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OZET

Afyon Yoresinde Klinik Orneklerden Soyutlanan Candida Tiirlerinin

Identifikasyonu ve Antimikotik Duyarhhklari

Saglikli kisilerin normal florasinda bulunan Candida’lar firsat¢1 funguslardir. Bu
mikroorganizmalar, immun sistemi birtakim nedenlerle baskilanmis kisilerde hayati
tehdit eden patolojilere yol acabilirler.

Son 10 yilda Candida’larla olusan enfeksiyon insidansi artmustir.
Enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiir C. albicans olmakla beraber non-albicans
Candida tiirleri ile olusan enfeksiyon insidansinda da artis goriilmektedir. Ayrica bu
tiirlere kars1 kullanilan antifungal ajanlara direng goriilmesi de dnemli bir problem
olusturmaktadir .

Bu calismada, klinik 6rneklerden izole ettigimiz maya tiirii mantarlardan
Candida’larin tiir diizeyinde tanimlanmasi, varsa direngli tiirlerin goriilme siklig1 ve
antifungal duyarlilik paternlerinin belirlenmesini amagladik.

Calismada, hastanemiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen ¢esitli Orneklerden izole edilmis toplam 100 Candida susunun
biyokimyasal tiplendirilmesi yapilmistir. Bu suslarin 50°si C. albicans (%50), 15’1 C.
glabrata (%15), 13’1 C. tropicalis, 10’u C. krusei (%10), 7’si C. kefyr (%7), 3’1 C.
parapisilosis (%3) ve 2’si C. guilliermondii (%2) olarak tanimlandi.

Tanimlanan bu tiirlerin Amfoterisin B, Ketokonazol ve Flukonazole karsi
duyarliliklar1 mikrobuyyon dilusyon yontemi ile arastirilarak incelenmistir.

Yapilan antifungal duyarlilik sonuglarina gore izolatlarimizin MIK degerleri
Flukonazol i¢in 0,125-64 ng/ml, Amfoterisin B ve Ketokonazol i¢in 0,03-16 pg/ml
arasinda saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Amfoterisin B, Antifungal Duyarlilik Testleri, Candida

albicans, Flukonazol, Ketokonazol.
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SUMMARY

Identification and Antifungal Susceptibility of Candida Species Isolated From

Clinical Specimens in Afyon Region

Candidas are opporunistic fungi found in the normal flora of healthy persons. These
microorganisms can cause life-threatening pathology in patients whose immune
system has been repressed by ilness.

The incidence of Candida infections has increased in the last 10 years.
Although C. albicans is the most frequently isolated species, there also been an
increase in the incidence of infection with non-albicans Candida species. The
development of resistance to the antifungal agents used againts these species is also
becoming an important problem.

We aimed to identify the Candida species isolated from clinical specimens
and determine the percentage of resistant species and the antifungal sensitivity
pattern. We carried out biochemical typing of the 100 Candida strains isolated from
various specimens that had been sent to the Microbiology and Clinical Microbiology
Laboratory of our hospital. Of these strains, 50 (50%) were identified as C. albicans,
15 (15%) as C. glabrata, 13 (13%) as C. tropicalis, 10 (10%) as C. krusei, 7 (7%) as
C. kefyr, 3 (3%) as C. parapisilosis and 2 (2%) as C. guilliermondii.

Susceptibility of these strains to Amphotericine B, Ketoconazole and
Fluconazole were carried out by using microbroth susceptibility testing method.

Susceptibility testing results revealed that the susceptibility range of our
isolates to Fluconazole was 0,125-64,0 pg/ml and was 0,03-16 pg/ml to
Amphotericine B and Ketoconazole.

Key Words: Amphotericine B, Antifungal Sensitivitiy tests , Candida
albicans, Fluconazole, Ketoconazole.
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1. GIRIS VE AMAC

Saglikli kisilerin agiz, list solunum yollari, barsak, vajen mukozalar1 ve derinin
normal florasinda bulunan Candida’lar, firsatg1 funguslardir (1,2). Normal florada
bulunan Candida’lar dokuya yerlesebilir ve immun sistemi birtakim sebeplerle
baskilanmis kisilerde hayati tehdit eden patolojilere yol agabilirler (1).

Son 10 yildir mantar enfeksiyonlar1 sikliginda artig gortilmektedir (3). Mantar
enfeksiyon etkenleri arasinda en sik rastlananlar Candida’lardir (1,4). Baslica
insidans artis nedenleri arasinda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, uzun siireli
kanser tedavisi, organ transplantasyonu, HIV enfeksiyonlarindaki artig, genetik
defektler vb. bulunmaktadir (4,5).

Bugiin tesbit edilen 200 kadar Candida tiirii vardir. Bunlardan 15’1 (C.
albicans, C. stellatoidea, C. catenulata, C. dattila, C. fomata, C. glabrata, C.
guillermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C.
pulcherrima, C. tropicalis ve C. zeylanoides) patojen olarak kabul edilmektedir (1,2).
Fakat artan ila¢ kullanimi, cerrahi girisim, organ nakli, AIDS vb. durumlara bagl
olarak diger tiirlerin de patojen olabilecegi diisiiniilmektedir (1,2).

Candida enfeksiyonlarinda etken olarak ilk sirada Candida albicans yer
almakla birlikte non-albicans Candida tiirlerinde de artis gozlenmektedir. Ayrica,
kullanilan antifungal ajanlara karst direng goriilmesi Onemli bir problem
olusturmaktadir (1). Candida enfeksiyon insidansinin yiikselmesi, direngli suslarin
goriilmeye baslanmasi ve sistemik etkili yeni antifungal ajanlarin kullanima girmesi
antifungal duyarlilik testlerine daha fazla ilgi gosterilmesine neden olmustur (1,3).

Antifungal duyarlilik testleri (ADT)’nin standardizasyonu igin National
Committee for Clinical Laboratory Standards’in (NCCLS) antifungal alt komitesi
1982 yilindan beri calismalar yapmaktadir (4). Ilk kez Candida tiirleri ve
Cryptococcus neoformans icin M27-P isimli belge ile makrodiliisyon yontemi
onerilmistir.

Daha sonra ise M27-T ve M27-A belgeleri ile makrodiliisyona alternatif
mikrodiliisyon yontemi Onerilmistir. Bu yontemlerle direng gelisimi izlenerek,
gerekli onlemler alinabilecektir (4) .

Calismalar antifungal duyarlilik testlerinin (ADT) ancak tiir tanimlanmas ile

birlikte klinisyen i¢in daha fazla tatmin edici olacagini vurgulamaktadir (1,2).
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Bu calismada; Afyon yoresinde Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesine gelen klinik 6rneklerden maya tiirii mantarlar igerisinde izole edilen
Candida’larn tiir diizeyinde tanimlanmasini; amfoterisin B, flukonazol ve

ketokonazol ilaglarina kars1 antifungal duyarlilik paternlerinin belirlenmesi

amaglandi.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce:
Candida’larla ilgili ilk bilgiler 4. yiizyilda Hippocrates’e kadar uzanir. Galen ve Pepy
(1665)’de pamukgugun ¢ocuklardaki sikligini gostermistir. 1771°de Rosen Von
Rosentein pamukc¢ugun yenidogan hastaligt oldugunu agiklamistir. Pamukguk
etkeninin ilk kesfi 1839’da Langenbeck tarafindandir, tifiislii bir hastanin agzindaki
aft1 kaziyarak bir mantar1 gézlemis, ancak bunun tiflis hastaliginin etkeni oldugunu
zan etmistir (5). Ilk olarak 1841°de Berg ve 1844’te Bennett pamukcugun mantar
niteliginde oldugunu gostermislerdir. 1849’da Wilkinson ilk vajinal kandidozu
tammlamistir. Candida albicans’in isimlendirilmesinde ilk adim 1843’te Rabince
pamukguk etkeni “Oidium albicans” olarak atilmis, bunu 1840°da Zapf’in “Manilia
albicans” tanimlamasi izlemis ve 1923’te Berkhout Candida albicans terimini
kullanan ilk kisi olmustur. C. albicans i¢in 100’den fazla sinonim bulunmaktadir (5).
Candida'lar Deuteromycota’da Blastomycetes sinifinin  Cryptococcales
takiminda Cryptococcaceae ailesinde siniflandirilan, blastosporlarla ¢ogalan, yalanci
misel yapan, gercek misel yapmalari miistesna olan ve eseyli sekilleri

Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup anamorf mayadir (6-8).

2.2. Candida’larin Hiicre Yapisi:

Candida, “fungi imperfecti” (deuteromycetes) sinifinda yer alan bir cinstir (8,9).

Hiicre Sitoplazmasi
Okaryot hiicre olduklarindan membranla cevrili bir cekirdek icerirler. Cekirdek
i¢inde ise, bir ¢ekirdekgik ve lineer kromozomlar bulunur.

Sitoplazmada; mitokondri (anaerobik mantarlarda yoktur), golgi aygiti,

vakuoller, ¢esitli vezikiiller ve 80 S ribozomlarda yer alir (9).

Hiicre iskeleti: Hiicre iskeleti, turgor basinca karsi koyan, ancak, dinamik bir
yapidir. Hiicre duvari ve hiicre membrani ile iliskidedir. Hiicre iskeleti mayoz, mitoz,

tomurcuklanma, septum olusumunda ve protein kinaz gibi bazi enzimlerin
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diizenlenmesinde rol alir. Hiicre iskeleti mikrotiibiiller, aktin ve miyozinden olugur
9).

Mikrotiibiiller: Alfa ve beta peptid polimerlerinden olusurlar ve membranin
hareketliginde rol alirlar (9).

Aktin: Protein yapida kablolardir. Sitoplazmik akiskanligi saglar (9).

Miyozin: Aktinle baglantili olup, organellerin hareketliliginde rol alirlar. Bu
komponentler “kalmodulin” gibi bazi proteinlerin ve Ca’" gibi baz1 iyonlarm

varliginda islevsellik kazanirlar (9).

Hiicre Membram

Membran  Proteinleri:  Molekiillerin  membrandan  transferini  saglayan
ozmoenzimler, membranda bulunurlar. Duvar sentezinde rolii olan kitin sentetaz ve
sinyal transdiiksiyonunda rol olan fosfolipaz C, adenil siklaz, proteinaz gibi enzimler

de membranda bulunurlar (6,7,9).

Membran Fosfolipitleri: Bunlar; fosfotidil kolin, fosfotidil etanolamin, fosfotidil
serin ve fosfotidil inositoldiir. Bazi toksik fungisitler, ozellikle fosfotidil kolin

sentezini inhibe ederek membran biitiinliigiinii bozarlar (8,9).

Membran Steroidleri: Sterol, membran lipidlerinin %22’sini olusturur. Zimo ve
ergosterol formunda bulunur. Ergosterol %95 oraninda olup ana steroldiir ve
membrana dinamizm saglar (9). Candida kokenlerinde ergosterol biyosentezi Sekil

1’de gosterilmistir.

Skualen l
Asetil CoA »{ Skualen »{ Skualen oksid » Lanosterol

Epoksidaz
| Endoplazmik retikulum |
Sitokrom P-450’ye bagimli
14- a-sterol demetilaz

» Fekosterol
Mitokondri
Endoplazmik retikulum
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Sekil 1: Candida’larda Ergosterol Biyosentezinin Sematik olarak gésterilmesi

Hiicre Duvari ve Antijenik Yap1

Hiicre duvari, kati bir yapidadir. Hiicreye seklini verir, osmatik basinca bagl
patlamaya kars1 koyar, molekiillerin hiicre i¢cinde ve disina gegisinde rol alir (5,9).
Candida hiicre duvar1 diger saprofitik mayalarin duvar yapisi ile benzer 6zellik
gosterir. Duvar; hiicrenin kuru agirliginin %30’unu olusturmaktadir. Dinamik bir
yapiya sahip olup plazma membranina eksternal olarak lokalizedir. Candida hiicre
duvarinda antijenik belirtegleri bulundurur ve mantar hiicresinin konak hiicrelere
tutunmasini saglar (6,9).

