuplere inoklle edildi. 35°C’de 24 saat
inkibe edilen tlpler 5 saniye vortekslenerek, % 8 glukoz iceren SDB ile
1/100 oraninda sulandirildi. Hazirlanan suspansiyonlardan 200 ul alinarak 96
kuyucuklu U tabanh mikroplaklara, her sus icin 3 kuyucuga eklendi. Her
plakta negatif kontrol amaciyla 3 kuyucuga steril besiyeri, pozitif kontrol
amacilyla 3 kuyucuga da C. parapsilosis ATCC 22019 konularak,
buharlasmay! engellemek amaciyla plaklarin kapaklari kapatildi ve 35°C’de
24 saat inklbe edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklarin igerigi otomatik
pipetle aspire edilerek dort kez PBS ile yikandi. Daha sonra kuyucuklar bes
dakika metanol (Sigma Aldrich, USA) ile fikse edildi. Metanol aspire
edildikten sonra kuyucuklar 200 ul % 71’lik kristal viyole ile boyandi ve onbes
dakika bekletildi. Boya aspire edildi ve plaklar ters gevrilerek kuyucuklarin
kurumasi saglandi. Kuyucuklarin optik dansiteleri microELISA otomatik
okuyucuda (BioRad, USA) 490 nm dalga boyunda okutuldu. Steril besiyeri

iceren U¢ kuyucugun optik dansitelerinin ortalamasi alinarak bu degere +2
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standart sapma eklenerek, sinir deger (cut-off - OD¢) belirlendi. Her kdken
icin ¢alisilan U¢ kuyucugun optik dansitelerinin (OD) ortalamasi alindi. Elde

edilen cut off degerine goére biyofilm pozitiflikleri yorumlandi. Buna gére OD <
ODc: negatif, OD¢c < OD < 2xODc : zayif pozitif (+), 2xOD¢ < OD < 4xODc :
orta pozitif (++), 4xODc < OD : kuvvetli pozitif (+++) olarak degerlendirildi
(233).

Sekil 6. MMP ydntemi ile biyofilm olusumunun gdsteriimesi. Al, A2, A3:
Pozitif kontrol zayif pozitif C. parapsilosis ATCC 22019. H10, H11, H12:
Negatif kontrol steril besiyeri. A10, A11, A12: Kuvvetli pozitif klinik 6rnekten
izole edilen Candida tropicalis.

3.4. Planktonik Formda Antifungal Duyarlilik Testi

Orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmig Candida suslarinin
planktonik formunda amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve kaspofungin
tek basina ve melatonin ile kombinasyonlarinin MiK degerleri CLSI M27-A3

kriterlerine uygun olarak sivi mikrodilisyon yontemi ile arastirildi (133).
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3.4.1. Sivi mikrodilisyon yontemi

Yontem CLSI M27-A3 onerileri dogrultusunda hazirlandi ve uygulandi
(133).

Antifungal ilaglar: Antifungal ilag olarak amfoterisin B (Santa Cruz
Biotechnology, USA), flukonazol (Santa Cruz Biotechnology, USA),
vorikonazol (Sigma Aldrich, USA) ve kaspofunginin (Sigma Aldrich, USA) saf

etken maddeleri kullanildi.

Diger kimyasallar: Antifungal ilaglarla kombine edilerek antifungal
etkisine bakilacak olan melatoninin (Santa Cruz Biotechnology, USA) saf
etken maddesi ve suda c¢Ozunemeyen amfoterisin B. vorikonazol ve
melatoninin ¢ézinebilmesi icin dimetil sulfoksit (DMSO) (Loba Chemia, India)

kullanildi.

Besiyeri: Besiyeri olarak L-glutamin iceren Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (Gibco, UK) hazir sivi besiyeri kullanildi.

Antifungal ilaclarin ve melatoninin sulandirimi: ilag soliisyonlarindan,
amfoterisin B son konsantrasyonu 16 pg/ml olacak sekilde DMSO iginde
¢Ozulerek, flukonazol son konsantrasyonu 128 pg/ml olacak sekilde steril
distile su icinde ¢ozulerek, vorikonazol son konsantrasyonu 16 pg/ml olacak
sekilde DMSO icinde ¢dzlilerek ve kaspofungin son konsantrasyonu 32 ug/ml
olacak sekilde steril distile su icinde ¢dzllerek hazirlandi (133). Melatonin ise
¢Ozelti icerisindeki son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde DMSO iginde

cOzulerek hazirlandi (227).

Maya suspansiyonlarinin hazirlanmasi: Test edilecek suglarin SDA’da
saf kultirleri elde edildikten sonra 24 saatlik kaltirinden birkag koloni
alinarak 3 ml steril serum fizyolojik icinde homojen stspansiyonu hazirlandi.
Suspansiyon 15 sn vortekslendikten sonra bulanikhdi spektrofotometrik
olarak 530 nm’de McFarland 0,5 bulanikhdina ayarlandi. Daha sonra bu
suspansiyondan 10 ul alinip 1 ml steril serum fizyolojik icine konularak

suspansiyon seyreltildi. Daha sonra bu suUspansiyonun tamami 9 ml L-
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glutamin iceren RPMI 1640 sivi besiyeri icine eklenerek yodunlugu 5x10*

cfu/ml olan maya suspansuyonu hazirlandi (133).

inokulasyon iglemi: Ik olarak mikroplaklardaki her bir kuyucuga 100 pl
L-glutamin iceren RPMI 1640 sivi besiyeri konuldu. Daha sonra antifungal
ilaglarin cift kat sulandirimlarini yapmak amaciyla ilk kuyucuklara 100 pl ilag
suspansiyonlarindan konuldu ve ilk kuyucuklardan 100 pl ahnip ikinci
kuyucuklara konuldu, ikinci kuyucuktan 100 pl alinip Gglincu kuyucuklara
konuldu ve bu sekilde son iki kuyucuga kadar devam edilerek en son alinan
100 pl digsan atildi. Buna goére antifungal ilaglarin konsantrasyon araliklari
amfoterisin B igin 0,03-16 ug/ml, flukonazol i¢in 0,25-128 ug/ml, vorikonazol
icin 0,03-16 pg/ml, kaspofungin icin 0,06-32 pg/ml oldu. En son olarak,
sondan bir 6nceki kuyucuk hari¢ her bir kuyucuga 100 pl maya suspansiyonu
ilave edildi. ilag ve maya siispansiyonu icermeyen sondan bir énceki kuyucuk
besiyeri kontrol, ilag icermeyen son kuyucuk ise mikroorganizma kontrol
kuyucugu olarak kullanildi (133). Ayni islem ikinci kez melatoninle birlikte
yapildi. Kuyucuklara eklenen 100 ul ilag suspansiyonlarinin 50 plI'si
melatonin, 50 pl'si antifungal ila¢ olacak sekilde ayarlandi. Yari yariya
suspanse etmeye badli olarak antifungal ilaglarin konsantrasyonlarinin

azalmamasi igin son konsantrasyonlari bir Ust dilisyondan hazirlandi.

inkiibasyon ve MIK degerlerinin saptanmasi: Mikroplaklar 35 °C’'de 48
saat inkUbe edildi. Mikroorganizma kontrolinde (son kuyucuk) Greme oldugu
ve besiyeri kontroliinde (sondan bir 6nceki kuyucuk) dreme olmadidi tespit
edildikten sonra, MiK degerleri CLSI''n ®nerdigi kriterlere gére saptand..
Amfoterisin B ve kaspofungin igin Uremenin olmadigi en dusuk
konsantrasyon, flukonazol ve vorikonazol igin Greme kontrol gukuruna gore
bulanikigi belirgin (~ % 50) azaltan en disik konsantrasyon MIK olarak
tespit edildi (Sekil 7) (133). Direng profili flukonazol, vorikonazol ve
kaspofungin icin CLSI tarafindan onerilen sinir degerler géz 6énune alinarak
belirlendi. Buna gére flukonazol igin MiK < 8 pg/ml duyarli, 16-32 pg/ml doza
bagimh duyarh, = 64 pg/ml direngli olarak; vorikonazol igin MiK < 1 ug/ml
duyarl, 2 pg/ml doza bagimli duyarl, = 4 ug/ml direncgli olarak kabul edildi.
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Kaspofungin icin C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei tirlerinde MIiK < 0,25
pg/ml duyarh, 0,5 pg/ml orta duyarli, > 0,5 upg/ml direngli olarak; C.
glabrata’da MiK < 0,125 pg/ml duyarli, 0,25 ug/ml orta duyarl, > 0,25 pg/ml
direngli olarak; C. parapsilosis'te < 2 ug/ml duyarli, 4 ug/ml orta duyarh, > 4
pg/ml direngli olarak kabul edildi. Amfoterisin B igin belirli bir yorumlayici sinir
deger olmamasina ragmen Candida turlerinin % 94-99unun 1 pg/ml
amfoterisin B konsantrasyonunda inhibe olmalari géz 6nine alinarak direng
profili degerlendirildi (5,133).

BRERRE
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Sekil 7. Sivi mikrodilisyon yéntemi ile MIK tayini. A, B, C ve D sirasinda
bulunan kuyucuklarda sirasiyla amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin ve
vorikonazol; E, F, G ve H sirasinda ise bu antifungallerin melatonin ile
kombiasyonlarinin 10. Sutuna kadar ¢ift kat sulandirimlari mevcuttur. 11.
sutun besiyeri kontrol, 12. situn ise mikroorganizma kontrol gukurlarini

icermektedir.
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3.5. Biyofilm Varliginda Antifungal Duyarlilik Testi

Orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmig Candida suslarinin
biyofilm varhdinda in vitro antifungal duyarhliklarinin tespitinde MBEK

degerini saptayan CBY kullanildi (196).

3.5.1. CBY

Candida suslarinin biyofilm formlarina kargi antifungal ilaglarin MBEK
degerleri MBEC Assay™ for High-throughput Screening (Innovotech Inc,
Canada) testi ile uretici firmanin onerileri dogrultusunda tespit edildi. Bu
testte kullanilan mikroplaklar iki kisimdan olusmaktadir. Ust kisim, (izerinde
96 adet c¢ikinti olan polistiren bir kapak olup, bu ¢ikintilar testin ikinci kismini

olusturan 96 kuyucuklu plaga oturmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. MBEC Assay™ for High-throughput Screening testinde kullanilan 96
kuyucuklu 6zel gikintili kapakli mikroplak.
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Antifungal ilaglar: Sivi mikrodilisyon yonteminde test edilen ilaglarin

aynisi kullanildi.

Diger Kimyasallar: Sivi  mikrodilusyon yonteminde kullanilan
kimyasallara ilaveten, nétralizan besiyerinin hazirlanabilmesi igin L-histidin
(ChemBio, Turkiye), L-sistein (SRLChem, India), indirgenmis glutatyon
(Sigma Aldrich, USA), saponin (Santa Cruz Biotechnology, USA) ve tween-
80 (Merck, USA) 'in saf etken maddeleri kullanildi.

Besiyeri: Besiyeri olarak L-glutamin igceren RPMI 1640 hazir sivi
besiyeri ve notralizan besiyeri kullanildi. Noétralizan olarak kullanilan besiyeri
uretici firmanin onerileri dogrultusunda hazirlandi: 1,0 g L-histidin, 1,0 g L-
sistein, 2,0 g indirgenmis glutatyon, distile su ile 20 mI’'ye tamamlanip milipor
filtre ile sterilize edildi. Daha sonra SDB besiyeri hazirlanip, bir litre
besiyerine 20 g saponin ve 10 g tween-80 eklendi. Besiyerinin pH’s1 7,0 +

0,2’ye ayarlanip her 20 ml besiyerine 500 ul nétralizan eklenerek kullanildi.

Antifungal ilaglarin ve melatoninin sulandirimi: Sivi mikrodilisyon

yontemiyle ayni sekilde hazirlandi.

Maya stspansiyonlarinin hazirlanmasi: Test edilecek suslarin SDA’da
saf kultirleri elde edildikten sonra 24 saatlik kualtirinden birkag koloni
alinarak steril serum fizyolojik i¢cinde homojen suspansiyonu hazirlandi.
Suspansiyon vortekslendikten sonra bulanikhdi spektrofotometrik olarak 530
nm’de McFarland 1 (3x10® cfu/ml) bulanikligina ayarlandi. Daha sonra bu
suspansiyonun 1 ml'si 29 ml BHIB ile karnstinhp 30 kat sulandirilarak

yogunlugu 1x10” cfu/ml olan maya siispansiiyonu hazirlandi.

inokulasyon islemi: Biyofilm olusturmak amaciyla, hazirlanan maya
suspansiyonundan her bir kuyucuga 150 pl aktarilarak gikintili kapak kismi
bu mikroplak Uzerine yerlestirildi. Daha sonra c¢alkalayici tablada 9-16°
egimde ve dakikada 3-5 kez sallanacak sekilde 35°C’de 24 saat inklibe
edildi. Bagka bir 96 kuyucuklu mikroplakta, sivi mikrodilisyon ydntemiyle
ayni sekilde, her kuyucuga 100 pl L-glutamin iceren RPMI 1640 sivi besiyeri
eklendi; ardindan ilk kuyucuga 100 pl antifungal ilaglardan eklenerek cift kat
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sulandirimlari yapildi. inkilbasyon sonrasi biyofilm olusumu saglanmig
mikroplagin cikintili kapak kismi, antifungal ilaglarin sulandirimlarini iceren
plaga gegcirilerek 35°C’de 48 saat inkibe edildi. Daha sonra kapak kismi
steril serum fizyolojik ile iki kez yikandi ve her kuyucukta 200 ul antifungal
ilaglar igin ndtralizan etki gosteren besiyeri bulunan bir baska mikroplaga
kapatildi. Notralizan besiyeri ile biyofilm-antifungal kompleksinin iyice
karigsabilmesi igin, mikroplak, su igine batmasi engellenecek sekilde
ultrasonik temizleyiciye (Getinge, Sweden) yerlestirilerek 30 dakika inkibe
edildi. Ultrasonik temizleyicide inkibasyonu tamamlanan mikroplagin gikintili
kapagi cikarilarak yerine duz bir kapak kapatildi. Ayni iglemler melatonin

varliginda tekrar yapildi.

inkiibasyon ve MBEK degerlerinin saptanmasi: Mikroplaklar 35°C’de
48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, makroskobik olarak biyofilm
olusumunu durduran en dusuk ilag konsantrasyonu MBEK olarak

degerlendirildi (Sekil 9). Diren¢ profili sivi mikrodilisyon yontemiyle ayni

sekilde belirlendi.

Sekil 9. CBY ile MBEK tayini. A, B, C ve D sirasinda bulunan kuyucuklarda
sirasiyla amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin ve vorikonazol; E, F, G ve H

sirasinda ise bu antifungallerin melatonin ile kombiasyonlarinin 10. Sutuna
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kadar cift kat sulandirimlari mevcuttur. 11. sutun besiyeri kontrol, 12. sutun

ise mikroorganizma kontrol gukurlarini igermektedir.

3.6. istatistiksel Degerlendirme

Antifungal ilaglar ile melatoninin kombine edilmesinin elde edilen MIK
ve MBEK degerlerinde anlamli bir fark olusturup olusturmadigini analiz
etmek icin Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) programinin
15,0 sUrimidnde bulunan Wilcoxon eslestiriimis iki 6rnek testi; biyofilm
olusumu agisindan C. albicans ve non-albicans Candidalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigini analiz etmek i¢in Ki-Kare testi
kullanildi. P<0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda Dizce Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'nin
degisik kliniklerinden Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina gonderilen 6rneklerden

izole edilen 350 adet Candida susu degerlendirmeye alindi.

Calismaya dahil edilen 350 adet Candida susunun 121’i (% 34,5) idrar,
83’U (% 23,7) vajinal surlntl, 69’u (% 19,7) solunum, 62’si (% 17,7) kan, 10’u
(% 2,8) tirnak, 5’i (% 1,4) doku 6rneklerinden elde edildi.

Germ tlp testi, misir unu-tween 80 agardaki mikroskobik gérinim ve
Vitek 2 otomatize sistem yardimi ile tir dizeyinde tanimlanan 350 Candida
susundan 227’sinin (% 64,8) C. albicans, 55’inin (% 15,7) C. glabrata,
30’'unun (% 8,6) C. tropicalis, 19unun (% 5,4) C. parapsilosis, 9’unun (%
2,6) C. kefyr, 6’sinin (% 1,7) C. guilliermondii, 2’sinin (% 0,6) C. dubliniensis,
1’inin (% 0,3) C. krusei, 1’inin (% 0,3) C. lusitaniae oldugu saptandi. izole
edilen Candida turleri ile bu tarlerin 6rneklere gére dagihmi Tablo 3'te

gOsterildi.

Tablo 3. izole edilen Candida tiirleri ve tiirlerin érneklere gére dagilimi.

Candida Taru idrar VS Solunum Kan Tirnak Doku Toplam %

C. albicans 75 49 56 35 7 5 227 64,8
C. glabrata 17 30 4 3 1 - 55 15,7
C. tropicalis 21 2 3 2 2 - 30 8,6
C. parapsilosis 1 - - 18 - - 19 5,4
C. kefyr 2 1 3 3 - - 9 2,6
C. guilliermondii 4 1 - - - 6 1,7
C. dubliniensis - - 2 - - - 2 0,6
C. krusei - - 1 - - - 1 0,3
C. lusitaniae 1 - - - - - 1 0,3
Toplam 121 83 69 62 10 5 350 100

VS: Vajinal suruntu
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Calismaya dahil edilen drneklerin; 127’sl (% 36,3) poliklinik, 126’sl (%
36) servis, 97’sl (% 27,7) yodun bakim {nitesinden génderilmis érnekler olup
ayni hastaya ait tek bir ornek c¢alismaya dahil edildi. Candida turlerinin

kliniklere gbre dagilimi Tablo 4’te gosterildi.

Tablo 4. Candida turlerinin kliniklere gore dagilimi.

Candida Tur( P S YBU Toplam
C. albicans 73 87 67 227
C. glabrata 35 9 11 55
C. tropicalis 13 8 9 30
C. parapsilosis - 15 4 19
C. kefyr 3 5 1 9
C. guilliermondii 2 3 6
C. dubliniensis 1 i - 2
C. krusei - - 1 1
C. lusitaniae - - 1 1
Toplam 127 126 97 350

P: Poliklinik, S: Servis, YBU: Yogun bakim (nitesi.

MMP yontemi ile biyofilm formasyonu arastirilan 350 susun 34’Gnde
(% 9,7) biyofilm olusumu goézlendi. Bu 34 susun 19’unda zayif pozitif, 4’'Unde
orta pozitif, 11’inde kuvvetli pozitif biyofilm olusumu tespit edildi ve suslarin
8’inin poliklinik, 20’sinin servis, 6’sinin yogun bakim Unitesi kokenli oldugu
g6zlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Biyofilm olusumunun kliniklere gére dagilimi.

Klinikler Zayif Pozitif Orta Pozitif Kuvvetli Pozitif Toplam
Poliklinik 4 1 3 8
Servis 11 3 6 20
YBU 4 - 2 6
Toplam 19 4 11 34

YBU: Yogun bakim Unitesi
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Biyofilm olusumunun Candida turlerine gére dagilimi ise Tablo 6’da
gosterildi. Tur dizeyinde incelendiginde C. albicans’ta biyofilm olusumu %
2,6, Non-albicans Candida turlerinde ise % 22,7 olarak saptandi. Biyofilm
olusturma agisindan iki grup karsilasgtirildiginda p:0,001 olarak tespit edildi ve
istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark bulundu. Non-albicans Candida
turleri arasinda en sik biyofilm olusumu % 50 oranla C. guilliermondii’de
goruldu. Bunu C. kefyr (% 44,4), C. tropicalis (% 40), C. parapsilosis (% 15,7)
ve C. glabrata (% 10,9) izledi. C. dubliniensis, C. krusei ve C. lusitaniae

turlerinde biyofilm olusumu gozlenmedi.

Tablo 6. Biyofilm olusumunun Candida turlerine gore dagilimi.

Candida Tura (n) Zayif Pozitif Orta Pozitif Kuvvetli Pozitif Toplam(%)

C. albicans (227) 3 1 2 6 (2,6)
C.glabrata (55) 5 1 - 6 (10,9)
C. tropicalis  (30) 4 2 6 12 (40)
C.parapsilosis (19) 2 - 1 3 (15,7)
C. kefyr (9) 3 - 1 4 (44,4)
C. guilliermondii(6) 2 - 1 3 (50)
C. dubliniensis (2) - - - -

C. krusei (2) - - - -

C. lusitaniae (1) - - - -
Toplam (350) 19 4 11 34 (9,7)

Biyofilm formasyonu goérilen 34 susun 13’Unun idrar, sekizinin kan,
sekizinin solunum, dordundn vajinal suruntd, birinin tirnak érneklerinden izole
edilen Candida turleri oldugu saptandi. Ornekler tek tek degerlendirildiginde
en sik kan kultarlerinde (% 12,9) biyofilm olusumu tespit edildi, bunu solunum
(% 11,5), tirnak (% 10), idrar (% 5,8) ve vajinal suruntu (% 4,8) ornekleri takip

etti. Doku drneklerinde biyofilm olusumu gézlenmedi. (Tablo 7).
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Tablo 7. Biyofilm olusumunun 6rneklere gore dagilimi.

Ornek TUri (n) Biyofilm Olugturan Suslar (%)
idrar (221) 13 (5,8)

Vajinal surtnti  (83) 4 (4,8)

Solunum (69) 8 (11,5)

Kan (62) 8 (12,9)

Tirnak (20) 1(10)

Doku (5) -

Toplam (350) 34 (9,7)

Orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmig, G¢ C. albicans,
sekiz C. tropicalis ve birer adet C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr ve C.
guilliermondii olmak tzere toplam 15 susun planktonik formunda amfoterisin
B, flukonazol, vorikonazol ve kaspofungin tek basina ve melatonin ile
kombinasyonlarinin MiK degerleri CLSI M27-A3 kriterlerine uygun olarak sivi
mikrodiltisyon yéntemi ile arastirildi. Saptanan MIK degerleri Tablo 8, 9, 10

ve 11’de gosterildi.

Amfoterisin B’ye karsl in vitro duyarlihdin arastiriimasinda sivi
mikrodiliisyon ydntemiyle saptanan MIK degerleri, C. albicans suslarinda
0,125 pg/ml, 0,06 ug/ml ve 0,03 pg/ml olarak saptandi; melatonin varliginda
MiK degerlerinde degisklik olmadi. C. tropicalis suslarinin birinde 0,25 pg/ml,
ikisinde 0,125 pg/ml, ikisinde 0,06 ug/ml ve Uglnde 0,03 pg/ml olarak
saptandi; melatonin varliginda MiK degeri 0,06 ug/ml olan suslardan birinde
0,03 ug/ml’ye dislts gozlendi. C. kefyr susunda 0,125 ug/ml, C. glabrata, C.
parapsilosis ve C. guiliermondii suglarinda ise 0,03 pg/ml olarak saptandi;
melatonin varliginda MiK degerlerinde degisklik olmadi. Amfoterisin B igin
belirlenmis bir sinir deger olmasa da MiK degerleri <0,25 pg/ml oldugu igin

tum suslar duyarl olarak degerlendirildi.
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Tablo 8. Candida tirlerinin sivi mikrodiliisyon ydntemi ile saptanan MiK

degerleri.

Suglar (n) Antifungal MIK Arahg: Melatonin Varhiginda
ilaglar (ug/ml) MiK Araligi (ug/ml)

C. albicans (3) Amfoterisin B 0,03-0,125 0,03-0,125
Flukonazol 2 0,5-1
Vorikonazol 0,06-2 0,06-0,125
Kaspofungin 0,06-32 0,06-8

C. tropicalis (8) Amfoterisin B 0,03-0,25 0,03-0,25
Flukonazol 0,5-16 0,25-4
Vorikonazol 0,03-0,25 0,03-0,125
Kaspofungin 0,06-0,25 0,06-0,125

Diger Turler* (4) Amfoterisin B 0,03-0,125 0,03-0,125
Flukonazol 1-4 0,5-4
Vorikonazol 0,03-0,125 0,03-0,125
Kaspofungin 0,06-32 0,06-8

*C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii

Flukonazole karsi in vitro duyarlihigin arastinimasinda sivi
mikrodillisyon ydntemiyle saptanan MiK degerleri, (i¢ C. albicans susunda da
2 pg/ml olarak saptandi; melatonin varhginda ikisinde 1 pg/ml, birinde ise 0,5
Mg/ml’ye dusus gozlendi. C. tropicalis suslarinin birinde 16 ug/ml, tglinde 4
pg/ml, birinde 2 ug/ml, birinde 1 pg/ml, ikisinde ise 0,5 ug/ml olarak saptandi;
MIK degeri 16 pg/ml olan C. tropicalis susu doza bagimli duyarli olarak tespit
edildi ve melatonin varliginda 2 pg/ml’ye dusius goézlenerek duyarh hale geldi,
ayrica MiK degeri 4 ug/ml olan suslardan birinde 2 pg/ml'ye, 2 ug/ml olanda
1 pyg/ml’ye, 1 ug/ml olanda 0,5 ug/mlye, 0,5 pg/ml olan iki susta ise 0,25
pMg/ml'ye dusis gozlendi. C. kefyr ve C. glabrata suslarinda 4 ug/mi, C.

parapsilosis susunda 2 pg/ml, C. guilliermondii susunda ise 1 ug/ml olarak
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saptandi; melatonin varliginda C. kefyr ve C. guilliermondiide birer dilisyon

dusus gozlenerek yeni degerler sirasiyla 2 pg/ml ve 0,5 pg/ml olarak
kaydedildi.