Candida hiicre duvariin en temel komponentleri karbonhidratlar (%80-90),
proteinler (%5-15) ve lipidlerdir (%2-5). Karbonhidratlarin ise %?20-30’u
mannoproteinlerden (mannan), %50-60’1 betaglukanlardan ve %0,6-9’u kitinden
olusur. Candida kokenlerinin hifal formlarinda kitin miktari, maya formunun 3 kati

kadar fazladir (9) .

Candida albicans’da Mannoproteinler: Mannoproteinler duvarin en disinda
ve de duvarm farkli kisimlarinda yaygin olarak bulunur (6,9). Mannoprotein; 40 KDA
molekiiler agirhiginda olup, %7’si protein ve %93’linlin ¢ogu mannoz ve ¢ok diisiik
miktarda glikozdan olusur (10). C. albicans’da dallanmis ve birbirine a-1,6 ile bagl
mannoz linitelerinden olusan bir polisakkarit govdeye baglayan ve N-asetil-glukoz-
amin, asparajin, treonin gibi aminoasit rezidiilleri ile birbirine tutunmus olan bir
protein de vardir (9). Yapiya a-1,2 yada a-1,3 baglariyla baglanmis mannoz tiniteleri
de baglanarak yan zincirleri olustururlar. C. albicans kokenlerindeki A ve B

serotipleri arasindaki farklilik bu yan zincirlerin kompozisyonu ile ilgilidir (5,10).

Candida albicans’da  Beta-glukanlar: Beta-glukanlar, hiicre = duvarinin
biitiinliglinden sorumludurlar. Maya ve hifal formlarda asitte ¢oziinebilen -1,6 ve -
1,3 glukan franksiyonlar1 birlikte bulunurlar. Germ tiip ise B-1,3’ten zengindir; bu
komponentin sentezinde rol alan B-1,3 glukan sentetaz enzimi, ekinokandin ve

benzeri antifungal ilaglar tarafindan inaktive edilir (6,9) .
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Candida albicans’da Kitin: Kitin, tomurcuklanma skarlarinda ve daha yiiksek
miktarlarda olmak iizere mantarin hifal formunda bulunur (6,9).

Kitin, N-asetil-glukozaminin B-1,4 polimerlerinden olusur. Kitin, plazma
membraninda bulunan kitin sentetaz tarafindan sentezlenir. Kitin ve glukan

mikrofibrilleri birbirleri ile siki baglantilar yaparak, duvarin katiligini giiclendirir
(9,10).

Candida Hiicre Duvarinda Yer Alan Proteinler: Duvar proteinlerinden en
onemlileri: N-asetil-glukoz aminidaz, asit fosfataz, glukonaz, proteinaz ve bazi

reseptorlerdir (6,9).

Candida Hiicre Duvarinda Yer Alan Lipidler: Lipidler %1-5 oraninda bulunur.
Tiim mantarlarda oldugu gibi, Candida’larin da hiicre membraninda bulunan sterol,
membran lipidlerinin %20’sini olusturur. Steroliin %95°1, ergosterol formundadir.

Ergosterol, antifungal ilaclar i¢in en 6nemli hedeftir (6,9).

2.3. Virulans Faktorleri:

Patojenlik bir mikroorganizmanin hastalik olusturma yetenegi olarak belirlenir.
Hastalik yapici  karakterdeki bir mantarin viicuda girmesi enfeksiyonun
olugsmasindaki ilk agamadir ancak enfeksiyonun meydana gelmesi igin yeterli
degildir (11-17).

Etkenin hastalik yapict bir¢ok faktorii ile konagin duyarliligi gibi birtakim
Ozellikler, insanlarda siradan bir kommensal olarak bulunan ancak konagin
savunmast zedelendiginde dokulara yayilarak ona zarar verebilen Candida'larin
yaptiklar1 enfeksiyonlarn altindaki gercegi olusturur (11-17). Candida’larin
ozelliklede major patojen olan C. albicans’in kandidoz patogenezinde rolii oldugu
ileri siirlilen virulans faktorleri asagidaki basliklarda toplanabilir (11-17);

Patojenite Faktorleri:

Adezyon
= Hiicre yiizeyi

= Cimlenme borusu ve dimorfizm

Fenotipik degisim
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= Enzimler (Proteinazlar ve Fosfolipazlar)
= Toksinler

= Tiir ve koken

=  Slime faktori

= Viriilans kodlayan genler

2.4. Candida Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Birkag istisna disinda, Candida cinsi i¢indeki mayalarin makroskobik ve
mikroskobik ozellikleri farklilik gostermez (1,18). Candida tiirleri genellikle gaplari
4-6 pum arasinda degisen yuvarlak veya yuvarlagimsi tomurcuklanan maya
mantarlaridir. Candida tiirleri tek hiicreli, hiicre duvarinda kitin ve/veya seliiloz
iceren Okaryotik kemoheterotrop organizmalardir (1,18).

Tomurcuklanma (blastospor) veya ortadan ikiye bdliinme ile cogalirlar.
Tomurcuklanarak meydana gelen yavru hiicre ana hiicrenin aynisidir, ana hiicreden
ayrilir veya ayrilmaz (18,19). Candida tiirlerinde olusan blastokonidyumlar ana
hiicreden ayrilmadan pesi sira uzayarak yalanci hif (pseudohif), hiicre duvari
birbirine paralel gergek hif ve bir hifin ucunda veya arada bulunan tek hiicreli, kalin
duvarli, oval genis yap1 olan klamidospor olusturabilirler (6,19). Candida tiirlerinde
blastokonidyumlar, yalanci hif, klamidospor ve germ tiip olusumu tiir taniminda
onemlidir (7,19).

Gram ile boyandiklarinda tiim Candida tiirleri gram olumludur. Maya
elemanlarmin Kklinik 6rneklerden aranmasinde Potassium Hydroxide-Calcofluor
White Fluorescent boyanmasi kullanilir. Bu boya ile maya hiicresi yesilden maviye

degisen renklerde floresan verir (6,7,19).

Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida tiirleri c¢ogu yaygin kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik kiiltiir
ortamlainda iyi tirer. Koloniler genellikle 24 saatte goriilmesine ragmen, belirgin
ireme genellikle 48-72 saat arasinda aerop/fakiiltatif anaerop ortamda gerceklesir.
Mayalarin 37 °C’de iireyebilmeleri énemli 6zelliklerindedir. Ozellikle patojen olan

tiirler 25-37 °C’de, saprofitler ise daha diisiik 1s1da iireyebilirler (6,7,19).
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Mayalarin iireyebilmesi icin besiyeri ortaminda glukoz, amonyum tuzu,
fosfat, biotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi, ortam pH’sinin 2-8
arasinda olmasi yeterlidir. Candida tiirleri kemoheterotrofturlar, yani organik bir azot
ve karbon kaynagina gereksinimleri vardir (6,7).

Besinlerini  absorbsiyon yolu ile bulunduklari ortamdan kolayca
saglayabilmeleri i¢in ortamin relatif nem oraninin %95-100 arasinda olmasi gerekir.

Candida tiirleri SDA gibi rutin besiyerlerinde oda 1sinda ve 37 °C’de 24
saatte iireyip genellikle kirli beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak
mayamsi kokulu, S tipi koloniler olustururlar (Sekil 2) (6,7,19). Koloninin
besiyerinde kalan boliimii blastokonidyumlardan olusmustur; besiyerinin yiizeyinin
altinda ise yalanci hifler bulunur.

Candida kolonileri kendiliginden S seklinden R sekline doniigebilir. R

seklindeki kolonilerin olusumu fazla migel gelisimi ile ilgilidir. (19,20).

....f"‘

f-_\.{_,

Sekil 2: Candida’larin SDA besiyerindeki krem renkli, S tipi tipik kolonileri

Bakterilerin ve hizli {ireyen kiiflerin iiremesini baskilayarak secicilik
saglamak {izere primer besiyerinin bilesimine gentamisin, kloramfenikol gibi
antibiyotikler eklenebilir (6,7,20).

Candida tiirleri, oksijen varliginda spesifik karbonhidratlar1 tek karbon

kaynagi olarak kullanabilirler. Bazi mayalar fermentatiftir. Klinik drneklerde CO;, ve
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alkol agiga cikarirlar (19). Klinik 6rneklerden izole edilen Candida tiirlerinin C.
lipolytica ve C. krusei suslar1 haricinde {ireaz enzimleri yoktur (20).

Candida tiirlerinin SDA gibi rutin besiyerinde olusturduklari kolonileri ve
misirunu-Tween 80  gibi besinden  fakir  besiyerlerinde  saptanan
blastokonidyumlarinin 6zellikleri ve blastokonidyumlarinin yalanci hif boyunca
dizilimlerine gore farkliliklar gdsterir.  Misirunu-Tween 80  besiyerindeki
morfolojileri ayirici tanida yardimcidir.

Ancak tiirlerin kesin tanis1 daha sonra yapilan seker fermentasyon ve
asimilasyon deneyleri ile konulur (18,19).

Klinik 6rneklerden izole edilen baz1 Candida tiirlerinin kiiltiirel, mikroskobik

morfoloji ve biyokimyasal o&zellikleri Tablo 1 ’de &zetlenmistir (1,8,21).
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Tablo 1: Klinik 6rneklerde iiretilen Candida tiirlerinin kiiltiir, mikroskopi ve biyokimyasal 6zellikleri

TURLER 37°C Pseudo/ Klamido Germ ASIMILASYON FERMANTASYON Ureaz KNO3 Asko
de gergek spor tiip LG M [s]|1]K T D M s C S spor
iireme hif
C. albicans + + + + - + - - - + + F F - - F - - -
C. catenulata +d + + - - + - - - + - Fd - - - N N B B
C. dubliniensis + + + + + + - - - -- - - - N - N N B B
d
C. famata + - - - + + + + - + + Fd - Fd - - - - -d
d
C.glabrata + - - - - - - - - - + F - - - - N - -
C.guilliermondii + + - - - + + + - + + F - F Fd F - - -d
C.kefyr + + - - + [+ | - + | - + -d F - F Fd F - - B
d d
C.krusei + + - - - - - - - - B E N N N N +d N 3
C.lambica +d + - - - - - - E E - - - - - R R C d
C.lipolityca + + - - - - - - - - - - N N B N + - d
C.lusitaniae + + - - - + - + - + + F - F - F R N d
C.parapsilosis + + - - - + - - - + + F R R N R B N -
C.pelliculosa + + - - - + + + - + + F Fd F - F R + +
C.pintolopestisii + - - - - - - - - - - F R R - R R N N
C.rugosa + + - - - + - - - + - - - - - - - - -
d
C.tropicalis + + N - - + - + - + + F F F R F B N N
C.zeynaloides - + - - - -d - -d - - + - - - - - - - -

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

:inositol, K:ksiloz, R:rafinoz, T:trehaloz, D:dulsitol
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2.5. Tibbi Bakindan Onemli Candida Tiirlerinin Mikolojik Ozellikleri

Candida tiirleri insanlar1 etkileyen en yaygin fungal patojendir. Bu organizmalar
invaziv olmayan yiizey enfeksiyonlarindan, derin dokular1 tutan enfeksiyonlara kadar
genis hastalik spektrumuna sahiptir (22).

Candida tiirleri eseyli ve eseysiz sporlari araciligi ile iirerler, tireme sekilleri
baz alinarak smiflandirilir. Bu cinste yaklasik 200 tiir bulunmaktadir. En sik etken
olan tiir C. albicans’tir, bunu takip eden C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. krusei, C. gullermondii’dir ve %50-%70 en sik etkenlerdir. Diger hastalik nedeni
olan baslica tiirler; C. catenulata, C. cifererrii, C. kefyr, C. lambia, C. lusitanae, C.
norvegensis, C. pelliculosa, C. rugosa’dir. Bu say1 ve siralama giin gegtikge
degisebilir (29).