Tablo 9. C. albicans suslarinin dért antifungal igin MIK degerleri.

Sus  Antifungal MiK Duyarhlik Melatonin Duyarhlik
No llaglar Degeri Profili Varliginda MiIK  Profili
(Mg/ml) Degeri (ug/ml)

1 Amfoterisin B 0,06 S 0,03 S
Flukonazol 2 S 1 S
Vorikonazol 0,125 S 0,06 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

2 Amfoterisin B 0,125 S 0,125 S
Flukonazol 2 S 1 S
Vorikonazol 2 SDD 0,125 S
Kaspofungin 32 R 8 R

3 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 2 S 0,5 S
Vorikonazol 0,06 S 0,06 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

R: Direngli. S: Duyarli. SDD: Doza bagimh duyarli.
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Tablo 10. C. tropicalis suslarinin dort antifungal icin MiK degerleri.

Sus No  Antifungal ilaglar MIK Degeri Duyarlilik Melatonin Varliginda Duyarlilik
(ug/ml) Profili MIK Degeri (pg/ml) Profili
1 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 4 S 4 S
Vorikonazol 0,125 S 0,03 S
Kaspofungin 1 R 0,125 S
2 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 0,5 S 0,25 S
Vorikonazol 0,03 S 0,03 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S
3 Amfoterisin B 0,25 S 0,25 S
Flukonazol 16 SDD 2 S
Vorikonazol 0,25 S 0,125 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S
4 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 0,5 S 0,25 S
Vorikonazol 0,03 S 0,03 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S
5 Amfoterisin B 0,125 S 0,125 S
Flukonazol 4 S 2 S
Vorikonazol 0,125 S 0,06 S
Kaspofungin 0,25 S 0,125 S
6 Amfoterisin B 0,06 S 0,03 S
Flukonazol 1 S 0,5 S
Vorikonazol 0,06 S 0,06 S
Kaspofungin 0,125 S 0,06 S
7 Amfoterisin B 0,125 S 0,125 S
Flukonazol 2 S 1 S
Vorikonazol 0,125 S 0,125 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S
8 Amfoterisin B 0,06 S 0,06 S
Flukonazol 4 S 4 S
Vorikonazol 0,25 S 0,06 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

R: Direngli. S: Duyarli. SDD: Doza bagimli duyarl.
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Vorikonazole kargi in vitro duyarlihdin arastirlmasinda sivi
mikrodiliisyon yéntemiyle saptanan MiK degerleri, C. albicans suslarinda 2
pg/ml, 0,125 pg/ml, 0,06 ug/ml olarak saptandi; MiK degeri 2 pg/ml olan sus
doza bagimh duyarli olarak degerlendirildi ve melatonin varliginda 0,125
ug/ml'ye disis gozlenerek duyarli hale geldi, ayrica MiK degeri 0,125 pg/ml
olan susta 0,06 ug/ml’ye disus gozlendi. C. tropicalis suslarinin ikisinde 0,25
pg/ml, Gglnde 0,125 ug/ml, birinde 0,06 pg/ml, ikisinde ise 0,03 ug/ml olarak
saptandi; melatonin varliginda MiK degeri 0,25 pg/ml olan iki sustan birinde
0,125 pg/ml'ye, digerinde 0,06 pg/ml'ye, MIK degeri 0,125 pg/ml olan iki
sustan birinde 0,06 ug/ml'ye, digerinde 0,03 ug/ml'ye disis gdézlendi. C.
glabrata ve C. parapsilosis suslarinda 0,06 pg/ml, C. kefyr susunda 0,125
pg/ml ve C. guilliermondii susunda 0,03 ug/ml olarak saptandi; melatonin
varliginda MiK degeri 0,06 pug/ml olan C. glabrata susunda 0,03 pg/mlye
dusus gozlendi.

Kaspofungine kargi in vitro duyarlligin arastirlmasinda sivi
mikrodiliisyon ydntemiyle saptanan MIK degerleri, C. albicans suslarinin
birinde 32 pg/ml, ikisinde ise 0,06 pug/ml olarak saptandi, MiK degeri 32 pg/ml
olan sus direncli olarak degerlendirildi ve melatonin varliginda 8 pg/mlye
disus gozlendi. C. tropicalis suslarinin besinde 0,06 ug/ml, diger tGgunde ise
1 pg/ml, 0,25 pg/ml ve 0,125 ug/ml olarak saptandi; MiK degeri 1 ug/ml olan
sus direngli olarak degerlendirildi ve melatonin varliginda 0,125 ug/ml’ye
diisiis gozlenerek duyarli hale geldi; ayrica MiK degeri 0,25 ug/ml olanda
0,125 pg/ml'ye ve 0,125 ug/ml olanda ise 0,06 ug/ml'ye disus gozlendi. C.
kefyr susunda MIK degeri 32 pg/ml olarak saptandi ve direncli olarak
degerlendirildi, melatonin varliginda ise 8 ug/ml'ye disius gozlendi; birer adet
C. glabrata, C. parapsilosis ve C. guilliermondii suglarinda ise 0,06 pg/ml

olarak saptandi ve melatonin varliginda MiK degerlerinde degisiklik olmadi.
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Tablo 11. Diger Candida tiirlerinin dért antifungal icin MiK degerleri.

Sus  Antifungal MIK Degeri Duyarllik Melatonin Duyarlihk
No llaglar (ug/ml) Profili Varhiginda MIK  Profili
Degeri (ug/ml)

1 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 4 S 4 S
Vorikonazol 0,06 S 0,03 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

2 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 2 S 2 S
Vorikonazol 0,06 S 0,06 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

3 Amfoterisin B 0,125 S 0,125 S
Flukonazol 4 S 2 S
Vorikonazol 0,125 S 0,125 S
Kaspofungin 32 R 8 R

4 Amfoterisin B 0,03 S 0,03 S
Flukonazol 1 S 0,5 S
Vorikonazol 0,03 S 0,03 S
Kaspofungin 0,06 S 0,06 S

1. C. glabrata, 2. C. parapsilosis, 3. C. kefyr, 4. C. guilliermondii.
R: Direngli. S: Duyarl.

Calisilan bitin suslar, amfoterisin B icin MiK degeri <0,25 pg/ml
oldugu igin duyarl olarak degerlendirilirken; idrar 6rneginden izole edilen C.
tropicalis suglarindan biri flukonazole kargi doza bagimli duyarl, balgam
orneginden izole edilen bir C. albicans susu da vorikonazole karsi doza

bagimh duyarl ve kaspofungine direngli, birer adet C. tropicalis (idrar) ve C.
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kefyr (balgam) susu ise kaspofungine karsl direngli olarak saptandi.
Antifungallere kargi doza bagimh duyarli ve direngli olan suslarin hepsinde,
melatonin varliginda MiK degerlerinde diisiis gdzlendi. Sadece kaspofungine
direngli olan suslardan iki tanesi MiK degeri diismesine ragmen halen direncli
olarak degerlendirilirken; diger doza bagiml duyarh ve direngli suslar duyarli

hale geldi.

Melatonin varliginda 15 susun 11’inde olmak uzere en fazla flukonazol
MIK degerlerinde dustis gdzlendi. Bunu vorikonazol (yedi), kaspofungin (bes)
ve amfoterisin B (iki) izledi. Flukonazol ile diger antifungaller, melatonin
variginda MIK degerlerinde gériilen dislis acisindan karsilastirildiginda
p:0,008 olarak tespit edildi ve istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark
saptandi. C. parapsilosis disinda kalan tum suslarda en az bir antifungal

ilacin MiK degerinde degisiklik gdzlendi.

Melatonin varliginda MIK degerlerinde goriillen disls acgisindan
antifungal ajanlar tek tek karsilastirildiginda; amfoterisin B’nin tek basina ve
melatonin ile kombinasyonu sonucu elde edilen MIK degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, diger (¢ antifungalin MiK

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir dusus gorulda.

Orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmis, t¢ C. albicans,
sekiz C. tropicalis ve birer adet C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr ve C.
guilliermondii olmak Uzere toplam 15 susun biyofilm olusturmus formunda
amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve kaspofungin tek basina ve
melatonin ile kombinasyonlarinin MBEK degerleri CBY kullanilarak MBEC
Assay™ for High-throughput Screening testi ile Uretici firmanin Onerileri
dogrultusunda arastirildi. Saptanan MBEK degerleri Tablo 12, 13, 14, 15 ve
16’da gosterildi.
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Tablo 12. Candida turlerinin CBY ile saptanan MBEK degerleri.

Suglar (n) Antifungal MBEK Arahgi Melatonin Varliginda

llaglar (ug/ml) MBEK Arali§i
(Hg/ml)

C. albicans (3) Amfoterisin B >16 8->16
Flukonazol 16 - >128 16 - >128
Vorikonazol 8 ->16 8-16
Kaspofungin 16 - >32 16

C. tropicalis (8) Amfoterisin B 16 - >16 4->16
Flukonazol 128 - >128 32->128
Vorikonazol 4->16 2->16
Kaspofungin 8->32 8->32

Diger Turler* (4) AmfoterisinB 16 - >16 4 ->16
Flukonazol 32->128 32->128
Vorikonazol 0,125 - 16 0,06 - 16
Kaspofungin 32 ->32 4 ->32

*C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii.

Amfoterisin B’ye karsi biyofilm varliginda duyarlihgin arastirimasinda
CBY ile saptanan MBEK degerleri, C. albicans suglarinda >16 pg/ml olarak
tespit edildi; melatonin varliginda iki susta 8 ug/ml'ye dusts goézlendi. C.
tropicalis suslarinin altisinda >16 ug/ml, ikisinde 16 ug/ml olarak belirlendi;
melatonin varliginda MBEK degeri >16 pg/ml olan suslardan birinde 8 ug/ml,
16 pg/ml olanda ise 4 ug/ml'ye dusus gozlendi. C. glabrata, C. parapsilosis
ve C. kefyr suslarinda >16 olarak saptandi; melatonin varliginda sadece C.
parapsilosis MBEK degerinde >16 ug/ml'den, 16 ug/ml’'ye disus gozlendi. C.
guilliermondii susunda ise 16 ug/ml olarak belirlendi; melatonin varliginda 4
pMg/ml'ye dusus tespit edildi. Amfoterisin B igin belirlenmis bir sinir deger
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olmasa da MBEK degerleri ¢ok yuksek oldugu igin butin suslar direncli

olarak degerlendirildi.

Tablo 13. C. albicans suslarinin dort antifungal igcin MBEK degerleri.

Susg Antifungal MBEK Duyarliik Melatonin Duyarlilik
No ilaglar Degeri Profili Varlhiginda Profili
(Mg/ml) MBEK Degeri
(ug/ml)

1 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol >16 R >16 R
Kaspofungin 32 R 16 R

2 Amfoterisin B >16 R 8 R
Flukonazol >128 R 64 R
Vorikonazol 8 R 8 R
Kaspofungin  >32 R 16 R

3 Amfoterisin B >16 R 8 R
Flukonazol 16 SDD 16 SDD
Vorikonazol >16 R 8 R
Kaspofungin 16 R 16 R

SDD: Doza bagimh duyarl. R: Direngli.

Flukonazole karsi biyofilm varliginda duyarhligin arastiriimasinda CBY

ile saptanan MBEK degerleri, C. albicans suslarinin ikisinde >128 ug/ml,

birinde 16 pg/ml olarak belirlendi; melatonin varliginda MBEK degeri >128

Mg/ml olan suslardan birinde 64 pg/ml'ye disus gozlendi. C. tropicalis

suslarinin yedisinde MBEK degeri >128 pg/ml, birinde 128 pg/ml olarak

saptandi; melatonin varhginda MBEK degeri >128 pg/ml olan suslardan

ikisinde 32 pg/ml'ye dusis gozlenerek doza bagimh duyarl hale geldi. C.

glabrata ve C. kefyrde >128 pg/ml olarak saptanan MBEK degeri, C.
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parapsilosis ve C. guilliermondii’de 32 ug/ml olarak tespit edildi; melatonin
varliginda sadece C. kefyr'in MBEK degerinde 32 ug/ml’ye disus goézlenerek
doza bagmli duyarli olarak rapor edildi. On bes susun tamami
degerlendirildiginde melatonin yokken MBEK degeri 16 ug/ml olan bir C.
albicans ve 32 ug/ml olan C. parapsilosis ve C. guilliermondii suglari doza

bagimli duyarl, diger susglar direngli olarak degerlendirildi.

Vorikonazole karsi biyofilm varliginda duyarlihdin arastiriimasinda
CBY ile saptanan MBEK degerleri, C. albicans suslarinin ikisinde >16 ug/ml,
birinde 8 ug/ml olarak tespit edildi; melatonin varliginda MBEK degeri >16
pg/ml olan iki susta sirasiyla 16 pg/ml ve 8 ug/ml'ye disus goézlendi. C.
tropicalis suslarinin Ggtinde >16 pg/ml, Gglnde 16 ug/ml, ikisinde 4 pg/ml
olarak saptandi; melatonin varliginda MBEK degeri >16 olan iki susta
sirasiyla 2 pg/ml ve 16 ug/ml'ye, 16 ug/ml olan susta ise 4 ug/mlye disuis
g6zlendi. MBEK degeri 2 ug/ml'ye disen sus doza badimli duyarli olarak
degerlendirildi. C. glabrata ve C. kefyr'de 16 pg/ml, C. parapsilosis'te 8, C.
guilliermondir’de 0,125 pug/ml olarak saptanan MBEK degerlerinde, melatonin
varhginda C. parapsilosis'te 4 pg/ml, C. guilliermondii'de 0,03 pg/ml'ye
geriledi. On bes susun tamami degerlendirildiginde melatonin yokken sadece
MBEK degeri 0,125 ug/ml olan C. guilliermondii duyarli, diger suslar direncli
olarak kabul edildi.

Kaspofungine kargi biyofilm varliginda duyarhihdin arastirimasinda
CBY ile saptanan MBEK degerleri, C. albicans suslarinda >32 pg/ml, 32
Mg/ml ve 16 ug/ml olarak belirlendi, melatonin varliginda MBEK degeri >32
Mg/ml ve 32 ug/ml olan suglarda 16 pg/ml’'ye disis gozlendi. C. tropicalis
suslarinin doérdunde >32 pg/ml, Ugtiinde 32 ug/ml ve birinde 8 ug/ml olarak
tespi edildi, melatonin varhginda MBEK degeri >32 ug/ml olan suslarin
ikisinde ve 32 pg/ml olan suslarin Uglinde 16 pg/ml'ye dusus gozlendi. C.
glabrata, C. kefyr ve C. guilliermondiide >32 pg/ml, C. parapsilosis'te 32
pMg/ml olarak degerlendirilen MBEK degerinde; melatonin varliginda C.
kefyrde 16 ug/ml'ye, C. guilliermondii’de 4 ug/ml’'ye ve C. parapsilosis’te 8

Mg/ml’ye disits gézlendi. Suslarin tamami direncli olarak degerlendirildi.
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Tablo 14. C. tropicalis suglarinin dort antifungal icin MBEK degerleri.

Sus Antifungal ilaglar MBEK Degeri Duyarlihk Melatonin Varliginda Duyarlilik

No (ug/ml) Profili MBEK Degeri (ug/ml) Profili

1 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol >16 R >16 R
Kaspofungin >32 R >32 R

2 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol 16 R 16 R
Kaspofungin 32 R 16 R

3 Amfoterisin B 16 R 4 R
Flukonazol >128 R 32 SDD
Vorikonazol >16 R SDD
Kaspofungin 8 R R

4 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol 16 R 16 R
Kaspofungin 32 R 16 R

5 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol >16 R 16 R
Kaspofungin >32 R 16 R

6 Amfoterisin B >16 R 8 R
Flukonazol >128 R 32 SDD
Vorikonazol 4 R 4 R
Kaspofungin 16 R 16 R

7 Amfoterisin B 16 R 16 R
Flukonazol 128 R 128 R
Vorikonazol 4 R 4 R
Kaspofungin 32 R 16 R

8 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol 16 R 4 R
Kaspofungin >32 R >32 R

SDD: Doza bagiml duyarl. R: Direngli.
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Tablo 15. Diger Candida turlerinin dort antifungal icin MBEK degerleri.

Sus Antifungal MBEK Duyarlihk  Melatonin Duyarlihk
No llaglar Degeri(ug/ml)  Profili Varliginda Profili
MBEK Degeri
(ug/ml)

1 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R >128 R
Vorikonazol 16 R 16 R
Kaspofungin  >32 R >32 R

2 Amfoterisin B >16 R 16 R
Flukonazol 32 SDD 32 SDD
Vorikonazol 8 R R
Kaspofungin 32 R R

3 Amfoterisin B >16 R >16 R
Flukonazol >128 R 32 SDD
Vorikonazol 16 R 16 R
Kaspofungin  >32 R 16 R

4 Amfoterisin B 16 R 4 R
Flukonazol 32 SDD 32 SDD
Vorikonazol 0,125 S 0,06 S
Kaspofungin  >32 R 4 R

1. C. glabrata, 2. C. parapsilosis, 3. C. kefyr, 4. C. guilliermondii.
R: Direngli. S: Duyarli. SDD: Doza bagimli duyarl.
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Tablo 16. Antifungallerin tek basina melatonin ile kombinasyonlari sonucu elde edilen MiK ve MBEK degerleri.

Candida Tiiri MiK MBEK Biyofilm
A A+M F F+M \% V+M K K+M A A+tM  F F+M \% V+M K K+M
C. albicans 0,06 0,03 2 1 0,125 0,06 0,06 0,06 >16 >16 >128 >128 >16 16 32 16 +++
C. albicans 0,125 0,125 2 1 2 0,125 32 8 >16 8 >128 64 8 8 >32 16 +++
C. albicans 0,03 0,03 2 0,5 0,06 0,06 006 0,06 >16 8 16 16 >16 8 16 16 ++
C. tropicalis 0,03 0,03 4 4 0,125 0,03 1 0,125 | >16 >16 >128 >128 >16 >16 >32 >32 +++
C. tropicalis 0,03 0,03 05 0,25 0,03 0,03 0,06 0,06 >16 >16 >128 >128 16 16 32 16 ++
C. tropicalis 0,25 0,25 16 2 0,25 0,125 0,06 0,06 16 4 >128 32 >16 2 8 8 +++
C. tropicalis 0,03 0,03 05 0,25 0,03 0,03 006 0,06 >16 >16 >128 >128 16 16 32 16 ++
C. tropicalis 0,125 0,125 4 2 0,125 0,06 0,25 0,125 | >16 >16 >128 >128 >16 16 >32 16 +++
C. tropicalis 0,06 0,03 1 0,5 0,06 0,06 0,125 0,06 >16 8 >128 32 4 4 >32 16 +++
C. tropicalis 0,125 0,125 2 1 0,125 0,125 0,06 0,06 16 16 128 128 4 4 32 16 +++
C. tropicalis 0,06 0,06 4 4 0,25 0,06 0,06 0,06 >16 >16 >128 >128 16 4 >32 >32 +++
C. parapsilosis 0,03 0,03 2 2 0,06 0,06 0,06 0,06 >16 16 32 32 8 4 32 8 +++
C. kefyr 0,125 0,125 4 2 0,125 0,125 32 8 >16 >16 >128 32 16 16 >32 16 +++
C. guilliermondii 0,03 0,03 1 0,5 0,03 0,03 006 0,06 16 4 32 32 0,125 0,06 >32 4 +++
C. glabrata 0,03 0,03 4 4 0,06 0,03 006 0,06 >16 >16 >128 >128 16 16 >32 >32 ++
A: Amfoterisin B, F: Flukonazol, K: Kaspofungin, M: Melatonin, V: Vorikonazol.
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Amfoterisin B MBEK degeri 216 pg/ml oldugu igin 15 susun tamami
amfoterisin B’ye direngli olarak saptanirken; flukonazole suslarin G¢l doza
bagimh duyarli (C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii), digerleri
direncli; vorikonazole sadece C. guilliermondii duyarl, digerleri direngli;
kaspofungine ise tum suslar direncli olarak degerlendirildi. Tum antifungaller
icin, melatonin varliginda MBEK degerlerinde dusus gozlense de sadece
flukonazol MBEK degeri >128 pg/ml olup direngli olarak degerlendirilen g
susun (iki C. tropicalis, bir C. kefyr) MBEK degeri 32 pg/ml’ye ve vorikonazol
MBEK degeri 16 ug/ml olup direngli olarak degerlendirilen bir C. tropicalis
susunun MBEK degeri 2 pg/ml'ye dugserek doza bagimli duyarh hale geld;;

ancak diger suslarin direng profilinde degisiklik olmadi.

Melatonin varliginda 15 susun 10’'unda olmak Uuzere en fazla
kaspofungin MBEK degerlerinde duslts goézlendi. Bunu amfoterisin B (yedi),
vorikonazol (yedi) ve flukonazol (bes) izledi. Antifungaller, melatonin
varhginda MBEK degerlerinde gorulen dusus acgisindan karsilastirildiginda
p:0,33 olarak tespit edildi ve istatistiksel olarak aralarinda anlamlh bir fark
saptanmadi. C. tropicalis suslarindan biri ve C. glabrata disinda kalan tim

suslarda en az bir antifungal ilacin MBEK degerinde degisiklik gdzlendi.

Melatonin varliginda MBEK degerlerinde goérulen dusus agisindan
antifungal ajanlar tek tek karsilastirildiginda; flukonazollin tek basina ve
melatonin ile kombinasyonu sonucu elde edilen MBEK degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, diger U¢ antifungalin MBEK

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir dusus gorulda.

91



5. TARTISMA

Saglikli bireylerde gastrointestinal sistem, Ust solunum yollari, vajen ve
derinin normal flora elemani olarak bulunabilen Candida tirleri, immun
sistemi baskilanmigs kisilerde firsat¢i enfeksiyonlara neden olmaktadir (234).
Candida suslarinin genotiplendirmesi esas alinarak yapilan c¢alismalarda,
pek ¢ok ciddi kandidoz olgusundan endojen kolonizasyonun sorumliu oldugu
gOsterilmigtir (235). Ancak saglik c¢alisanlarinin cildinde tasinip insandan
insana gegis ile hastane ortamindan da kazanilabilir. Saglam deri, Candida
tiirlerinin invazyonunu énleyen en etkili bariyerdir. intravaskiiler kateter, yanik
ve Ulserasyon gibi cildin butunlugunt bozan herhangi bir durum, saglikli
bireylerde bile, cildin bu bariyer etkisini ortadan kaldirmaktadir. Ayrica
antimikrobiyal ajan  kullanimi,  gastrointestinal kanaldaki  bakteriyel
mikrofloray1 elimine ederek mantarlarin secilip ¢ogalmasina ve sonucta
hastanede yatan hastada invaziv hastalik olusumuna yol agmaktadir (236).
Fungal enfeksiyonlarda ilk sirayr C. albicans almakla birlikte, antifungal
tedaviye daha zor yanit veren C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae, C. krusei gibi turlerle karsilasma orani giderek artmaktadir. Bu
nedenle tirlerin identifikasyonu ve direng profillerinin belirlenmesi 6nem
tasimaktadir (237).

Mantarlar Okaryotik hucre yapisinda olduklar i¢cin bu etkenlerle
olusabilecek enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek sinirli sayida ilag
mevcuttur. Son yillarda antifungal ila¢g segeneklerinde artis olmasina ragmen,
bu ilaglarin sinirl etki spektrumlari veya ciddi toksik yan etkileri nedeniyle
invaziv fungal enfeksiyonlarin tedavisinde hala sorunlar yasanmakta ve
yuksek mortalite oranlari goézlenmektedir. Son zamanlarda Candida
enfeksiyonlarinin patogenezini agiklamak ve Candida turlerine kargi yeni ilag
gelistirmek amaci ile yapilan galismalarda, konaga ait savunma sistemlerinin
yani sira Candida turlerine ait virulans faktorlerinin de énemi belirtiimektedir
(238). Ozellikle biyofilm varhginda Candida tirlerinin tedavisi oldukga
zorlagmaktadir. Cunkd biyofilm mikroorganizmalarin fiziksel veya kimyasal

etkilerle ylzeylerden kopmalarina engel olarak kolonizasyon olusumuna,
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konak immun sistemine ve antimikrobik ajanlara kargi direng gelistirmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle yeni antifungal ilag gelistirme c¢alismalari

onem kazanmaktadir.

Gastrointestinal sistem, Ust solunum yollari, vajen ve derinin normal
flora elemani olarak bulunan Candida cinsi mayalar, mukozal
kolonizasyondan, multiorgan tutulumuna kadar genis bir yelpazede yer alan

enfeksiyonlara neden olabilirler.