Candida albicans:

Kandidozun en yaygin nedenidir (6,7,22). SDA besiyerinde C. albicans krem
renginde, yumusak krem veya tereyagi kivaminda S ve/veya R tipi koloni olusturur
(22). Bu kolonilerden hazirlanan preparasyonlar gram yontemi ile boyandiginda
maya hiicrelerinin gram pozitif, oval veya yuvarlak, tek tek veya gruplar halinde
olduklar1 goriiliir.

Serumda 37°C’de, 2 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerden bogum
olusturmaksizin uzayan ¢imlenme borulart (germ tiip) olustururlar (6,7,22). Diger
Candida tiirlerinden farkli olarak misirunlu- Tween 80 agarda yalanc hifler, yalanci
hiflerin bogumlar1 ¢evresinde kiimeler yapan blastospor ve yalanci hif uglarinda
kalin duvarli, tek veya birkag tane klamidospor olusturur (Sekil 3) (19,22).
Klamidosporlar C. albicans'in en belirgin 6zelligidir ve herhangi baska bir Candida
tirti tarafindan nadiren meydana getirilir (22).

C .albicans bulundugu ortam kosullarina bagli olarak farkli morfolojide
gortliir. Besin degeri yiiksek, nétr pH’da oksijenli ortamda maya seklinde iirer; besin
degeri zayif, diisiik oksijen konsantrasyonunda ve asit pH’da yalanci hif ve

klamidospor teskil eder (22).
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Sekil 3: C. albicans’in misirunlu-Tween 80 agarda olusturdugu ug kfamidosporlarl

C. tropicalis:
Krem renginde, yumusak krem gibi ve ¢evresinde migelin ¢iktig1 “kirma” koloni
olustururlar. Misir unlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat inkiibasyonu sonunda
yalanct hif, yalanci hif boyunca tek tek veya ufak kiimeler yapacak bigimde dizilim
gosteren blastosporlar olusturur (6,7,22). Bazen de yalanci hiflerin ucunda ince
duvarli, yuvarlak klamidospora benzer yapilar olusturabilir. Ancak bunlar C.
albicans'a ait klamidosporlardan, bir destek (siispansor) hiicrenin bulunmamasiyla
farklilik gosterir (22).

Diger yandan C. tropicalis, ¢imlenme borusuna benzeyen uzamis yalanci
hifimsi hiicreler de yapabilir. Cimlenme borusuna benzeyen bu borucugun C.
tropicalis'e ait maya hiicresinden ¢iktig1 yerde bir daralma goriilir. Bu daralma

durumu C. albicans'in ¢imlenme borusunda gériilmemektedir (7,19).

C. glabrata:

Krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyagi kivaminda S tipi diizgiin koloni
olusturur. Misir unlu-Tween 80 agarda 26°C’de 72 saat sonunda kiiciik oval, tek
tomurcuklu, kapsiilsiiz olarak iirerler. Yalanci ve gercek hif olusturmaz (22). Idrar
yolu enfeksiyonlarinda, yeni doganlarda fungemilerde, immunkompremize

konaklarda onemli etkenlerdendir.
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C. parapsilosis:

Krem renginde, yumusak krem gibi ve bazen g¢evresinde dantel seklinde koloni
yaparlar. Misir unlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat sonunda yalanci hif, bunun
etrafinda tek tek bazen kiimeler yapan blastokonidyumlar olusturur. En Onemli
Ozelligi arada iri hiflerin goriilmesidir; bunlara “dev hiicreler” de denir (22).

Kataterle iliskili enfeksiyonlarda, fungemilerde 6nemli etkenler arasindadir (17,22).

C. krusei:

Yassi, kuru, donuk, krem renginde ¢evresinde migelin ¢iktigir “kirma” koloniler
olusturur. Misirunlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat sonunda yalanci hif, bunun
etrafinda uzun “agaca benzer” dizilim gosteren blastokonidyumlar olusturur (22).
Ureaz pozitiftir. Flukonazol proflaksisi alan immunkompremize hastalarda énemli

etkendir (6,7).

C. kefyr:

Krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyagi kivaminda S tipi diizgiin koloni
olusturur. Misir unlu-Tween 80 agarda 26 °C’de 72 saat inkiibasyon sonunda yalanci
hif ve uzun blastospor yapar (6,7). Cogunlukla blastosporlar yalanci hiften ayrilip
birbirine paralele dizilim gosterirler ve bu goriiniimleri ile “irmakta yiizen kiitiik
dizileri’ni andirirlar (Sekil 4) (22). Eski yada sinonim ismi C. pseudotropicalis 'tir
(22).

Sekil 4: C. kefyr’nin mustr unlu-Tween 80 agarda blastokonidyumlarin dizilimi
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C. guillermondii:

S biciminde, yassi, kiyilar1 diizglin, krem renginde koloniler yapar, ancak
yaslandikc¢a koloni renginde pembelesme goriilebilir. Misir unlu-Tween 80 agarda
26°C’de 72 saat inkiibasyon sonunda kiigiik maya hiicreleri ve az sayida kiigiik

yalanct hif, bunun etrafinda kiiciik kiime yapmis blastokonidyumlar olusturur (22).

C. stellatoidea:
Krem renginde, yumusak krem gibi veya tereyagr kivaminda diizgiin koloni
olusturur. Koloni kiyilar1 yildizi animsatacak bi¢imde ¢ikintilidir. Misirunlu-Tween
80 agarda yalanci hifler, yalanci hiflerin bogumlar1 g¢evresinde kiimeler yapan
blastospor ve yalanci hif uclarinda kalin duvarli, tek veya birkag¢ tane klamidospor
olusturur (22).

Morfoloji 6zellikleri gibi biyokimyasal 6zellikleri de benzerlik gdsterir, fakat
C. stellatoidea sukrozu asimile etmez (7,22). Antijen yapilart bakimindan da
benzerlik gosterdiginden C. stellatoidea bazi arastiricilar tarafindan C.albicans'in

virulan olmayan bir ¢esidi olarak kabul edilir (22,23).

C. dubliniensis:

Son zamanlarda tanimlanan ve fenotipik olarak C. albicans ile ¢ok yakin iliskisi
olan, Ozellikle HIV’li hastalarda oral kandidozda flukonazol direnci ile kendini
gosteren, yeni giindeme gelen bir tiirdiir.

C. albicans ile ayni mikroskobik morfolojiye sahiptir. Germ tiip ve
klamidospor olusturabilir. Ancak klamidosporu ¢ok fazla kiime yapmis sekilde
olabilmektedir. C. albicans ile benzer biyokimyasal 6zellige sahiptir. Ancak ksilozu
kullanimi ve methyl-D-glikosidase aktivitesi olumsuzdur. Yine C. albicans’tan farkli
olarak 45°C’de iireyemez (6,19).

Bazi o6nemli Candida tirlerinin musirunu-Tween 80 besiyerindeki

morfolojileri Tablo 2’de 6zetlenmistir (7).
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Tablo 2: Baz1 6nemli Candida tiirlerinin misirunu-Tween 80 agarda morfolojik
ozellikleri

Candida tiirii Musirunu-Tween 80 agarda morfoloji

C.albibans Yalanci ve gergek hifler, yalanci hiflerin bogumlari ¢evresinde kiimeler olusturmus
yuvarlak blastokonidyumlar ve hif u¢larinda tiire 6zgii kalin duvarl, tek veya
birkag tane klamidospor

C.tropicalis Yalanct hif boyunca tek tek veya kiiciik kiimeler olusturmus yuvarlagimsi
blastokonidyumlar; bazen yalncr hif uglarinda klamidospora benzer ancak ince
duvarli yuvarlak ve armut seklinde hiicreler

C.guilliermondii Az sayida kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlari gevresinde kiigiik blastosporlarin
olusturdugu kiimeler
C.parapsilosis Yalanct hif boyunca tek tek veya bazen kiigiik kiimeler yapacak bicimde dizilmis

blastokonidyumlar.
Cok onemli bir 6zelligi, arada iri hiflerin bulunmasidir (dev hiicreler).

C.krusei Yalancr hifler ve uzun, “agaca benzer” dizilim gdsteren blastokonidyumlar

C.glabrata Kiigiik, oval ve uclarindan tomurcuklanan blastokonidyumlar. Yalanci hif
olusturmazlar.

C.kefyr Yalanct hifler ve uzun blastokonidyumlar.

Blastokonidyumlar ¢ogu kez yalanc hiften ayrilip birbirine kosut bir dizilim
gosterirler (irmakta yiizen kiitiik dizileri).

2.6. Candida’larin Patogenezi:

Candida’lar normal kosullarda, ozellikle gastrointestinal sistemde flora elemani
olarak bulunurlar. Bu yiizden Candida enfeksiyonlari genelde endojen kaynaklidir
(5,23). Insanlarm fungal enfeksiyonlara kars1 genis bir konak savunma mekanizmasi
vardir. Deri ve mukoza hasarma yol acan herhangi bir olay etkenin invazyonuna
olanak tanirken fagositer hiicrelerin say1 ve islev bozukluklari ile hiicresel bagisik
yanittaki degisiklikler de enfeksiyon gelisimini kolaylastirir (7,23).

Yerlesik floradaki bakteriler, besin maddelerini hizla tiiketerek, cevre
kosullarin1 Candida lar i¢in uygun olmayacak sekilde degistirir veya toksik maddeler
tireterek Candida 'larin ¢ogalmasini engeller (6).

Candida’lara kars1 yapisal savunma elemanlart:

= Polimorf niiveli 16kositler (PNL)

= Notrofil, Bazofil ve Eozinofiller

= Plateletler (Trombosit)

= Makrofajlar ve Retikiilo-endotelyal sistem (RES) hiicreleri
= Lenfositler
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= Natural killer (NK) hiicreleri

= IgG ve diger serum 6geleri

=  Kompleman

= Histiositler

» Serum demir baglama proteinleri
= Histidin

PNL’ler mantarlarin pseudohiflerini parcalama ve fagosite etme;
blastosporlarini 6ldiirme yetenegine sahiptirler. Notrofiller Candida’lart 6ldiirmede
PNL’lerden daha etkilidirler (6,23).

Fagositler i¢in daha iyi bir 6ldiirme mekanizmasi ise kimotripsinik katyonik
proteinlerle olandir. Bu proteinler muhtemelen artan membran gecirgenligi ile etkili
olmaktadir. Enfeksiyon alaninda patojene ilk saldiran hiicre notrofillerdir. Patojenin
fagositozu sirasinda noétrofiller ekstraselliiler ortama myeloperoksidaz salgilar. Isiya
duyarli ve direngli opsoninler, nétrofillerin Candida’lart fagositozunu kolaylastirir
(6,23).

Plateletler Candida hiicre duvari pargalarini agliitine ederek antifungal etki
gosterirler (6).

Candida’lara karsi korunmada lenfositlerin rolii ve hiicresel immunitenin
gelisimi kompleks bir konudur ve son zamanlarda genis bir sekilde tartisiimistir (6).
Kronik Mukokutenéz Kandidozlu (KMK) hastalarda 6zellikle T lenfosit yanitta ciddi
bir eksiklik vardir. Bunlarda gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu goriiliir ancak
sitokin salinimi bozulmustur (6).

Deneysel kanitlar mannan polisakkaritinin lenfosit cevabini etkileyen énemli
bir antijen oldugunu gostermistir. Kronik kandidozda mannoprotein ve manan
metabolitleri IL-1, IL-2 ve TNF aktivitesini etkiler (6).

NK hiicrelerinin de anti-kandidoz aktivitesi saptanmustir (6).