Dunya c¢apinda yapilan ¢alismalara bakildiginda Johnson ve ark.’nin
(239) 1763 adet Candida’ya karsi vorikonazol, itrakonazol, flukonazol ve
amfoterisin B’nin in vitro aktivitelerini arastirdiklari ¢alismada, érneklerin %
72’sinin kan ve kateter, % 8’inin orofarinks, % 6’sinin idrar, % 4’Gnln
abdominal organ, % 3’Unun oOzofagus, % 3’Unlin doku, %Z2’sinin
bronkoalveolar lavaj, % 1,5’inin biyopsi, % 0,5’inin fegces kaynakli oldugunu
bildirmiglerdir. Diekema ve ark. (240) ise Kuzey ve Latin Amerika, Avrupa,
Asya ve Pasifik Ulkelerinden toplanan 7191 adet Candida ile yaptiklar
calismada, orneklerin % 65’inin kan, % 10’unun doku, % 9’unun apse, %
6’sinin periton sivivsi, % 10unun diger orneklerden olustugunu rapor

etmislerdir.

Ulkemizde yapilan galismalar incelendiginde ise Oksiiz ve ark. (241)
farkh Candida turlerindeki fosfolipaz ve proteinaz aktivitesini arastirdiklari
calismada orneklerin % 24’Gnun idrar, % 23’Gnun feces, % 21’inin solunum,
% 18'inin oral, % 14’Gnin deri kaynakli oldugu bildiriimis olup baska bir
calismada ise orneklerin % 41’i kan, % 20’si idrar, % 19’u solunum, % 12’si
yara, % 8‘i BOS ve periton olarak raporlanmigtir (242). Temiz ve ark.’nin
(243) galismasinda ise orneklerin % 54’G yara, % 33’U idrar, % 7’si kan, %
6’s1 ise balgam olarak tespit edilmistir. Yatan hasta 6rneklerinden izole edilen
Candida izolatlarinin incelendigi bir calismada ise érneklerin % 64°U idrar, %
20’si kan, %8'’i solunum, % 3’0 yara, % 5'i diger 6rnekler olarak bildirilmistir
(244). Cekin ve ark.’nin (245) yaptigi bir galismada 6rneklerin % 46’si idrar,
% 37’si kan, % 11’i balgam, % 5'’i apse, % 1’i diger érnekler olarak; baska bir
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calismada orneklerin % 65’i idrar, % 24°G kan, % 9u solunum, % 2’si yara

kaynakli olarak rapor edilmistir (246).

Calismamiza dahil ettigimiz 350 adet Candida susunun % 34,5’i idrar,
23,7’si vajinal suruntu, % 19,7’si solunum, % 17,7’si kan, % 2,8’si tirnak ve %
1,4’0 doku érneklerinden elde edilmigtir. Literatlire baktigimizda elde ettigimiz
verilerin diger calismalarla kismen uyumlu oldugu belirlenmigtir. Bu kismi
uyumun nedeni ise galismamiza servis ve yogun bakimdan gelen 6rneklere
ilave olarak poliklinikten gelen orneklerin de dahil edilmesinin etkisi

olabilecegi dusunulmusgtar.

Gunumuzde Candida enfeksiyonlarinin hizla arttigi bilinmektedir ve tur
tayini yapmak ampirik tedavi icin dnem arz etmektedir (247). Candida’larin
neden oldugu enfeksiyonlarda, C. albicans en sik izole edilen tir olmakla
birlikte; son yillarda non-albicans Candida tirlerinin sikhginda da bir artis

oldugu yapilan ¢alismalar sonucu gdsterilmistir (246).

Dinya capinda yapilan calismalar incelendiginde Johnson ve ark.
(239) calismalarinda 1763 Candida susunu, % 51,4 C. albicans, % 16,4 C.
glabrata, % 13,7 C. tropicalis, % 10,2 C. parapsilosis, % 2,4 C. krusei ve %
2,4 diger non-albicans Candida tirleri olarak tespit etmislerdir. Candida
turlerine kargi vorikonazol etkisinin kuresel degerlendirmesinin arastirildigi bir
calismada ise tur dagihmi % 53 C. albicans, % 14 C. glabrata , % 14 C.
parapsilosis, % 12 C. tropicalis, % 3 C. krusei ve % 4 C. lusitaniae, C.
guilliermondii, C. kefyr, C. dubliniensis, C. lipolytica, C. rugosa, C.
zeylanoides ve C. intermedia turlerini de iceren diger non-albicans
Candida’lar olarak tanimlanmigtir (240). Lovero ve ark.’nin (248) yenidogan
yogun bakim unitesinde kandidemi epidemiyolojisini arastirdiklari ¢alismada
orneklerin % 47’si C. albicans, % 44°G C. parapsilosis, % 5’i C. guilliermondii,
% 4’0 C. glabrata olarak tespit edilmigtir. Erigkin hastalarda kandidemi
etkenlerinin arastirildigi baska bir ¢galismada ise en sik dort etken olarak C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis izole edilmistir (249).
Kim ve ark.’nin (250) 2508 sus ile yaptiklari galismada tir dagihmi % 48,6 C.
albicans, % 16,6 C. glabrata, % 12,2 C. utilis, % 12 C. tropicalis, % 4,6 C.
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parapsilosis, % 6 diger non-albicans Candida’lar seklinde raporlanmigtir.
Global antifungal surveyans programi c¢ergevesinde Pfaller ve ark.’nin
(251,252) 2004 ve 2009 yillarinda yaptiklari iki ayri ¢alismada da en sik
olarak C. albicans C. tiropicalis C. parapsilosis ve C. glabrata turleri izole

edilmistir.

Ulkemizde yapilan galismalar incelendiginde ise Caliskan ve ark.’nin
(253) kan kultulerinden izole ettikleri 58 Candida susu ile yaptiklari calismada
suslarin % 57’si C. albicans, % 14’0 C. parapsilosis, % 14’0 C. tropicalis, %
10’u C. glabrata, % 5’i C. guilliermondii olarak saptanmistir. Kan kulturlerinin
incelendigi baska bir calismada ise 97 susun % 68’i C.albicans, % 15'i C.
parapsilosis, % 9’u C. glabrata, % 4’0 C. krusei, % 3’0 C. tropicalis ve % 1’i
C. pelliculosa olarak tanimlanmistir (254). Aydemir ve ark.’nin (255) kan
kultarlerinden izole edilen Candida turlerinin tanimlanmasinda peptid nukleik
asit floresan in situ hibridizasyon yontemini degerlendirdikleri calismada
suslarin % 38'’i C. albicans, % 24’G C. glabrata, % 10’'u C. parapsilosis, %
10’u C. kefyr, % 8’i C. krusei, %4’G C. guilliermondii, % 4’UG C. tropicalis ve %
2’si C. lusitaniae olarak tanimlanmigtir. Etiz ve ark.’nin (256) kan kulturlerini
inceledikleri bir galismada sirasiyla en sik olarak C. parapsilosis (% 34), C.
albicans (% 28), C. tropicalis (% 16), C. glabrata (% 10) izole edilmigstir. Kaya
ve ark.’nin (257) 2010 yilinda cesitli klinik drneklerden izole ettikleri 103
Candida sugunda Vitek 2 sistemi ile tur tayini ve antifungal direncini
degerlendirdikleri ¢calismada % 62 C. albicans, % 21 C. glabrata, % 6 C.
tropicalis, % 4 C. parapsilosis, % 7 diger non-albicans Candida turleri (C.
dubliniensis, C. kefyr, C. krusei, C. norvegensis, C. lusitaniae) olarak
identifiye edilmistir. Cikman ve ark.’nin (242) cesitli klinik 6érneklerden izole
ettikleri Candida’larin tar dagihmi, % 67 C. albicans, % 17 C. parapsilosis, %
7 C. glabrata, % 5 C. tropicalis ve % 4 diger turler seklindedir. Temiz ve ark.
(243) yaptiklari calismada ise suslari % 71 C. albicans, % 9 C. tropicalis, % 9
C. glabrata, % 7 C. parapsilosis, % 4 diger turler olarak tanimlamislardir.
Bagka bir calismada ise en sik etken olarak % 66 oraniyla C. albicans
bulunmustur; bunu C. glabrata, C. tropicalis ve C. kefyr izlemigtir (241).
Yildirm ve ark.’nin (258) hastane personelinde Candida tagiyiciligini
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arastirdigi calismada suslarin % 38’i C. parapsilosis, % 26’s1 C. tropicalis, %
23’0 C. albicans, % 11'i C. kefyr ve % 2’si C. globosa olarak tanimlanmistir.
Antimikrobiyal el antiseptigi kullananlarda Candida tastyicihdinin arastirildigi
bir calismada ise suglarin % 46’s1 C. tropicalis, % 36’s1 C. parapsilosis, %
13’0 C. albicans ve % 4’0 C. kefyr olarak rapor edilmigtir (259). Yapilan
birgok caligmada oranlar degismekle birlikte en sik saptanan etken C.
albicans olup bunu C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis takip
etmektedir (244,245,260-262).

Germ tlp testi, misir unu-tween 80 agardaki mikroskobik gérinim ve
Vitek 2 otomatize sistem yardimi ile galismamiza dabhil ettigimiz 350 Candida
susunun % 64,8’i C. albicans, % 15,7’si C. glabrata, % 8,6’sI C. tropicalis, %
5,40 C. parapsilosis, % 2,6’sI C. kefyr, % 1,7’si C. guilliermondii, % 0,6’si C.
dubliniensis, % 0,3’G C. krusei ve % 0,3’U C. lusitaniae olarak tanimlanmistir.
Yapilan diger calismalari inceledigimizde, g¢alismamizla uyumlu olarak C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis izole edilen en sik dort
etken olarak raporlanmistir. Bazi g¢alismalarda C. parapsilosis oranlarinda
artis gorlilmektedir. Bunun nedeni ise Ozellikle o c¢alismalarda
degerlendirmeye alinan oOrneklerin kan kulturd olmasindan veya saglikli
kisilerde tasiyiciligin arastiriimasindan kaynaklandigi dusunulmustar. Cunku
C. parapsilosis kandidemilerin ve kateter iligkili enfeksiyonlarin énemli bir
etkeni ve ayni zamanda saglik personelinin ellerinden en sik izole edilen
Candida turudur (57).

Candida’larin neden oldugu enfeksiyonlar ylzeyel ve invaziv olmak
uzere ikiye ayrilmaktadir. Yuzeyel enfeksiyonlar daha c¢ok toplum kdkenli
oldugu halde, invaziv enfeksiyonlar en sik yogun bakim Unitelerinde olmakla

birlikte hastanede diger servislerde yatan hastalarda da sik gorulebilmektedir

).

Yapilan c¢aligmalari inceledigimizde; Karadaban (18) vyatan
hastalardan izole edilen Candida suslarini degerlendirdidi tez ¢alismasinda
orneklerin % 56’sinin servis, % 44’Unun ise yodun bakim Unitesinden

gonderildigini belirtmigtir. Baska bir ¢calismada ise drneklerin % 54’0 yogun
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bakim Unitesi, % 41’i servis, % 5'i poliklinik kaynakli oldugu rapor edilmistir
(246). Yatan hasta orneklerinin degerlendirildigi bir calismada yogun bakim
unitelerinden gelen érneklerin orani % 57, servislerden gelen érneklerin orani
ise % 43 olarak saptanmigtir (244). Yapilan diger ¢alismalarda yodun bakim
unitelerinden gelen orneklerin orani sirasiyla % 43 ve % 70, servislerden

gelen orneklerin orani ise % 57 ve % 30 olarak tayin edilmistir (245,256).

Calismamizda ise orneklerin % 36,3'U poliklinik, % 36’s1 servis, %
27,7’si yogun bakim unitesinden gonderilmigtir. Literatirdeki c¢alismalar
deg@erlendirildiginde yogun bakim Unitelerinden yollanan o6rneklerin
cogunlukta oldugu goérilmektedir. Calismamizda ise oranlar birbirine yakin
olmakla birlikte poliklinik kdkenli ornekler ilk sirada yer almaktadir. Diger
calismalarda genel anlamda hem vyatan hastalar hem de kan kalturleri
deg@erlendirildigi icin yogun bakim Unitesi kaynakli 6rneklerin oraninda artig
gorulmektedir. Calismamizda ise o6zellikle Groloji polikliniginden gdnderilen
idrar ve kadin hastaliklari ve dogum polikliniginden génderilen vajinal struntu
orneklerinin degerlendirmeye dahil edilmesinin poliklinik kaynakli drneklerin

oraninda artiga neden oldugu dusunulmustar.

Candidalarda biyofilm Gretimi aderans ve kolonizasyonda rol oynayan,
Candida’yr konagin savunma mekanizmalarindan koruyan énemli bir virulans
faktoradar (178). Ayrica, antifungal ilaglarin biyofilm matriksine iyi penetre
olamamasi, biyofilm igindeki hicrelerin daha yavas Uremesi ve hucrelerin
yluzeyinde meydana gelen degisiklikler nedeniyle antifungal ilaglara karsi
direng gelisimi gorulebilmektedir (187,188). Biyofilm olusumunu goézlemek
amaciyla kullanilan modifiye tup aderans (MTA) yontemi, MMP yontemi,
kongo kirmizili BHIA yontemi, tetrozolium tuzu rediksiyon yontemi, scanning

elektron mikroskopta goruntileme gibi pek ¢ok yontem vardir (178).

Shin ve ark. (263) nonndétropenik hastalardan izole edilen Candida
cinsi mayalarin biyofilm olusturma o&zelliklerini arastirdiklari ¢alismada;
biyofilm olusumunu C. albicans suslarinda % 8 olarak saptarken, bu oranin
non-albicans Candida suslarina gore anlaml derecede duguk oldugunu rapor

etmiglerdir. Goel ve Mittal (264) kan kulturinde ureyen 100 adet Candida
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cinsi mayada biyofilm formasyununu arastirdigi ¢alismada biyofilm pozitiflik
oranini % 41 olarak saptamigtir. Tumbarello ve ark. (265) 2000-2004 yillari
arasinda yatan hastalarin kan kulturlerinden izole edilen Candida cinsi
mayalarda MMP yoéntemi ile biyofilm olusturma o6zelliklerini arastirdiklari
calismada incelenen biyofilm olusturma oranini % 22,6 olarak bulmuslardir.
Biyofilm olusturma o&zelliginin ise en fazla C. tropicaliste (% 71,4)
bulundugunu bildirmislerdir. Kateter kanindan izole edilen C. parapsilosis
suslarinda biyofilm olusumunun arastirildigi ¢calismada ise oran % 80 olarak
tespit edilmigstir (266).

Yucesoy ve Karaman (267) 156 Candida susunu dahil ettikleri
calismada biyofilm pozitifligini % 27,6 olarak tespit etmiglerdir. Tur dlizeyinde
incelediklerinde ise bu oran C. albicans i¢in % 25, C. tropicalis i¢in % 43, C.
parapsilosis ve C. glabrata i¢cin % 17 olarak belirlenmigtir. Gokge ve ark.
(268) C. albicans suslarinda biyofilm varligini arastirdiklari ¢alismada,
biyofilm olusumunu % 11,8 olarak rapor etmiglerdir. Demirbilek ve ark. (269)
MMP yontemiyle Candida turlerinde biyofilm olusumunu arastirdiklari
¢calismada, biyofilm Uretimini C. albicans suslarinda % 23, non-albicans
Candida suslarinda % 41 olarak bulmuslardir. Biyofilm olusturma agisindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulurlarken; diger
orneklerle karsilastirildiginda kan kultarlerinden izole edilen suglarda biyofilm
varliginin daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. Uriner Candida izolatlarinin
biyofilm yapabilme 6zelliginin dederlendirildigi bir calismada, biyofilm pozitiflik
orani % 24 olarak bulunmus ve en sik C. tropicalis ve C. albicans turlerinde
biyofilm olusumu goézlenmigtir (270). Cesitli klinik dérneklerden izole edilen
Candida suslarinda MTA yontemiyle biyofilm olugsumunun arastirildigi
calismada, suslarin % 15’'inde pozitiflik saptanmigs ve en sik biyofilm
olusturan tir C. guilliermondii olarak belirlenmistir (271). Ozpercin (272)
cesitli klinik orneklerden izole edilen Candida cinsi mayalarda biyofilm
olusumunu arastirdigi calismada biyofiim olusumunu % 11,11 olarak
saptamis ve suslarin dérdinin zayif pozitif, ikisinin kuvvetli pozitif aktivite
gOsterdigi rapor edilmigtir. Yapilan bir galismada suslarin % 52’sinin biyofilm

drettigi saptanmistir. Ayni galsmada biyofilm pozitiflik orani C. albicans’da %
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63, non-albicans Candida tirlerinde % 35 olarak kaydedilmistir. En sik olarak
idrar, kan ve balgam orneklerinde biyofilm olusumu goértulmastur (273).
Yildirnm ve ark. (274) enfeksiyon etkeni olarak izole edilen Candida suslarinin
virilans faktorlerini arastirdiklari ¢alismada, C. albicans suslarinin %
17’sinde, non-albicans Candida suslarinin ise % 33’Unde biyofilm aktivitesi
saptamis ve en sik vajinal suruntu, idrar ve kan-kateter drneklerinde pozitiflik
tespit etmiglerdir. Hilmioglu ve ark. (275). kongo kirmizili BHIA yéntemi ile
215 Candida susunu dahil ettikleri ¢calismada biyofilm pozitiflik oranini kan
kultarinde % 52, idrar orneginde % 51,1 vajinal suruntide % 60 ve agiz
surintd orneginde % 45 ve toplamda % 53 olarak saptamiglardir. Kongo
kirmizil BHIA'da biyofilm agisindan test edilen 100 C. albicans susunun dahil
edildigi bir calismada suslarin 48’ biyofilm olusumu agisindan pozitif
bulunmustur. Suslar arasinda en yuksek biyofilm aktivitesi idrar (% 52,5) ve
kan (% 50) orneklerinde gozlenirken; biyofilm aktiviteleri yonunden klinik
orneklerin alindig1 yerler arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

g6zlenmemistir (276).

Calismamizda MMP ydntemi ile biyofilm formasyonu aranan 350 adet
Candida susunun 34’ande (% 9,7) biyofilm olusumu goézlenmistir. Bu 34
susun 19’unda zayif pozitif, dérdinde orta pozitif, 11’inde kuvvetli pozitif
biyofilm olusumu tespit edilmistir. Tlr dizeyinde incelendiginde C. albicans’ta
biyofilm olugsumu % 2,6, non-albicans Candida turlerinde ise % 22,7 olarak
saptanmigtir. Biyofilm olusturma agisindan iki grup karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmustur. Non-albicans
Candida turleri arasinda en sik biyofiim olusumu % 50 oranla C.
guilliermondii’de gorulturken; bunu C. kefyr (% 44,4), C. tropicalis (% 40), C.
parapsilosis (% 15,7) ve C. glabrata (% 10,9) izlemigtir. C. dubliniensis, C.
krusei ve C. lusitaniae turlerinde biyofilm olusumu gdzlenmemistir. Biyofilm
formasyonu goérilen 34 susun 6rnek dagihmina bakildiginda en sik kan
kalturlerinde (% 12,9) biyofilm olusumu tespit edilirken; bunu solunum (%
11,5), tirnak (% 10), idrar (% 5,8) ve vajinal suruntu (% 4,8) drnekleri takip
etmigtir. Doku o6rneklerinde biyofilm olusumu gbézlenmemistir. Literatlrdeki

diger calismalarla uyumlu olarak, c¢alismamizda tespit ettigimiz biyofilm
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pozitiflik oranlari, C. albicans’a kiyasla, non-albicans Candida turlerinde daha
fazla gozlenmistir. Butun suslari birlikte degerlendirdigimizde saptadigimiz
biyofilm pozitiflik orani diger calismalara goére daha disik kalmaktadir.
Calismamiza dahil ettigimiz 6rneklerin gogunlukla poliklinik kdkenli olmasi,
kan orneklerinin az sayida olmasi, ayrica enfeksiyon ve kolonizasyon ayrimi
yapmaksizin butin suslarin degerlendirmeye alinmasi biyofilm pozitiflik
oraninin dusuk c¢ikmasinin sebebi olarak dusunudlmustir. Cunki biyofilm
Ozellikle santral venoz kateter, uriner kateter, eklem protezi, arteriyovenoz
fistul, periton diyaliz kateteri, yapay kalp kapak¢igi, pacemaker ve
ventrikiloperitoneal sant gibi yabanci cisim varliginda ve uzun sure
hastanede vyatarak tedavi gerektiren durumlarda mikroorganizmalarin
devreye soktugu bir virulans faktorudiar (277). Yapilan diger calismalari
degerlendirdigimizde en sik biyofilm olusumu gorilen non-albicans Candida
turleri C. tropicalis ve C. guilliermondii olarak siralanmistir. Calismamizda ise
sirastyla en sik C. guilliermondii, C. kefyr ve C. tropicalis’te biyofilm olugsumu
saptanarak diger galismalarla uyumlu oldugu gozlenmistir. Ornek bazinda
degerlendirme yaptigimizda diger calismalarla uyumlu olarak en sik kan

orneklerinde biyofilm olugsumu saptanmistir.

Son yillarda Candida enfeksiyonlarinda gorulen artis nedeniyle pek
cok yeni antifungal ajan kullanima girmistir. Ozellikle antifungal ajanlarin sik
kullaniimasi, C. albicans disindaki turlerde ve antifungal ajanlara direncgte
artisa neden olmustur. Bitliin bunlarin sonucu olarak antifungal ajanlarin in

vitro duyarliliklarini élgen testlerin dnemi artmistir (278,279).

Rautemaa ve ark. (280) flukonazole azalmis duyarlilik gosteren C.
albicans suslarinda gesitli antifungallerin duyarllik profillerini inceledikleri
calismada flukonazole duyarli suslardaki amfoterisin B, vorikonazol ve
kaspofungin MIK araliklarini sirasiyala 0,25-0,75 pg/ml, 0,007-0,12 ug/ml,
0,007-0,06 pg/ml olarak bulurken; ayni deg@erleri flukonazole doza bagimli
duyarh suslar igin 0,25-0,75 pg/ml, 0,12-1 yg/ml, 0,007-0,06 ug/ml olarak
saptamiglardir. Godoy ve ark. (281) kan kulturlerinden izole ettikleri Candida

suslarinin antifungal duyarliliklarini sivi mikrodilisyon yontemiyle arastirarak,
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MIK araligini; amfoterisin B icin C. albicans’ta 0,125-1 ug/ml, C. tropicalis’te
0,25-1 pg/ml, C. parapsilosis’te 0,25-1 ug/ml, C. glabrata’da 0,5-1 pg/ml;
flukonazol igin C. albicansta 0,125-0,5 ug/ml, C. tropicalis'te 0,125-0,5 pyg/ml,
C. parapsilosis'te 0,125-2 pg/ml, C. glabrata’da 2-8 pg/ml olarak
bildirmislerdir. Rubio ve ark. (282) vorikonazolin Candida suslarina karsi
antifungal etkinligini sivi mikrodiliisyon yéntemiyle arastirarak MIK araliklarini
C. albicans i¢in <0,015- 0,03 mg/l, C. tropicalis i¢in <0,015-0,06 mg/l, diger
non-albicans Candida turleri i¢cin 0,015-1 mg/l olarak tespit etmislerdir.
Swinne ve ark. (283) gogunlugunu kan kultirinden izole ettikleri 193 non-
albicans Candida susunun antifungal duyarhliklarini sivi mikrodiliisyon
yontemiyle arastirdiklari calismada MIK araliklarini; amfoterisin B icin 0,25-2
pg/ml, flukonazol igin 0,13-64 pg/ml, vorikonazol igin 0,008-16 ug/ml olarak
tespit etmislerdir. C. parapsilosis’e kargi bes antifungal ilacin etkinliginin
arastinldigi bir calismada MIK araligi amfoterisin B ve flukonazol igin 0,5-2
pg/ml, vorikonazol igin 0,015-0,12 olarak rapor edilmistir (284). Hollanbaugh
(285) C. parapsilosis suslarinin kaspofungine duyarliigini arastirdigi
calismada MIK araligini 0,12-1 pg/ml olarak belirtmistir. Mitchell ve ark.
(286) yaptiklari bir calismada Candida suslarinin kaspofungine karsi
antifungal duyarlihgini Flow Cyrometry ile arastirmiglar ve bunu CLSI M27-
A2 sivi mikrodilisyon ydéntemiyle karsilastirmislardir. Sivi mikrodilisyon
yontemiyle elde ettikleri sonuglara bakildiginda MIK araliklari, C. albicans’ta
0,25-1 ug/ml, C. tropicalis'te 0,25-0,5 ug/ml, diger non-albicans Candida
turlerinde 0,25-1 pg/ml olarak tespit etmiglerdir. Kumar ve ark. (287)
yaptiklari calismada amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol icin MIK
araligini sirasiyla 0,12-1 pyg/ml, 0,12-64 ug/ml ve 0,03-0,25 upg/ml olarak
saptamiglardir. Ayni ¢alismada suslarin hepsi amfoterisin B’ye kargi dusuk
MiK degerlerine sahip olup duyarli olarak raporlanirken, flukonazole direngli
iki sug, doza bagimli duyarl alti sus, vorikonazole doza bagimli duyarl dort

sus belirlenmigtir.