Dogal direncte yer alan bir dizi madde ise serum faktoriidiir. In vitro ortamda
Candida’larin ¢ogalmasini inhibe eden 1siya direngli, proteaz enzimine duyarli bir
serum faktorii belirlenmistir. “Clumping faktor” olarak tanimlanan bu serum faktorii
mantar hiicrelerinin kiimelesmesine yol agtigi ve kiimelesme olaymin anti-Candida

antikorlari varliginda inhibe oldugu gosterilmistir (6,23).
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Serum demir baglama proteinleri Candida’larin itiremesi i¢in gerekli olan
demiri baglayarak etki yapar (6).

Konak savunmasinda rol alan bir diger etmen ise komplemandir. In vitro
ortamda kompleman optimal opsonizasyon i¢in gereklidir. Ayrica komplemanin 3b
(C3b) komponenti Candida blastosporlarina baglanabilmektedir ve Candida yiizey
molekiilleri insan kompleman reseptorlerinden CR2 ve CR3’e benzemektedir. Bunlar
ozellikle endotel hiicreler i¢in adezin gorevi gormektedir. Kompleman sistemindeki
C5 ve C3 eksikliginde konagin C. albicans’a direnci azalir (6,23).

Histidinden zengin insan agiz salgisindaki 12 c¢esit protein igerigi olan
histatinlerin, C. albicans dahil baz1 Candida’larin hiicre duvarini etkileyerek in vitro
antifungal aktiviteleri gosterilmistir (6).

Candida’larin glukoprotein yapisindaki toksinleri patojenitede rol oynayan
virulans faktorleridir. Bakteri toksinleri gibi pirojen olup hayvanlarda anaflaktik soka
neden olabilir, ancak bakteri toksinleri kadar etkili degildir (6,23). Hidrolitik
enzimlerinden fosfolipazlar membran fosfolipidlerini, asit proteinazlar salgisal
IgA’y1 pargalayarak epitel hiicrelerine yapigsmada rol oynarlar (6).

Dokuda maya ve hif formunda bulunabilmelerinin (dimorfizmin) de
patojenite de yeri vardir. Hif formu dokuya daha kolay yapisir, fagositik hiicreler
tarafindan sindirilemez ve plastik yiizeylere yapismay1 saglayan fibriler bir tabaka
olusturur (6,24).

Hastanede uzun siireli yatan ve damar igi katater kullanan hastalarda yaygin
kandidoz acisindan risk altindadir. Deri florasinda bulunan, yiizey hidrofobik 6zelligi
ve slime faktor {iretimi fazla olan C. parapsilosis bu tiir hastalarda en fazla karsimiza
¢ikan tiir olmaktadir (6,24).

2.7. Enfeksiyona Yol Acan Kolaylastiric1 Faktorler:

C. albicans’in saglikli bireylerin oral kavitelerinde %25-30, gastrointestinal sistemde
%50, vajende %30 oraninda kolonizasyon saptanmustir. insanda kommensal olarak
bulunan mikroorganizmanimn patojen olmasi i¢in konagm normal savunma
mekanizmasminin bozulmasi gereklidir (25). Hiicresel immun defektler ve deri

maserasyonu mukokuten6z kandidoza neden olabilir (25).
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Son yillarda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi artmistir. Antibiyotikler
Ozellikle gastrointestinal sistemde normal florayr baskilayarak Candida’larin
cogalmasina olanak tanirlar. Ornegin; siilfanomidler Candida’lar1 hiicre iginde
Oldiiren noétrofilleri azaltirken; tetrasiklin, doksasiklin ve aminoglikozidler nétrofil
fagositozunu azaltirlar.

Diabetes mellitus, prematiire veya diisiik dogum agirligi, AIDS, abdominal
cerrahi girisimler, transplantasyon, neoplastik hastaliklar, agir yaniklar ve steroid
kullanim1 kandidoz olusumunu arttirir (16,22,25,26). Candida’larin vaskiiler sisteme
girigsinde etkili olan faktorler arasinda, intravendz kataterler, eroin kullanimi,
polietilen kataterler, asir1 s1vi alinmasi, basing cihazlari, prostetik kalp kapaklar1 ve
yapay kalp sayilabilir (25). Kronik yataga bagimli hastalar ve intra vendz narkotik
kullanicilar da kandidoz olusumu ig¢in risk grubudurlar (25).

Antifungal ajanlarin yaygin kullanimi endojen florayr baskilar. Bunun sonucu
daha az virulan fakat daha direngli non-albicans Candida tiirlerinin enfeksiyonlarina
neden olabilirler (25).

2.8. Candida Enfeksiyonlari:

2.8.1. Mukoza Enfeksiyonlari:

Ag1z Kandidozu:

Oral Candida enfeksiyonlart siktir; Thrush (akut pseudomembrantz kandidoz); oral
kandidozun spesifik bir formudur ve dilde, agiz iginde tim mukozada goriilebilir
(6,27). Lezyonlar krem beyaz lekelerle karakterize olup siirtme ile kolayca ayrilir,
geride kanamali ve agrili bir yiizey birakilir. Bu lekeler aslinda Candida igeren
hasara ugramis epitel hiicreleri, 16kositler, bakteri, keratin, nekrotik doku ve kan
artiklarindan olusmus pseudomembrandir (28). Thrush’in ¢ok goriildiigi diger
hastaliklar kanser ve AIDS’tir (27,28).

Kandida enfeksiyonlarinda, klasik lezyonlara ek olarak diger klinik formlar;
akut psddomembran6z kandidoz sonucunda olustugu diisiiniilen ve dilin non spesifik
atrofisi olan akut atrofik kandidoz, agiz koselerinde inflamatuar reaksiyon seklinde
gelisen angular cheilitis, yanak dudak ve dilde izlenen, nadiren prekanserdz olabilen

Candida leukoplakia seklinde siralayabiliriz (27,28).
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Genital Kandidoz:
Vulvovaginittlerin en sik etkenlerinden biri Candida’dir (29). Vulvovaginal kandidoz
daha ¢ok dogurganlik c¢agindaki kadinlarda goriliir (28). Candida, kadmlarin %15-
25’inin vaginasinda semptom vermeden bulunur (29). Konagin genel direncini kiran
ve/veya vajina florasinda degisikliklere neden olan bazi hazirlayici faktorlerin
varliginda mantar 6nce iireyip bir kolonizasyon ve ardindan enfeksiyon yapar (29).
Kadinlarin %75’inde hayatin bir doneminde Candida vajiniti olusmus, ancak
¢ogunda altta yatan neden saptanamamuistir (28). Candida vajinitinde bulgular; beyaz
sarims1 kuvvetli akinti ve vulva da ciddi kasint1 ile karakterizedir (28,29). Genital
kandidoz bazen cinsel iliski ile bulasabilir. Infekte cinsel eslerin birlikte tedavi

gormeleri 6nemlidir (6).

2.8.2. Deri Enfeksiyonlari:
Govde ve ektremitelerde yaygin erlipsiyonlar ile karakterize yaygin deri kandidozu
gelisebilir. Etken ¢ocuk ve erigkinlerde sik olarak izlenen genitokrural bolge, aksilla,
eller ve ayaklarda ciddi dokiintiiler yapabilir (23).

Candida’lar peniste; vezikiiler seklinde baslayan, lekelere doniisen ve
“thrush”a benzer ciddi kasinti ve yanma meydana getiren balanitise neden olabilir

(28). Bacak, skrotum, kalgalara yayilabilir (23,28).

Onikomikoz:

Candida’ya bagli tirnak enfeksiyonu ellerde daha sik goriiliir. Tirnak ile birlikte
cevresindeki yumusak dokunun da infekte olmasi Kkarakteristiktir (paroniki) (23).
Yumusak doku kizarik, ddemli olup piyojenik bir enfeksiyon goriiniimii verir. Harap
olan tirnak zamanla disebilir (28). Tirnak kandidozunda da nem O6nemli bir

predispozan faktordiir (6,23).

Kronik Muko-Kutenéz Kandidoz (KMK):

Genellikle erken cocukluk doneminde baslayan, hiicresel immiin yetmezlik ve
endokrinopatilerle iliskili bir hastaliktir (6,23). Konjenital endokrinopatiler veya
hiicresel bagisiklik sistemindeki bozukluklara bagimli olarak ortaya ¢ikan ve sagh

deri; ayaklar, yiiz 6ncelikli olmak {izere; bazen tirnak ve parmak uclarini da tutan bir
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enfeksiyondur (23). Hayatin ilk ¢ yilinda gelisebilir; ve nadiren derin bir
enfeksiyondur (30).

2.8.3. Derin/Sistemik Enfeksiyonlar:
Derin/ Sistemik kandidoz, kandidemiyi izler. Kandidemiye neden olan faktorler;
santral damar kataterleri, cerrahi girisimler, aspirasyon, deri veya gastro-intestinal

mukozadaki harabiyet ve damar i¢i narkotik madde kullanimidir (30).

Kandidemi:
Kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir yada daha fazla kan kiiltiirlerinde
Candida {iremesi demektir (23,31). En sik belirtisi yiiksek atestir. Onceleri
kandidemi, kontamine kataterle iligkili ve gecici bir durum olarak degerlendirilirken;
Candida’ya bagli mortalitenin %40 oldugunun belirlenmesi, kandideminin 6nemini
gostermistir (32). Dahasi; ciddi organ tutulumu olanlarin yaklasik %350’sinde
kandidemi saptanamayabilir.

Ote yandan kan kiiltiirii (+) ¢ikanlarin hepsine derin enfeksiyon oldugu iddia
edilemezse de kaninda Candida saptanan hastalar, gerek enfeksiyonun akut etkilerini

gerekse uzun donmeli sekellerini dnlemek iizere tedavi edilmelidir (30-32).

Menenjit:

Dissemine kandidozun bir belirtisi olarak yada bagimsiz bir klinik tablo seklinde
gelisebilir. Diisiik dogum agirlikli bebeklerde veya vetrikiiloperitoneal santi bulunan
hastalarda, hematojen yayilim sonucu yada bir travma ile mantarin dogrudan
subdural bolgeye inokiilasyonuna bagl olarak ortaya ¢ikar (6,23).

Candida menenjitli hastalarin hemen hepsinde Beyin Omurilik Sivist
(BOS)’inda pleositoz vardir. Olgularin %90’ninda sorumlu patojen C. albicans’tir.
Ayrica C. tropicalis enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir (6).

Candida hem parankimal beyin dokusu hem de meninksleri tutar. Genellikle
dissemine kandidozun komplikasyonu olarak santral sinir sistemi kandidozu
gelisebilir (23).
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Pulmoner Kandidoz:

Solunum sistemi kandidozu kandidal pnémonisi olarak karsimiza ¢ikar. Candida
pnoémonisi siklikla lokal veya nodiiler diffiiz infiltratlar seklinde olarak iki formda
gortliir. Lokal diffiiz  bronkopnomoni; etkenin akcigerlerde endobronsial
inokiilasyonu ile olur. Nodiiler yapida infiltratlar ise hematojen yolla yayilir.
Ozellikle agir hastalarda solunum sisteminde maya kolonizasyonunun yiiksek oranda
gorilmesi nedeniyle tan1 yalniz balgamda mayalarin gosterilmesi ile tek basina

konulamaz (6,23) .

Dissemine Kandidoz (DK):

DK en sik neoplastik hastalar, yanikli hastalar, postoperatif komplikasyonlu hastalar
(transplantasyon kalp cerrahisi, GIS cerrahisi gecirenler) da goriiliir. En sik tutulan
organlar bobrek, beyin, myokard, g6z, immunosupresyon uygulanan hastalarda
karaciger ve dalaktir. DK tanisi ancak %15-40 hastada, yeterli tedaviye izin verecek
kadar erken konabilir. Erken tani i¢in serolojik testlerin degeri tartismalidir. Kesin

tan1 ise histopatolojik yontemlerle konur (23).

Gastrointestinal (GIiS) Kandidoz:

Ender bir klinik tablodur. En ¢ok agir durumundaki kanser hastalarinda,
AIDS’lilerde goriiliir. Mukozada iilserler olusur. Yeni doganlarda C.albicans’a bagh
diyareler olabilmektedir (6,23).

Uriner Sistem Enfeksiyonlar:
Urogenital kandidozlar; Candida tiirlerinin iist ve alt idrar yolu ve genital yolda
olusturdugu enfeksiyonlardir. Urogenital sistemde kandidoz daha ¢ok bdbrekler,
mesane, iretra, penis ve vulvo-vaginada goriiliir; prostat gibi sistemin diger
organlarinda ender olarak rastlanir (6,23).

Diabetes mellitus, uzun siireli antibiyotik kullanimi, Foley katater ve {iriner
sistemde diger yabanci cisimlerin varligi risk faktorleridir (16,22,26). Sonda
kullanimina bagli kandidiiri genellikle antifungal ila¢ kullanilmadan kendiliginden

gecer (33). Ancak bobrek transplantasyonu yapilmis hastalar, nétropenik olgular, ¢ok
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diisiik dogum kilolu bebekler ve idrar yolu manipiilasyonu gecirenlerdeki kandidiiri

antifungal sagaltim gerektirir (33).

2.8.4. Allerjik Hastahklar:

Klinikte kandidid olarak bilinen ve Candida metabolitlerine bagli olan allerji, iyi
tanimlanmis bir fenomendir. Lezyonlar dermatofitlerdeki klinik goriiniim,
morfolojisi ve yayilimi andirir. Erken veya ge¢ hipersensivite yapabilir (34).
Candida’nin hipersensivite uyaran diger sendromlardaki rolii iyi tanimlanmistir.
Olasilikla Candida’nin brons kolonizasyonu veya daha once hasar gormiis yada
normal florada organizmanin asir1 ¢ogalmasi toksisite ve alerji belirtileriyle ortaya
cikabilir (34).

2.9. Epidemiyoloji:
Candida’lar dogada yaygin olarak bulunan mantarlardir. Bunlardan bir boliimii insan
ve hayvanlarda kommensal olarak bulunabilir (35).

Candida tiirlerinin insan florasindaki yerlesim ve dagilimi degisik 6zellikler
gosterir (35-37). Deri florasinda C. albicans pek sik bulunmaz, daha ¢ok nemli kat
yerlerinde olmak tizere C. parapsilosis, C. gullermondii’ye rastlanir (5). Sik1 giyim
ve lokal antibiyotik kullanimi1 Candida kolonizasyonunu arttirir (37). C. albicans’in
deride bulunabilecegi yerler daha ¢ok agiz ¢evresi, anorektal bolge gibi mukokutendz
birlesme yerleri ve parmak aralaridir (36).

Saglikli bireylerin agzinda %30, jejenum ve ileumda %55 ve gaitada %65
oraninda Candida tiirlerine rastlanmustir.

Agiz florasinda en ¢ok bulunan tiir C. albicans (%75) olup bunu C. tropicalis
(%8), C. krusei (%3-6) ve C. glabrata (%2-6) izler (36). Agiz hijyenin bozulmasi,
dis protezi uygulanmasi, sigara i¢ilmesi durumlarinda ve diyabetik hastalarda sayilar
artar (36,37).

Anorektal ve digki florasindaki Candida’larin %50’sini C. albicans, %20’sini
de C. tropicalis ve C. glabrata olusturur. Genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siire
kullanilmasi, Candida’larin GIS kolonizasyonunu arttirir. Sindirim  sistemindeki
Candida’larin sayisi iizerinde diyet, sindirim sistemindeki bakteri florasi ve laktik

asitin etkisi vardir (38).
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Gebe olmayan kadinlarin %5-11’inde, gebe olmayan ve vajinal akintis1 olan
kadinlarin %18’inde, oral kontraseptif kullanan kadinlarin %20-30’unda ve gebe
kadinlarin %30’unda vajinal Candida kolonizasyonu vardir (5,36). En sik C.
albicans olmak tizere siklik sirasina gore C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
izole edilir. Genital kandidozda, esler arasi bulas s6z konusudur (29).

Candida vajiniti olan kadinlardan dogan bebeklerde heniiz agiz bakteri florasi
yerlesmediginden az sayidaki Candida bile pamukguk olusturabilir. Yeni doganda
pamukc¢uk orani annenin durumuna da bagli olarak %4-18 arasindadir (7,36).
Candida enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla endojen orijinli olmalarina ragmen insandan
insana gecisde s6z konusudur. Ornegin, yeni dogan pamukcugu maternal vajenden
bulasabilmektedir (37,39).

Candida enfeksiyonlarinin hastaneden kazanildigini goésteren calismalar da
vardir (34). Bu olgularda bulas hastadan hastaya, hastane personelinin kontamine
olmus elleri ve kontamine olmus tibbi gerecler ile gergeklesir (39,40). Nosokomial
fungal enfeksiyonlarinda her ne kadar C.albicans en sik izole edilen tiir olsa da, son

zamanlarda non albicans Candida tiirlerininde orani artmustir (38,41,42).

2.10. Candida Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi:
Diger mikrobiyal enfeksiyonlarda oldugu gibi Candida enfeksiyonlarinin tanisi
klinik bulgular ve laboratuvar sonuclarimin birlikte degerlendirilmesine baghdir
(20,43).

Kandidozlarin laboratuvar tanisinda;

e Klinik 6rneklerin direkt mikroskobik incelenmesi

e Kan, viicut sivilari, dokular veya diger bolgelerden alinan Orneklerden

Candida tiirlerinin soyutlanmasi

¢ Candida tiiriiniin belirlenmesi

e Doku orneklerinde Candida benzeri mikroorganizma saptandiginda bunun

dogrulanmas1 gerekmektedir.

Tanida ilk asamada klinisyenin rolii Onemlidir. Klinisyenin Oncelikle
enfeksiyonu temsil edecek dogru ornegi almalidir (20). Mayalar; deri, mukozlar,
tirnak, balgam, bronko-alveolar lavaj sivisi, idrar, beyin-omurilik sivis1 (BOS), kan,

biyopsi ve nekropsi drneklerinden soyutlanabilirler (20,43,44).
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Deri ve mukoza kandidozlarmin tanisinda en 6nemli islem klinik 6rnegin
mikroskobik incelenmesidir. Bu amagla %10-30 arasindaki konsantrasyonlarda
potasyum hidroksit (KOH) kullanilmalidir. Hazirlanan KOH preparasyonunda
tomurcuklanan blastosporlarin yaninda pseudohiflerin de goriilmesi, tanida kiiltiirden
daha degerlidir (20,43,44).

Tirnak kandidozunun klinik goriiniimii tipik olmakla birlikte klinik taniy:
desteklemek amaciyla mikroskobik inceleme gereklidir. Sismis periungual bolgeden
tirnaga hafifce baski uygulanarak irin veya nemlendirilmis ekiivyonla alinan 6rnekler
inceleme i¢in uygundur. (20,43,44).

Solunum yolu kandidozlarinda, balgam ve bronsiyal sekresyonlarda 6rnegin
santrifiijlendikten sonra incelenmesi uygun olur. Musini par¢alamak amaciyla
ornegin homojenize edilmesi duyarliligi daha da arttirir. Solunum 6rneklerinin
pankreatik enzimler veya N-asetil sistein ile alinmasi Candida’larin hem
mikroskobik incelemede goriilmesi hem de kiiltiirde iiremesini kolaylastirir.
Bronkoskopi yolu ile alinan brong sekresyonlari kolonizasyonu veya enfeksiyonu
belirleme agisindan daha giivenilir 6rneklerdir (20,43,44).

Kandidemilerin tanisinda Candida tiirlerinin kandan soyutlanmasi derin
kandidozlarin tanisinda da laboratuvarlarin en onemli stratejisini olusturur. Derin
kandidoz kuskusu olan tiim hastalardan kan kiiltlirii yapilmalidir. Bunlarla birlikte
cogu kez Candida’larm iiretilmesi i¢in kiiltiiriin birka¢ kez alinmas1 gereklidir. Kan
hem damar kataterinden hem de venden alinmalidir. Yaygin kandidozlu nétropenik
hastalarin bile ancak %350’sinde kan kiiltiirleri olumludur. Son yillara kadar kan
kiiltiirlerinden Candida iiretilmesi deri kontaminasyonu olarak yorumlanmaktaydi.
Ancak, ikinci kan kiiltiirlerinde Candida iiremesinin beklenmesi hayat kurtarici
sagaltimi1 geciktirdiginden, giiniimiizde Candida ireten her kan kiiltirii aksi
kanitlanincaya kadar kandidemi olarak degerlendirilmektedir (43,44).

Kan 6rneginden mayanin saptanmasi amaciyla kullanilan en duyarli yontem

Lysis santrifiigasyon yontemidir (20,44). Kiiltiir amaciyla alinacak kan miktar1 en

kritik faktordiir ve 8-10 ml (yeni doganlar i¢in 1-2 ml) olmasi 6nerilmektedir (20).
Damar ici kataterler kandideminin en 6nemli kaynaklardan biridir. Damar ici

katater Candida’larin giris kapisi olabildigi gibi baska bir odaktan, 6zellikle GIS’den
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dolasima gegen Candida’lar i¢in de hedef olusturabilirler. Katater ¢ekildiginde
ucundaki 5 cm’lik parga incelenmek i¢in laboratuvara gonderilmelidir (20,43,44,51).

Ag1z kandidozunun klinik goriiniimii genelde 6zgiindiir. Ancak, bazen baska
klinik tablolar ile karisabilir. Bu nedenle lezyonlardan ekiivyonla veya mukoza
kazintist seklinde aliman Orneklerin direkt incelenmesinde Candida’larin goriilmesi
ve kiiltiirde goriilmesi ile klinik tan1 desteklenmektedir (20,43).

Vaginal kandidozlarin tipik klinik semptom ve bulgular ve mantarlarin
orneklerde gosterilmesi ve/veya kiiltiirde tiretilmesi ile konulur. Mantarlarin klinik
ornekte gosterilmesinin  tan1  duyarlilign  ve giivenilirligi %40, kiiltiirlerde
tiretilmesinin ise %90’dir. Siiriintii 6rnekte gosterilmesi vagina yan duvarlarindan
alinmal1 ve transport besiyerinde laboratuvara gonderilmelidir (3,20,44).

Idrar yolu kandidozlarimin tamsinda, iireter katateri olmayan bir hastanmn
idrarindan Candida iiretilmesi siklikla ciddi bir enfeksiyonun gostergesidir. Kiigiik
cocuklarda en iyi idrar Ornegi subrapubik idrardir (43,44). Yaygin kandidozun
gostergesi olmasi agisindan, idrardan C. tropicalis’in soyutlanmasi, C. albicans’in
soyutlanmasindan daha 6nemlidir (20).

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda BOS’tan Candida
soyutlanmasi menejit tanisi i¢in glivenli bir sonug saglar, ancak siklikla ¢ok miktarda

BOS ile kiiltiirlerin tekrarlanmasi gerekir (44).

2.10.1. Candida Tiirlerinin identifikasyonu:
Kan, BOS, sinoviyal sivi gibi steril bolgeden soyutlanan mayalar labaratuvarda
tanimlanmali veya bir referans laboratuvara gonderilmelidir. Klinik o6rneklerden
soyutlanan mayalarin yaklagik %70-80’i C. albicans’tir. Normalde germ tiip testi
olumlu ise daha ileri identifikasyon gerekmemektedir.