Kurt ve ark. (288) kan kulturlerinden izole ettikleri Candida suslarinin
antifungal duyarhligini sivi mikrodilisyon yontemiyle arastirmiglar ve butin

suslar icin MiK arahgi, amfoterisin B icin; 0,25-1 pg/ml, flukonazol igin 0,125-
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64 pg/ml, olarak bildirmislerdir. Batun suslari amfoterisin B'ye duyarli olarak
tespit etmisler, flukonazol iginse C. krusei’de gorulen dogal diren¢ disinda
kalan buttn suslari duyarli olarak rapor etmislerdir. Karabigcak ve Alem (289)
yogun bakim unitelerinde yatan hastalarin kan kulturlerinden izole edilen 140
adet Candida susunun triazol grubu antifungallere karsi sivi mikrodilisyon
yontemiyle duyarliliklarini belirledikleri ¢alismada, MIK araligini flukonazol
icin; C. albicansta 0,125-64 pg/ml, C. tropicalis'te 0,125-2 ug/ml, diger non-
albicans Candida turlerinde 0,125-64 pg/ml olarak; vorikonazol igin; C.
albicans'ta 0,015-16 ug/ml, C. tropicalis'te 0,015-1 ug/ml, diger non-albicans
Candida turlerinde 0,015-2 ug/ml olarak saptamislardir. Arikan ve ark. (290)
63 maya izolati ile yapmis olduklari bir ¢alismada, amfoterisin B MiK
araliginin 0,06-168 ug/ml arasinda degistigini bildirmiglerdir. Yapilan bagka
bir calismada ise flukonazol MIK araligi 0,2-64 pg/ml olarak tespit edilmistir
(291). Toprak ve ark. (292) kan kultirtinden izole ettikleri Candida suslarinin
timund, makrodilisyon yoéntemi ile amfoterisin B’ye duyarli bulmuslar,
flukonazole dogal direncli kabul edilen C. krusei disindaki tim Candida
suslarini da flukonazole duyarli bulmuslardir. Ancak bu calismada C.
glabrata izole edilen tlrler arasinda yer almamaktadir. Kan kultlrlerinden
izole edilen Candida turlerinin amfoterisin B ve flukonazole in vitro
duyarliliklarinin arastirildigi bir calismada, MiK araligi amfoterisin B igin; C.
albicans’'ta 0,002-0,5 pg/ml, C. tropicaliste 0,012-0,25 pg/ml, diger non-
albicans Candida turlerinde 0,016-1 ug/ml olarak; flukonazol igin; C.
albicans'ta 0,064-8 pg/ml, C. tropicaliste 0,5-2 pg/ml, diger non-albicans
Candida turlerinde 0,125-64 pg/ml olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada tum
suslar amfoterisin B’ye duyarli bulunurken, flukonazole duyarliliklari
incelendiginde alti (% 66,7) doza bagimli duyarl, bir (% 11,1) tane de direngli
C. glabrata susu disinda tim suslarin duyarh oldugu saptanmistir (254).
Karako¢ ve ark. (293) vyaptiklari calismada mikrodilisyon yontemiyle
flukonazol icin doza bagdimli duyarli, tgu C. albicans, tgu C. tropicalis, ikisi C.
glabrata olmak tUzere sekiz Candida susu, direngli bir C. albicans susu tespit

etmislerdir.
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Calismamizda orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmis 15
Candida susunun planktonik formunda amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol
ve kaspofungine karsi in vitro antifungal duyarliiklari CLSI M27-A3
kriterlerine uygun olarak sivi mikrodilisyon yontemiyle calisilarak MiK
degerleri belirlenmistir. MiK araliklari amfoterisin B icin C. albicans’ta 0,03-
0,125 pg/ml, C. tropicalis’te 0,03-0,25 pg/ml, diger non-albicans Candida
turlerinde 0,03-0,125; flukonazol igin C. albicans’ta 2 ug/ml, C. tropicalis’te
0,5-16 pg/ml, diger non-albicans Candida turlerinde 1-4 ug/ml; vorikonazol
icin C. albicans’ta 0,06-2 ug/ml, C. tropicalis’te 0,03-0,25 ug/ml, diger non-
albicans Candida turlerinde 0,03-0,125 ug/ml; kaspofungin igin C. albicans’ta
0,06-12 ug/ml, C. tropicalis’te 0,06-0,25 ug/ml, diger non-albicans Candida
tirlerinde 0,06-32 pg/ml olarak saptanmistir. Calisilan batin suslar,
amfoterisin B MIK degeri <0,25 upg/ml oldugu igin duyarli olarak
degerlendirilirken; C. tropicalis suslarindan biri flukonazole kargi doza bagimli
duyarli, bir C. albicans susu da vorikonazole karsi doza bagimli duyarh ve
kaspofungine direngli, birer adet C. tropicalis ve C. kefyr susu ise
kaspofungine karsi direngli olarak tespit edilmistir. Saptadigimiz MIK
degerleri diger ¢calismalarla uyumlu olmakla birlikte; cografik bdlge ve zaman
farkindan dolayr kuguk farkhliklar dikkat ¢ekmektedir. Ayrica yapilan
¢alismalarin buydk c¢ogunlugu c¢ok sayida Candida susu dahil edilerek
degerlendirilmistir. Calismamizda ise sadece orta ve kuvvetli pozitif biyofilm
olusumu goézlenmis 15 sus igin antifungal duyarhliklarinin belirlenmesinin,

bdlgemizdeki gergek direng profilini yansitmadigi disundlmustar.

Antifungal ilaglarin biyofilm matriksine iyi penetre olamamasi, biyofilm
icindeki hucrelerin daha yavas Uremesi ve hicrelerin ylizeyinde meydana
gelen degisiklikler, biyofilm icinde bulunan Candida’larin antifungal ilaclara
daha direncli olmasinin nedenleri arasindadir (187,188). Mikroorganizmalarin
planktonik formlarina gére saptanan antimikrobiyal duyarhliklari ile biyofilm
enfeksiyonlari tedavi edilememektedir. Bu nedenle, biyofilm olusturan klinik
izolatlarin in vitro duyarhliklarinin saptanmasi 6nem arz etmektedir (194,195).
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Melo ve ark. (294) klinik érneklerden izole ettikleri Candida turlerinde
biyofilm olusumu ve antifungal duyarhligi arastirdiklari ¢alismada, MBEK
arahgini, amfoterisin B icin C. albicans’ta 1 pyg/ml, C. tropicalis’te 1-2 pg/ml,
diger non-albicans Candida turlerinde 1 - >16 pg/ml; flukonazol igin C.
albicans ve C. tropicaliste >2048 ug/ml, diger non-albicans Candida
turlerinde 256 - >2048 pg/ml olarak saptamiglardir. Shuford ve ark. (295)
biyofiim formundan ayriimis sesil hicrelerin antifungal duyarlligini
arastirdiklari calismada MIK araligini amfoterisin B, vorikonazol ve
kaspofungin igin sirasiyla 2-8 pg/ml, >256 pg/ml, 2-8 pg/ml olarak
bildirmislerdir. Biyofilm formundan ayrilmis sesil hucrelerin antifungal
duyarlihginin arastirildigi baska bir calismada MiK araligi amfoterisin B igin
C. albicans’ta 1 - >32 pug/ml, C. tropicalis'te 1 - >32 pug/ml, diger non-
albicans Candida turlerinde 0,5 - >32 ug/ml; flukonazol icin batin Candida
tirlerinde >1024 pg/ml; kaspofungin igin C. albicans’'ta 0,5-1 ug/ml, C.
tropicalis’te >16 ug/ml, diger non-albicans Candida turlerinde 0,5 - >16 ug/ml
olarak rapor edilmigtir (296). Kuhn ve ark. (297) C. albicans ve C.
parapsilosis biyofilmlerinin antifungal duyarhliklarini arastirdiklari ¢alismada,
lipozomal amfoterisin B’nin C. albicans biyofilmleri Uzerine, planktonik
formlarin MiK degerlerine benzer inhibitdr aktivite gdsterdigini saptamislardir.
Ayni calismada, vorikonazolin planktonik formlara kargi inhibitor etki
gosterirken biyofilm formlarn etkilemedigi gézlenmistir. Hawser ve Douglas
(187) yaptiklari galismada biyofilm varliginda MIK degerlerinde 30-2000 kat
arasinda artis oldugunu tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise, CBY ile
biyofilm ve planktonik formlarin antibiyotik duyarlliklari arasinda 100-1000
kat fark bulundugu bildirilmistir (196).

Onurdag ve ark. (195) Candida tarlerinin biyofilm olusturan ve
planktonik formlarinin antifungal ajanlara kargi in vitro duyarlliklarini
arastirmiglardir ve MBEK degerini amfoterisin B i¢in C. albicans’ta 32 ug/ml,
C. tropicalis’te 256 ug/ml, C. parapsilosis’te 64 ug/ml; flukonazol i¢in butln

turlerde >512 pg/ml olarak saptamiglardir.
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Calismamizda orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olugsumu saptanmis, 15
susun biyofilm olusturmus formunda amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
kaspofungin MBEK degerleri CBY kullanilarak MBEC Assay™ for High-
throughput Screening testi ile dretici firmanin &nerileri dogrultusunda
arastinimistir. MBEK araliklari amfoterisin B igin C. albicans’ta >16 ug/ml, C.
tropicalis’'te ve diger non-albicans Candida tdrlerinde 16 - >16 ug/ml;
flukonazol igin C. albicans’ta 16 - >128 pg/ml, C. tropicalis'te 128 - >128
pg/ml, diger non-albicans Candida turlerinde 32 - >128 ug/ml; vorikonazol igin
C. albicans’ta 8 - >16 pg/ml, C. tropicalis’te 4 - >16 ug/ml, diger non-albicans
Candida turlerinde 0,125-16 pg/ml; kaspofungin icin C. albicans’ta 16 - >32
pg/ml, C. tropicalis'te 8 - >32 ug/ml, diger non-albicans Candida turlerinde 32
- >32 pg/ml olarak saptanmigtir. Amfoterisin B MBEK degeri 216 pug/ml
oldugu icin 15 susun tamami amfoterisin B’ye direngli olarak
degerlendirilirken; flukonazole suslarin Gg¢l doza bagimli duyarli (C. albicans,
C. parapsilosis, C. guilliermondii), digerleri direncli; vorikonazole sadece C.
guilliermondii duyarl, digerleri direngli; kaspofungine ise tum suslar direngli
olarak saptanmistir. Ozellikle flukonazol ve vorikonazol igin saptadigimiz
MBEK degerleri diger calismalarla uyum gostermistir. Ancak amfoterisin B ve
kaspofungin MBEK degerleri bazi galismalara kiyasla, ¢alismamizda daha
yuksek olarak tespit edilmistir. Bu durumun, galismamiza sadece biyofilm
olusumu go6zlenmis 15 susun dahil edilmesinden kaynaklandigi

dusundimustar.

Biyofilm varhdinda antifungal ilaglara duyarlihgin azalmasi sonucu
iyice zorlasan Candida enfeksiyonu tedavisi igin yeni strateji arayiglari 6n
plana c¢ikmaktadir. Literatir incelendiginde pek ¢ok maddenin antifungal
etkinliginin arastinldigi calismalar dikkat c¢ekmektedir (6,227,298,299).
Melatonin, serbest radikal supuruci olmasi, antioksidan enzim indukleyici
etkisi, immun sistem fonksiyonlarindaki pozitif duzenleyici olmasi,
inflamasyonu inhibe edici rolli ve programlanmis hiicre 6limundeki regulator
fonksiyonlari nedeniyle enfeksiyonlara kargi koruyucu etki gostermektedir
(218). Ayrica antioksidanlar icerisinde, melatoninin en guclu radikal tutucu

oldugu o6ne surllmektedir ve dolayisiyla melatonine olan ilgi giderek
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artmaktadir (6). Melatoninin tim bu 0&zelliklerinden dolayr Candida

enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni bir strateji olabilece@i dusunulmektedir.

Yang ve ark. (227) yaptiklari ¢alismada melatoninin C. parapsilosis
biyofilmini inhibe ettigini gézlemis ve melatoninin biyofilm iliskili fungal
enfeksiyonlarda kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Yavuz ve ark. (6) ise
Candida sespsisine melatoninin etkisini arastirdiklari ¢alismada, antifungal
tedaviye immun regulator fonksiyonu nedeniyle melatonin eklenmesinin,
invaziv Candida enfeksiyonunda terapétik etkiye sahip oldugunu rapor

etmislerdir.