Candida tiirlerinin geleneksel identifikasyonu morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri temel alinarak yapilir (20). Bunlar;

e Kolonilerin ilk tiretilme besiyerindeki goriiniimii ve rengi

¢ Hiicrelerin biiyiikligii ve sekli

¢ Hif ve/veya pseudohif olusumu

e Germ tiip olusturma yetenegi

¢ Klamidospor olusturma yetenegi
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e Nitrat asimilasyon

e Seker fermantasyonu

e Karbohidrat asimilasyon
e Ureaz testi

Geleneksel yontemlerin bazilari, 6zellikle biyokimyasal testler zor ve zaman
alicidir. Ayrica birgok hizli tan1 sistemi gelistirilmis ve ticari olarak mikrobiyoloji

laboratuvarina sunulmustur (44).

Candida tiirleri, genelde SDA, koyun kanli agar, at kanli agar gibi rutinde
kullanilan mikolojik ve bakteriyolojik besiyerlerinde iyi iirerler. C. albicans ve C.
dubliniensis gibi baz tiirler sikloheksimid varliginda iirerler. SDA’da 25 °C ve 37
°C’de iiremis Candida kolonileri, beyazdan bej rengine ve S tipinden burusuk yapili
kolonilere kadar degisen renk ve yapida olabilirler (19,20).

Karisik orneklerdeki degisik Candida tiirleri, kromojenik maddeler igeren
CHROMagar besiyerinde birbirinden ayrilirlar. CHROMagar’da 37 °C’de 48 saatlik
inkiibasyonundan sonra C. albicans a¢ik mavi-yesil, C. dubliniensis koyu yesil, diger

tirleri ise pembe veya mor koloniler olustururlar (45-49).

Klamidospor olusturma:

Czapek dox, piring unu veya misir unu agar besiyerlerinden birisine test edilen maya
kolonisinden bir par¢a alinip igne 6ze ile birbirine paralel ¢izgiler seklinde ekim
yapilir. Kapatilan lamelin ortamin oksijenini azaltmast ve Tween 80’in ylizey
gerilimini diisirmesi klamidospor ve pseudohif tiretimini arttirir (18,50).

C. albicans kokenlerinde terminal veya kisa dallar {izerinde; iri, agir1 kirilgan,
kalin duvarli klamidosporlar goriiliir. C. albicans kdkenlerinin %60’1 klamidospor
olustururlar (19). Uzun yillar sadece C. albicans’in tanimlanmasinda kullanilmis olan
misir unlu agarda diger maya tiirleri de mikroskobik morfolojik 6zelliklerine gore

tanimlanabilmektedir (Tablo 2) (18).

Germ tiip Olusturma:
Germ tiip testi C. albicans’in tanisinda hizli bir testtir ve hem primer hem de saf

kiiltiirlerden yapilabilir. C. albicans ve C. dubliniensis’in %95-97’sinde olumludur
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(19,20). C. stellatoidea da germ tiip iretir. C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr’'de
pseudo germ tiip olusumu gozlenebilir (19,20).

Germ tiip, blastospordan orijin alan, baslangic noktasinda hi¢ daralma
olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik yapmayan bir flament olarak gozlenir.
Pseudo-germ tiip ise daha biiyiik bir blastospor vardir ve hif ile baglant1 bolgesinin
daha belirgin oldugu gozlenir (19,20).

Germ tiip testi i¢in insan serumu, yumurta albumini, koagiile tavsan plazmasi,
koyun serumu, Tripticase Soy Broth (BBL) besiyeri kullanilabilir. Rutinde en sik
insan serumu tercih edilir (46).

Candida Tiirlerinin Dokuda Histopatolojik Goriiniimii:

Candida tiirleri doku kesitlerinde maya hiicresi ve pseudohifler yada sadece maya
hiicreleri seklinde goriiliirler. C. albicans diger mayalardan, maya hiicreleri yaninda
hif ve/veya pseudohiflerin de goriilmesi ile ayrilir. Maya hiicreleri tek tek veya c¢ok

sayida tomurcuklanma gosteren, yuvarlak veya oval, 4-8 um boyutlu hiicrelerdir

(20).

Kandidozlarin Serolojik Tamnisi:

Ozellikle invaziv kandidozlarm klinik ve mikroskobik tanisinda yasanan sorunlar
kiiltiir disindaki tan1 yontemlerinin gelistirilmesini hizlandirmistir. Son yillarda hasta
serumu ve viicut sivilarinda anti-Candida antikorlarini, Candida antijenlerini,
metobolitlerini ve hiicre duvar1 komponentlerini saptayan testler gelistirilmistir. Bu

testler 6zel hasta gruplarinda fungeminin dogrulanmasinda yardimcidir (20).

Erken tan1 amagli antijen ve antikor testleri ile cogu zaman negatif sonuglar
alinmaktadir. Antikor aramada mannan ve somatik antijenler kullanilir (7,20). Ancak
mukozadaki kolonizasyon veya yiizeyel enfeksiyonlara bagli olusan antikorlarla
derin kandidozda olusan antikorlar ayirt edilemezler. IgG antikorlari, [gM
antikorlarindan kisa bir siire sonra ortaya ¢ikar, yaklasik 6-12 haftada pik yapar ve

enfeksiyondan aylar sonra pozitif kalir. Bu nedenle tek bir defa yiiksek bulunmusg
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IgG titresi yeni veya gegirilmis enfeksiyonun ayiriminda kullanilmaz. Bu durum
antikor arama yontemiyle kandidoz tanisini giiclestirir. Bu ylizden antijen arama

daha giivenlidir. Antijen ve antikor arama testleri ¢ok sik yinelenmelidir (7,20).

Yogun bakim hastalarinda ve organ nakilli hastalarda invaziv kandidozun
tanis1 amaciyla molekiiler ve serolojik yontemlerin karsilastirildig1 ve sadece
serolojik incelemelerinin yapildig1 ¢alismalarda higbir yontemin tek basina tanida
yeterli olmadig bildirilmistir. Mukozalarin Candida’larla 6zellikle C. albicans ile
kolonizasyonu, antifungal sagaltim gerektirecek kandidemi ve doku invazyonundan
ayirabilecek tek bir tan1 yonteminin bulunmasi ¢agimizin sihirli degnegi olacaktir

(20,51).

Molekiiler Biyolojik Yontemler:

Yeni ¢aligamalar, mantar dizilerine 6zgii DNA dizilerini klinik 6érneklerden saptama
yontemlerinin mantarlarin tanisina uygun ve etkin oldugunu ancak yeterli olmadigini
gostermektedir (52-54). Mantar epidemiyoloji ile ilgili c¢alismalarda molekiiler
yontemler basariyla uygulanmaktadir (51).

Candida hiicresi 500-4500 kilobaz ¢ifti uzunlugunda 5-14 genomik DNA
molekiiliine sahiptir (51,54). Bir ¢cok DNA molekiiliinden sadece birinin biitiin
sekanslarini belirleme uzun zaman alir. Bu nedenle son yillarda DNA ve RNA
molekiillerinin  karsilastirilmasina dayanan yontemler gelistirilmistir  (51,53).
Testlerde nDNA (niikleer DNA), mtDNA (mitokondrial DNA) ve total DNA
kullanilmaktadir (54).

2.11. Tedavi:
Son yillarda artan kemoterapi gereksinimi ve transplantasyon gibi tedavilere paralel
olarak nozokomiyal Candida enfeksiyonlari insidansi artmistir (26,55). Candida

tirleri kan kiiltiirlerinden {iretilen patojenler arasinda ABD hastanelerinde iigiincii
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veya dordiinci sirayr almaktadir. Antifungal tedaviye ragmen kandidemilerde
mortalite orani artmigtir (56).

Mantar hiicreleri 6karyotik yapida oldugundan memeli hiicre yapisina ¢ok
benzerler. Bu durum protein, DNA ve RNA biyosentezini inhibe eden antifungal
ilaclarin insanlar i¢in toksik Ozellikte olmasi ve sonu¢ olarak bu alandaki
ilerlemelerin yavaslamasina yol agmaktadir (57). Antifungal ila¢ gelisimi igin son
yillarda bir¢ok calisma yapilmasina karsin heniliz dokuz ilag lisans alabilmistir.
Bunlar (57);

1-Polyen grubu: Amp-B ve lipit formiilasyonlar1 (Polyen amfoterisin-B,
Lipozomal amfoterisin-B, Amfoterisin-B lipid kompleks, Amfoterisin-B kolloidal
dispersiyon), Nistatin

2-Azoller: Triazoller: Flukonazol, Itrakonazol,

Imidazoller: Ketokonazol, Mikonazol

3- Primidin sentezi inhibitorleri: Flusitozin

4- EKinokandinler: Silofungin, Anidulofungin, Kaspofungin, FK463

Tablo 3’de (56,57) Kklinikte sik kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalari
Ozetlenmistir.

Tablo 3: Klinikte sik kullanilan antifungaller ve etki mekanizmalari

Antifungal Ajan Etki Mekanizmasi

Poliyenler:

Polyen Amfoterisin-B Mantar hiicre duvart ergosteroline baglanarak
Lipozomal amfoterisin-B hiicre duvart gecirgenligini artinr.  Ozellikle
Amfoterisin-B lipid compleks hiicre ici K' kaybi hiicre canliiginin
Amfoterisin-B colloidal dispersiyon yitirilmesine neden olur.

Primidin Sentezi Inhibitorleri:

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

Sitokrom P450°’nin hem kismina baglanarak
Mikonazol lanosteroliin a-demetilasyonunu inhibe ederek
Ketokonazol ergosterol sentezini inhibe eder.
Triazoller:
Flukonazol Imidazollerle ayni

Itrakonazol




40

Terbinafin Squalen epoksidaz inhibitdrii

2.11.1. Polyen Grubu Antifungaller:

Amfoterisin-B (Amp-B):

Dogal olarak Streptomyces nodulus’tan elde edilmektedir. 1950°li yillarda
kandidemi, aspergilloz ve mukormikoz tedavilerinde kullanilmaya baslanmistir
(56,57). Isik , 1s1 ve asit pH aktivitesini azaltir (57).

Amp-B fungal hiicre membranindaki ergesterole geri doniisiimsiiz olarak
baglanip porlar olusturarak ve hiicre zarinin gegirgenligini bozarak etki gosterir
(56,58). Direk membran toksisitesi oksidatif hasarina baglidir ve fungusidaldir (58).
Amp-B fungus hiicre duvar1 yapisindaki ergesteroliin yani sira memeli hiicre
membraninda bulunan ve membran stabilitesini saglayan kolestrerole de baglanir.
Bunun sonucu tedavideki kullanimlarinda yan etkiler olusur (58).

Amp-B’nin lipoid ve lipid kompleks formlar1 derin yerlesimli fungal
enfeksiyonlarda amp-B’nin kullanimini arttirmak ve toksisidesini azaltmak igin
gelistirilmistir (56,59,60). Bu preparatlar fungus hiicreleri i¢in selektif toksisiteye
sahiptir, fakat memeli hiicresine toksik etki yoktur (60). Amp-B’nin kompleks
preparatlarin1 Amfotericin-B Colloidal Disporsiyon (ABCD), Amfotericin-B Lipid
Compleks (ABLC), Lipozomal Amfoterisin-B seklinde siralayabiliriz (60,61).

Amp-B baslica sistemik mikozlar, kandidoz, blastomikoz, histoplazmoz,
koksidiomikoz, sporotrikoz, kriptokokkoz ve mukormikoz sagaltiminda etkilidir
(59).

Nistatin:

Mukoza ve deri kandidozlarmin tedavisinde lokal olarak kullanilabilir (62).
Nistatinin GiS’ten emilimi ¢ok az olusundan sistemik toksik etkisi bulunmaz. Bu
nedenle ozellikle GIS ve vajinal kolonizasyonun kaldirilmasinda uygun bir ajan

olarak kullanilabilir. Candida’lara kars1 diisiik oranda nistatin direnci gelisebilir (62).

2.11.2. Azoller:
1960’larin sonlarinda antifungal terapi i¢in klinik kullanima sunulmustur. Azollerden
bugiine kadar dort adeti (Mikonazol, Ketokonazol, Itrakonazol, Flukonazol) sistemik

mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde klinik onay almistir (55).
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Azoller sitokrom P-450 bagimli enzimi inhibe ederler. Bu inhibisyon
ergosterol sentezinde ilk ara tiriin olan 14-a-metil sterollerin birikmesine neden olur
(57). Bunun sonucunda ergestrol sentezi bozulur ve fungal hiicre membranindaki
ergestrol tiikkenir (56). Fungal hiicre permeabilitesi artar ve biiylimesi engellenir.
Genelde azoller ozellikle triazoller Amp-B’ye alternatif olarak sistemik Candida
enfeksiyonlarmin tedavisinde gilivenli ve etkin olarak kullanilmaktadir. Azollerle
tedavi sirasinda Candida tiirleri direng agisindan sorun olusturabilirler (56).

A. Triazoller:

Flukonazol:

1990 yilinda klinik kullanima girmistir. Flukonazol kii¢iik molekiilli, suda
¢oziinebilen, kolay absorbe olan ve plazma proteinlerine diisiik oranda baglanan bir
yapidadir (56,57).

Klinik olarak; Candida tiirlerinin (C. krusei, C. glabrata, C. dubliniensis
hari¢), Cryptococcus neoformans’m ve Coccidioides immitis’in neden oldugu
enfeksiyonlarda kullanilir (59,63).

Flukonazol kandidoz tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Oral ve
genital kandidozlu AIDS hastalarinda uzun siireli Flukonazol kullaniminda ilaca
kars1 direng gelistigi gozlenmistir (50,56). Diren¢ olusumunda fungal hiicre duvar
permeabilitesindeki degisiklikler, aktif effliks pompasindaki degisiklikler ve
sitokrom P-450 enzimindeki mutasyoner degisikliklerin rol oynadigi ileri
stirilmektedir (57,64). Direng, suslarin transport genlerinin mRNA diizeyindeki
artist ve flukonazol toplanmasinin basarisizligr ile sonuglanmaktadir. Fungal hiicre

duvar permeabilitesindeki degisime bagl olarak ilag penetrasyonu azalmaktadir (55).

Itrakonazol:
Lipofilik 6zelligi, dokulara iyi dagilimi, iyi oral absorbsiyonu ve serumda yarilanma
Oomriiniin uzun olusuyla karakterizedir (55). Ketokonazole ve flukonazole gore 8-12
kez daha aktif bir azol bilesigidir (57,64). Yarilanma o6mrii 20-40 saattir. Bazal
tabakaya gecerek 3-4 hafta kadar deride sabit bir sekilde durur (55).

Klinik olarak daha ¢ok Aspergillus enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir.
Ayrica Candida tiirleri, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,

Histoplazma capsulatum enfeksiyonlarinda kullanilabilir (10,56,59).
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B. Imidazoller:
Ketokonazol:
1977°de klinik olarak kullanilmaya baslanmistir. GiS’ten emilimi icin pH degerinin
asidik olmasi gerekir (55). Amp-B’ye alternatif olarak sistemik olmayan,
mukokutan6z kandidoz, histoplazmoz, blastomikoz ve parakoksidomikoz tedavisinde
kullanilabilir (10,59).
Mikonazol:
1970’te kullanilmaya baslanmistir. Sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde
intravenoz olarak kullanilan ilk azoldiir (57). Toksisitesinin yiiksek olmasi ve yiiksek
relaps oranlar1 nedeniyle kullanimi smirhdir. Cocuklardaki kriptokkal menenjit ve
koksidial menenjitlerde sinirli olarak kullanilabilir (55).

Candida tiirleri, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,

Histoplazma capsulatum enfeksiyonlarinda etkilidir (55).

2.11.3. Primidin Sentezi Inhibitérleri:
Flusitozin (5-FC):
Bir antitimér ajani olarak kesfedilmistir. Fungostatik etkilidir (29). Ancak tedavide
tek ilag kullanimina yaygin olarak direng gelistirmektedir. Bu yiizden tedavide
kullanimi sinirhidir (40).

Klinik olarak persistan kandidemilerde, derin doku kandidozlarinda Amp-B
ile kombine kullanimi1 tedavide etkili olmustur (21). Flusitozin’in etki tarzi timidilat

sentatazi inhibe ederek fungal DNA olusumunu engellemesidir (24).

2.11.4. EKinokandinler:

1970’1 yillarda gelistirilen ilk ekinokandin Silofungin’dir (57). Coziiclisliniin

(polietilen glikol) toksik etkilerinden dolay1 kullanimdan kaldirilmigtir. 1980-1990’11

yillarda suda ¢6ziinen Anidulofungin, Kaspofungin ve FK463 gelistirilmistir (64).
Asetilenmis siklik hekzapeptid yapisindadir. Mannan sentezi ve niikleik

asitler etkilenmeden, B-(1-3) glukan sentetaz enzimi inhibe olur (57). Ergosterol ve

lanosterol bilesimi azalan hiicre duvarinda kitin ise artar. Bu hiicre duvar
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kalinlagmis, tomurcuklu ama tomurcuklarin ana hiicreden ayrilmadigi, hizla yikima
giden bir hiicredir (63).

Etki spekturumlar1 dardir. Candida, Aspergillus tiirleri ve Pneumocystis
carinii’ye kars1 fungisid aktiviteli lipopeptidlerdir (65). Azollere karsi direngli
Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde, giivenilir ve etkin bir segenek olarak

kullanilabilir (65).

2.11.5. Yeni Antifungaller:

Vorikonazole:

Voriconazole kusak azollerden olup maya tiirii mantarlarda in vitro yiiksek aktiviteye
sahiptir. Voriconazole, fluconazole ajaninin sentetik derivesidir (66). Fluconazole’in
triazole halkasina bir pirimidin ve o-metil grup eklenmesi ile elde edilmistir ve
fluconazole ile karsilastirildiginda daha genis aktiviteye sahiptir (58,66,67).

Diger tiim azol tiirii ajanlarda oldugu gibi variconazolede de mekanizma
aynidir. Mantar hiicre membraninda ergastrol sentezini saglayan cytokrom P450
(CYP450)- 14-a-lonasterol dimetilinin inhibisyonu saglayarak etki gosterir (67).

Invasiv Aspergillos ve bir cok Scedosporium/Pseudallesheria ve Fusarium
enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif olarak kullanilmaktadir (60,67). Bu ilacin

etkisi fluconazole’den daha iyidir (60,67).

Lipozomal Nistatin:

Lipozomal Nistatin Anorex Pharmaceuticals tarafindan gelistirilmis, basta Candida
tiirleri olmak tizere, C. neoformans ve Aspergillus tiirlerine de etkili bir antifungaldir.
Nistatin normalde oral olarak emilmemekte ve paranteral olarak ciddi toksik
reaksiyonlar gelistirmektedir. Dimisterol gliserol iceren lipozomlara baglanarak
toksik etkisi azaltilmistir (60,67). Lipozomal Nistatinin etki mekanizmasi nistatin ile
aynidir. Lipozomlar nedeniyle RES hiicrelerine giris ve enfeksiyon bolgesine

taginmasi nistatinden daha kolaydir (67,67).

Terbinafin:

1990’Ih yillarin sonunda kullanima gecgen bir antifungaldir. Ergosterol sentezini
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squalen epoksidazi inhibe ederek engeller, boylece hiicre zarinda skualen oksitleri
birikir (10,66). Sonugta hiicre zarinda ergosterol yoksunlugu gelisir (66). Dar
spektrumludur. Lipofilik yapidaki terbinafin dermis, epidermis ve yag dokusunda

yogunlasir (66).

2.12. Antifungal Duyarhlik Testleri (ADT):

Son yillarda mayalara bagli enfeksiyonlarda artis olmasi ve 6zellikle bazi direngli
Candida tiirlerinin daha sik olarak kargimiza ¢ikmasmin yaninda, sagaltimda
kullanilabilecek yeni ajanlarin {iretilmesi ve antifungal direncin bildirilmesi nedeni

ile, ADT’leri hasta sagliginin 6nemli bir komponenti haline gelmistir (68,69).

Bu nokta da; antifungal ajanlarin aktivitelerini giivenilir bigimde , in vivo
aktivite ile paralel ve sagaltim sonuglarin1 o6lcebilen, duyarli mikroorganizma
toplulugu i¢inde direngli suslarin gelisimini saptayabilen ve yeni iretilen ajanlarin

sagaltim giiglerini degerlendirebilen testlere gereksinim ortaya ¢ikmaktadir (68-71).

NCCLS’nin mayalar i¢in duyarlilik testi gelistirmesinden énce MIK sonuglari
giivenilir degildi. ADT sonuglart (inokulum miktari, inkiibasyon 1sis1 ve siiresi,
besiyeri, pH, MIK son nokta tayini gibi) testte kullanilan teknik ile incelenen
fungusun ve antifungal ajanin 6zellikleri gibi bir¢cok faktorden etkilenmektedir. Bu

nedenle ADT standardizasyona iliskin ¢alismalar 6nem kazanmaistir.

ADT gelistirilmesi ve standardizasyonu i¢in 1982 yilinda NCCLS biinyesinde
ADT alt komitesi kurulmustur. Bu komite bir ¢ok laboratuarla yaptigi ortak
caligmalar sonucunda mayalar i¢in makrodiliisyon yontemini standart referans
yontem olarak oOnermislerdir. Bodylece, NCCLS ADT’in satndardizasyon
caligmalarin1 ortak bir goriis olarak M27-P, M27-T ve M27-A belgeleri ile
yayinlamiglardir (Tablo 4) (4,26,68,71).

Zaman alic1, pahali, rutinde uygulanimi zor bir yontem olan makrodiliisyon
yontemi daha kullanigh, kolay, pratik olan, mikrodiliisyon ve E test gibi klinik testler

icin alt yap1 olusturmustur.
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Tablo 4’de M27 ADT’in temel prensipleri 6zetlenmistir (4,68,69).

Tablo 4: NCCLS M27 antifungal duyarlilik testi yonteminin temel prensipleri

Ozellik Standart

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

Inokulum Hazirlanmasi 0,5 McFarland bulaniklik standardina gore
spektrofotometrik 6l¢iim ile

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

Besiyeri RPMI 1640

Tampon Morfolinopropansiilfonik asit (MOPS) 0,165 M

pH 7

inkiibasyon Isis1 35°C

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

MIiK Duyarlihk/ Direnclilik Smmr1 | Amfoterisin B: Bulanikligin gériilmedigi konsantrsayon

Saptanmasi Azoller ve Flusitozin: Bulanikhigin %80 azaldig:

konsantrasyon

NCCLS M27 standart makrodilisyon yontemine alternatif mikrodilisyon ve

agar diflizyon testleri (E test) de gelistirilmistir ve standart yontemi ile uyumluluklar

%76-100 arasinda dagismektedir (Tablo 5) (68-73).

Tablo 5: Alternatif antifungal duyarlilik testleri

Test yontemi MIK degeri belirleme Standart makrodiliisyon
yontemi yontemi ile uyumu (%)
Mikrodiliisyon Gorsel >90
Spektrofotmetrik 89-100
Kolorimetrik =90
E Test Gorsel 76-100
Disk Difiizyon Gorsel 80
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Mikrodiliisyon yontemi, prensip olarak referans yontemi ile aynidir.
Mikroplak cukurlarindaki ila¢ konsantrasyonlari son konsantrasyonun iki kati

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

kat1 olacak sekilde (1-5 x 10%/ml) hazirlanmaktadir (4,26,68,73).

3. GEREC VE YONTEM:

2002-2003 yillar1 arasinda Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen
cesitli 6rneklerden izole ettigimiz 100 Candida susu c¢alismaya alindi. Standart sus
olarak C.albicans ATCC 10039 kullanildz.