Melatonin disinda birgok maddenin antifungal etkinligi arastiriimistir.
Ahmad ve ark. (300) giimiis nanopartikiillerinin amfoterisin B MiK degerlerine
etkisini arastirdiklar ¢alismada, tek basina amfoterisin B MiK degerlerini C.
albicans ve C. tropicalis igin sirasiyla 125 ug/ml ve 62,5 ug/ml olarak;
amfoterisin B’ye gumuis nanopartiklllerinin eklenmesiyle ayni degerleri 5
Mg/ml ve 1,5 pg/ml olarak saptamislardir. Ayrica fungal enfeksiyon
tedavisinde nanopartiktllerle kapli amfoterisin B kullaniminin tedavi maliyetini
ve ilaca bagll ciddi yan etkileri azaltacagini; dolayisiyla guvenli, etkili ve
ekonomik bir antifungal tedavi alternatifi olacagini savunmuslardir. C.
albicans’a karsi flukonazol ve glycyrol'un sinerjistik etkisinin arastirildigi
calismada, MIK degerlerinde dort kat disis gozlenmistir (301). Kekik,
rezene, karanfil, gam, adacayi, melisa ve lavanta bitkilerine ait esansiyel
yaglarin antifungal etkisinin arastirildigi, C. albicans, C. glabrata ve C.
tropicalis turlerinden olusan 46 izolatin dahil edildigi galismada; flukonazol ve
vorikonazol ile karsilastirildiginda esansiyel yaglara ait MiK degerlerinin daha
disuk oldugu tespit edilmistir (302). Stearidonik asit ile amfoterisin B’nin C.
albicans ve C. dubliniensis biyofilmi Uzrine sinerjistik etkisinin arastirildig: bir
calismada, dusuk konsantrasyonda amfoterisin B ve stearidonik asit
kombinasyonunun biyofilmi inhibe ettigi gbézlenmis; ayrica C. albicans
biyofilmini inhibe eden kombinasyonda amfoterisin B konsantrasyonunun, C.
dubliniensis biyofilmini inhibe eden kombinasyonda ise stearidonik asit

konsantrasyonunun yuksek oldugu saptanmig. Bu durumun iki taran hucre
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duvar yapilarinin farkli olmasindan kaynaklandigi ileri suralmustar (303).
Kumar ve ark. (304) Acorus calamus (hint kamisi) bitkisinden elde ettikleri «-
asaron ve [-asaron maddelerinin antifungal etkisini arastirdiklari ¢alismada;
«-gsaron’un amfoterisin B ve flukonazol MIK degerini C. albicans’'ta 1
Mg/ml’den sirasiyla 0,03 pg/ml ve 0,06 pg/ml’ye, C. tropicalis’te ise sirasiyla 2
pg/mlden 0,25 pg/mlye, 1 pg/mlden 0,12 pg/ml'ye dusurdaguni rapor
etmiglerdir. Ayni sinerjistik etki [-asaron icin de kaydedilmistir; p-asaron
amfoterisin B ve flukonazol MiK degerini C. albicans’ta sirasiyla 2 pg/ml'den
0,06 pg/mlye, 1 ug/ml'den 0,03 pg/ml’ye; C. tropicalis’te ise her iki antifungal
icin 2 yg/ml'den 0,03 pg/ml’ye dusurdugu gozlenmigtir. Ayrica ayni ¢alismada
©-gsaron ve [-asaron’'un antifungallerle kombine edilmesinin biyofilm
varliginda MiK degerlerinde diisiis yapti§i da tespit edilmistir. Ozellikle -
asaron ve flukonazol kombinasyonunun C. tropicalis biyofilmi tGzerine kayda

deger bir inhibitdr etkisinin oldugu belirtilmistir.

Ulkemizde yapilan bir galismada ise gargaralarin in vitro antifungal
etkileri arastinimis; setilpiridinium klorid ve heksetidinin 6zellikle C.albicans’a
kargi diger urunlerden daha etkili oldugu, ancak klorheksidinin tum tarler
Uzerine en etkili Grin oldugu, sanguinarinenin ise zayif etki gosterdigi tespit
edilmigtir (305).

Calismamizda orta ve kuvvetli pozitif biyofilm olusumu saptanmis, 15
susun planktonik formunda amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
kaspofunginin tek basina ve melatonin ile kombinasyonlarinin MiK degerleri
CLSI M27-A3 kriterlerine uygun olarak sivi mikrodilisyon yontemi ile
arastinimistir. Tim suslar degerlendirildiginde, melatonin varliginda 15 susun
11’inde olmak Uizere en fazla flukonazol MiK degerlerinde disiis gézlenmistir.
Bunu vorikonazol (yedi), kaspofungin (bes) ve amfoterisin B (iki) izlemistir.
Flukonazol ile diger antifungaller, melatonin varliginda MiK degerlerinde
goOrulen dusus acgisindan karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu saptanmigtir. C. parapsilosis disinda kalan tim
suglarda en az bir antifungal ilacin MiK degerinde degisiklik tespit edilmistir.

Melatonin varliginda MIK degerlerinde gorilen disiis agisindan antifungal
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ajanlar tek tek karsilastirildiginda; amfoterisin B’nin tek basina ve melatonin
ile kombinasyonu sonucu elde edilen MIK degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmazken, diger ¢ antifungalin MIK degerlerinde
istatistiksel olarak anlamh bir dusus gorulmagtar. Direngli  suslar
incelendiginde ise; C. tropicalis suslarindan birinin flukonazol MiK degeri 16
pg/ml olarak saptanmis ve doza bagiml duyarl olarak tespit edilmistir; ayni
susta melatonin varliginda MiK degeri 2 ug/ml'ye dismiis ve duyarli hale
gelmigtir. C. albicans susglarindan birinde ise vorikonazol MiK degeri 2 pg/ml
(doza bagimh duyarli), kaspofungin MIK degeri 32 ug/ml (direngli) olarak
saptanmigtir; melatonin varliginda MiK degerlerinde sirasiyla 0,125 pg/ml ve
8 pg/ml'ye disus gbézlenmistir, bu durumda izolat vorikonazole duyarli hale
gelirken, kaspofungin direnci devam etmistir. Ayrica kaspofungin MiK degeri
sirasiyla 1 ug/ml ve 32 ug/ml olan birer adet C. tropicalis ve C. kefyr suslari
direncli olarak degerlendirilmis olup; melatonin varliginda 0,125 pg/ml ve 8
pg/ml’ye dusus gozlenmistir; bu durumda C. tropicalis duyarh hale gelirken,
C. kefyr'de direng devam etmistir.

Planktonik formda arastiriimis olan antifungal duyarlilik, ayni suslarin
biyofilm formuna da uygulanmistir. Bu amagla, amfoterisin B, flukonazol,
vorikonazol ve kaspofungin tek basina ve melatonin ile kombinasyonlarinin
MBEK degerleri CBY kullanilarak MBEC Assay™ for High-throughput
Screening testi ile uretici firmanin o6nerileri dogrultusunda arastirilmistir.
Melatonin varliginda 15 susun 10’unda olmak Uzere en fazla kaspofungin
MBEK degerlerinde duslus gozlenmistir. Bunu amfoterisin B (yedi),
vorikonazol (yedi) ve flukonazol (bes) izlemigtir. Antifungaller, melatonin
varliginda MBEK degerlerinde gorulen dusus acisindan karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. C. tropicalis
suslarindan biri ve C. glabrata disinda kalan tim suslarda en az bir antifungal
ilacin MBEK degerinde degisiklik saptanmistir. Melatonin varliginda MBEK
degerlerinde gorulen dusus agisindan antifungal ajanlar tek tek
karsilastirildiginda; flukonazolin tek basina ve melatonin ile kombinasyonu
sonucu elde edilen MBEK degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

bulunmazken, diger U¢ antifungalin MBEK dederlerinde istatistiksel olarak

108



anlamli bir dusus gorulmuagtir. Melatonin varhginda MBEK degerlerinde
dugus gozlense de sadece flukonazol MBEK degeri >128 pg/ml olup direngli
olarak degerlendirilen t¢ susun (iki C. tropicalis, bir C. kefyr) MBEK degeri 32
Mg/ml'ye ve vorikonazol MBEK degeri 16 pg/ml olup direngli olarak
degerlendirilen bir C. tropicalis susunun MBEK degeri 2 ug/ml'ye diserek
doza bagimh duyarli hale gelmigtir; ancak diger suslarin direng profilinde

degisiklik olmadigi belirlenmistir.

Bu calismada, melatoninin, Candida’larin planktonik formunda MiK,
biyofilm formunda ise MBEK degerlerini distrdiglu goézlense de, 6zellikle
planktonik formlara daha etkin oldugu saptanmistir. Planktonik formda en
etkin  kombinasyon flukonazol ile saglanirken, biyofilm formunda

kombinasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamisgtir.

Sonug olarak, antifungallerle kombine edilmesi sonucu MiK ve MBEK
degerlerinde gorulen dusis, melatoninin  Candida enfeksiyonlarinin
tedavisinde yeni bir alternatif olabilecegini godstermektedir. Ancak, bu
alandaki calismalar sinirli oldugu icin melatoninin bu etkisinin yapilacak yeni

calismalarla desteklenmesi gerektigi dusunulmustar.
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6. SONUCLAR

Candida’lar 6zellikle immunsupresyon durumlarinda énemli morbidite
ve mortalite sebebi olabilen firsatgi patojenlerdir. Son zamanlarda Candida
enfeksiyonlarinin patogenezini agiklamak amaci ile yapilan c¢alismalarda,
Candida turlerine ait virulans faktorlerinin 6nemi belirtiimektedir. Konak
immun sistemine ve antimikrobik ajanlara kargi direng gelisimine neden
oldugu igin, 6énemli bir virllans faktdri olan biyofilm, Candida tarlerinin
tedavisini zorlastirmaktadir. Antioksidan etkiye ve immunmodulator 6zellige
sahip oldugu ig¢in melatoninin, Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde
alternatif ajan olabilecedi dusUnutlmektedir. Bu amagla; klinik érneklerden
izole edilen Candida suslarinin planktonik ve biyofilm formlarinda,
melatoninin antifungal duyarliliga etkisinin arastirildigi calismamizda sonug

olarak;

1. Calismamizda Candida izole edilen en sik dort klinik 6rnek sirasiyla
idrar (% 34,5), vajinal surintl (% 23,7), solunum (% 19,7) ve kan (% 17,7)

olarak tespit edilmistir.

2. C. albicans (% 64,8), C. glabrata (% 15,7), C. tropicalis (% 8,6) ve

C. parapsilosis (%5,4) izole edilen en sik dort etken olarak raporlanmistir.

3. Calismaya dahil edilen orneklerin gonderildigi klinikler sikhk sirasina
gore poliklinik, (% 36,3), servis (% 36) ve yogun bakim unitesi (% 27,7)

olarak belirlenmigtir.

4. Biyofilm olugumu tim suslarda % 9,7, tlr dizeyinde incelendiginde
C. albicans’ta % 2,6, Non-albicans Candida turlerinde ise % 22,7 olarak
saptanmistir. Biyofilm olusumu acisindan iki grup karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir. Ornek diizeyinde

incelendiginde ise en sik kan kulturlerinde biyofilm olusumu gézlenmistir.

5. Sivi mikrodiltisyon yéntemi ile MiK araliklari amfoterisin B igin 0,03-

0,25 pg/ml; flukonazol igin 0,5-16 ug/ml; vorikonazol igin 0,03-2 pg/ml,
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kaspofungin icin 0,06-32 pyg/ml olarak saptanmistir. Amfoterisin B'ye butin
suslar duyarl; flukonazole C. tropicalis suslarindan biri kargi doza bagimli
duyarl; vorikonazole bir C. albicans susu doza bagimli duyarli, kaspofungine
birer adet C. albicans, C. tropicalis ve C. kefyr susu direngli olarak tespit

edilmigtir.

6. CBY ile MBEK araliklari amfoterisin B igin 16 - >16 pg/mi;
flukonazol i¢cin 16 - >128 pg/ml; vorikonazol igin 0,125 - >16 pg/ml;
kaspofungin icin 8 - >32 ug/ml olarak saptanmistir. Amfoterisin B ve
kaspofungine butlin suslar direngli; flukonazole suslarin gl doza bagiml
duyarl (C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii), digerleri direngli;
vorikonazole sadece C. guilliermondii duyarli, digerleri direngli olarak

saptanmisgtir.

7. Melatonin varhiginda MIK degerlerinde duistis gbzlense de, dzellikle
direncli suslar incelendiginde; sadece kaspofungine direncli olan suslardan iki
tanesi MiK degeri diismesine ragmen halen direncli olarak degerlendirilirken;

diger doza bagiml duyarli ve direngli suslar duyarli hale gelmistir.

8. Melatonin varliginda MBEK degerlerinde dusus goézlense de;
sadece flukonazole direncli olan U¢ sus ve vorikonazole direncli olan bir sus
doza bagimh duyarli hale gelmigtir; ancak diger suslarin direng profilinde

degisiklik olmadigi belirlenmistir.

9. Bu galismada, melatoninin, Candida’larin planktonik formunda MiK,
biyofilm formunda ise MBEK degerlerini distrdigu gozlense de, ozellikle
planktonik formlara daha etkin oldugu saptanmigtir. Planktonik formda en
etkin  kombinasyon flukonazol ile saglanirken, biyofiim formunda

kombinasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.

10. Antifungallerle kombine edilmesi sonucu MiK ve MBEK
degerlerinde gorulen dusis, melatoninin Candida enfeksiyonlarinin

tedavisinde yeni bir alternatif olabilecegini gostermektedir.
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