3.1. izolasyon:
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rnekler rutinde
kullanilan kanli, SDA (Merck-Germany) besiyerlerine ekimleri yapildi. 26 °C ve 37
°C inkiibasyona birakildi. Uremeler giinliik olarak kontrol edildi ve 72 saat sonunda
iiremesi olmayan hastalar ¢calisma dis1 birakildi.

Candida’lar SDA’da hamur kivaminda beyaz ve krem renkli, genellikle
diizgiin sinirli ve kendine 6zgii maya kokusu olan koloniler olusturdu. Tipik

koloniler mikroskopta incelemeye alindi.

Mikroskopi:
Kanl1 ve SDA besiyerinde iireyen siipheli kolonilerden lam-lamel arasi preparat ve
gram boyama hazirlandi. Isik mikroskobunda X400 biiylitmede incelendi.

Lam-lamel preparasyonu i¢in; lam iizerine bir damla serum fizyolojik
(%0,85°lik NaCl) damlatilildi. Ureyen koloniden &ze yardimi ile bir miktar alip
serum fizyolojik igine siispanse edildi ve iizerine lamel kapatilip mikroskopta
incelendi. Yine siipheli kolonilerden bir miktar lam iizerine serum fizyolojikle yayip

gram boyama yapildi.
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Saf oldugu anlasilan kiiltiirlerden, identifikasyonun ileri asamalarda
kullanilmak {izere yatik SDA tiiplerine pasajlandi1 ve +4 °C’de saklandi. Calismadan
bir glin once saf oldugu goriilen kolonilerden tek kolonilerden tek koloni alinarak

SDA’ya tekrar pasaj yapildi ve ¢alismaya bir gece inkiibe edilen suslar alindi.

3.2. Identifikasyon:

Candida suslarmmin tiirlerini tayin edebilmek amaciyla susun; germ tiip
yapimi, Klamidospor olusumu, karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlar1 gibi
Ozellikleri sirasiyla incelendi. Calismada kalite kontrol susu olarak C. albicans
ATCC 10039 kullanildi. Sus tanimlamasinda APl ID 32 C referans yontem olarak
kabul edildi.

Germ-tiip Testi:

Taze canlandirilmis maya kolonisinden koloniden kii¢iik bir parga, 0,5 ml insan
serumu icerisine eklenip karistirildi ve 37 °C’de 2,5-3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda cam tiiplerdeki karisimlardan 20 pl alinarak lam-lamel arasinda 151k
mikroskobunda X400’luk biiyiitmede incelendi.

Blastospordan koken alan, baglangic noktasinda hi¢ daralma olmayan ve
uzunlugu boyunca belirgin kabariklik olmayan flamentler seklindeki yapilar germ-
tiip olarak degerlendirildi. Mikroskobik incelemede germ tiipe benzeyen, ancak ana
hiicreden bogumlanarak digsar1 dogru uzama gosteren, hifal yapilarin duvarlarinin
birbirine paralellik gdstermedigi pseudogerm tiip olusumlar: da izlendi. Germ tiip
olusturan maya kokenleri C.albicans olarak tanimlandi. Germ tiip testi i¢in kalite
kontrol susu olarak C. albicans ATCC 10039 kullanildi.

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

PT 80 Agar asagidaki sekilde hazirlands;

Distile su igerisinde 50 g piring kaynatilip birkac¢ katli gazli bezden siiziildii.
Bunun i¢ine 20 g agar, 20 g glikoz, 10 ml Tween 80 eklendi. Distile su ile 1 1t’ye
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tamamlandi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril petri kaplarina
dokiildii.

SDA’ya taze pasajlanmis saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze yardimiyla
bir parca alimip PT 80 Agarda birbirine paralel ii¢ ¢izgi seklinde ekim yapildi.
Ekimlerin besiyerini yirtmadan ve 6zeyi dibine kadar batirmadan yapilmasina dikkat
edildi. Her bir maya i¢in ekim yapildiktan sonra ekim g¢izgileri iizerine gelecek
sekilde steril lamel kapatildi ve 26 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi.
Calismada kalite kontrol susu olarak C. albicans ATCC 10039 kullanildi.
Inkiibasyon sonunda 151k mikroskobunda X100 ve X400 biiyiitme ile klamidospor,
blastospor, pseudohif ve hif olusturma 6zellikleri yoniinden incelendi.

Degerlendirmeler mayalarin bu besiyerindeki mikroskobik goriiniimlerine
gore yapildi. Pseudohiflerin uglarinda ve yan dallarinda goriilen biiytik, kalin duvarls,
yuvarlak klamidosporlar ile hif brilesme yerlerindeki blastospor kiimeleri C.
albicans; agaca benzer sekilde dizilmis uzun blastosporlar ve pseudohif C. krusei;
pseudohif ve hif boyunca tek tek veya ufak kiimeler yapacak bigimde dizilim
gosteren  blastosporlar C. tropicalis; pseudohif yapisi olmadan ucunda
tomurcuklanmalar goriilen kii¢iik oval blastosporlar C. glabrata; uzun blastosporlarin
yalanci hiften ayrilip birbirine paralel dizilim gosterirdigi ve bu goriintimleri ile
“irmakta yiizen kiitiik dizileri”ni andiran C. kefyr; kiiciik maya hiicreleri ve az sayida
kiiciik yalanci hif, bunun etrafinda kii¢iikk kiime yapmis blastokonidyumlar C.
guillermondii; yalanct hif, bunun etrafinda tek tek bazen kiimeler yapmis
blastokonidyumlar olusturan ve arada iri hiflerin goriildigi suslar C. parapsilosis

olarak degerlendirildi.

Karbonhidrat Asimilasyon Testi:
API 1D 32 (bioMerieux-France) hazir ticari kitleri kullanilarak 100 adet klinik ve bir
adet kontrol susu ile tanimlandi.
API ID 32 C’le mayalarin karbonhidrat asimilasyon yetenekleri, 24-48.
saatlerde degerlendirilir.
Testin yapilist:
1. Inokulum’un hazirlanmasi: SDA’daki 24 saatlik Candida kolonilerinden

steril bir 6ze ile alinarak, 2 ml’lik Siispansiyon Medium (%0,85 NaCl) i¢inde
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karigtirilarak yogunlugu 2 Mc Farland’a ayarlandi. Bu siispansiyonun 250
ul’s1 kit igeriginde olan C Medium igine aktarildu.

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

3. Stripin okunmasi: Gozle: Bulanik olan kuyucuklarda iireme pozitif kabul
edildi. Negatif kontrol’de iiremenin olmamasina dikkat edildi. Otomatik
olaraksa gelistirilmis mini AP/ ile degerlendirme yapildi (ID 32 C,

bioMerieux, France kit prosediirii)

3.3. Antifungal Duyarhhk Testi:

Calismaya alinan Candida tiirlerinin Amfoterisin B, Flukonazol ve Ketokonazol’e
kars1 antifungal duyarlilik testlerinde NCCLS tarafindan Onerilen M27-A
mikrodiliisyon (microbroth dilution) yontemi kullanildi (4). Calismada kalite kontrol
susu olarak C. albicans ATCC 10039 kullanildi.

Mikrodiliisyon yontemi:

Bu yontemde asagidaki yol izlendi (4) :

1. Antifungal Stok Soliisyonlar1 ve Diliisyonlarin Hazirlanmasi (4)
1. Antifungal Ila¢ Miktarlar::
Agirhik (mg)= [Hacim (ml) x Konsantrasyon (ng/ml)]/ Potens (ng/mg) formiiliine

gore hesaplandi ve hassas terazide tartildi.

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

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

Hacim: 20 ml DMSO

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

Ketokonazol (Ilsan-iltas, Tiirkiye):
Potens: %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg; yani potensi 1000 pg/ml)
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Stok soliisyonun konsantrasyonu: 1600 pg/ml
Hacim: 20 ml DMSO
Agirlik= (20 x 1600)/1000= 32 mg= 0,032 g

Flukonazol (Pfizer, France):

Potens: %99.7 (100 mg’da 99,7 mg, 1 mg’da 997 pg; yani potensi 997 pg/ml)

Stok soliisyon konsantrasyonu: 5120 pg/ml

Hacim: 20 ml Distile su

Agirlik: (20 x 5120)/997=102,6 mg=0,1026 g

2. Amp-B ve ketokonazol konsantasyonu 1600 pg/ml olacak sekilde %100 dimetil
stilfoksit (DMSO) (Sigma, U.S.A) iginde eritildi (100 X, Stok soliisyon). Flukonazol,
konsantrasyonu 1280 pg/ml olacak sekilde steril distile su i¢inde eritildi (20x, Stok
soliisyon)

3. Her bir stok soliisyon 5’er ml olarak dort steril tiipe aktarildi. Calisincaya kadar -
20 °C’de saklandi. Amp-B solusyonunun 1siktan korunmasina 6zen gosterildi.

4. Antifungal diliisyonlar hazirlanirken de her antifungal i¢in bir tiip stok soliisyon
cikarildi, eridikten sonra her bir antifungal i¢in ayri ayri semaya gore tiipler
isimlendirilerek dilisyonlar hazirlandi (Tablo 6,7).

5. Bu diliisyonlar tekrar isleme alindi.

6. Amp-B, once 1/10 oraninda “antibiyotik medium 3” (AMj;, Oxoid, England)
besiyeri ile sulandirilarak 10X’lik ilag konsantrasyonlar1 elde edildi. Daha sonra 1/5
oraninda AM3 besiyeri ile diliie edilerek 2X ila¢ konsantrasyonuna erisildi. Boylece
16-0.0313 pg/ml arasinda seri konsantrasyonlar elde edildi (Tablo 6).

7. Flukonazol, 1/5 oraninda RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, Bikarbonatsiz)
(Sigma, U.S.A) besiyeri icinde diliie edilerek 2X’lik seri ila¢ konsantrasyonlar1 (64-
0,0625 pg/ml arasinda) elde edildi (Tablo 7).

8. Ketokonazol, 1/50 oraninda RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, Bikarbonatsiz)
besiyeri i¢inde diliie edildi. Boylece 16-0.0313 pg/ml arasinda seri ilag
konsantrasyonu elde edildi (Tablo 6).

9. Steril Mikroplagin yatay sirasindaki son kuyucugu (12. kuyucuk) sterilite kontrol
kuyucugu olup sadece RPMI 1640’dan 100 pl konuldu. Mikroplagin 11. (sondan bir
onceki) kuyucugu iireme kontrol kuyucugudur. Buraya RPMI’dan 100 pl (daha
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sonra drnek inokulumdan 100 pl eklenecek) konuldu. En diisiik ila¢ konsantrasyonu

10. Kuyucukta, en yiiksek ila¢ konsantrasyonu 1. kuyucukta olmak iizere tiiplerdeki

antifungal ilag¢ diliisyonlar1 pipetle steril pipet ucu kullanilarak 100’er pl olacak
sekilde dagitildi.

11. Eger Inokulumlar bu asamada eklenmeyecekse mikroplaklar -80 °C’de

saklanmak tizere kaldirildi ve ¢alismadan 6nce oda sicakliginda bir siire bekletildi.

12. Sonugta bir mikroplakta bir antifungal ilag, 10 diliisyon ve 8 Candida tiirii

calisilabildi.

Tablo 6: Amfoterisin B ve Ketokonazol diliisyonlarinin hazirlama sekli

Step Konsantrasyon | Kaynak | Hacim+Céziicii Ara Final Log,
(ng/ml) (ml) DMSO | konsantrasyon | konsantrasyon
(ml) (pg/ml) (ng/ml)
1 1600 Stok 1,600 pg/ml 16 4
2 1600 Stok 0,5 0,5 800 8,0 3
3 1600 Stok 0,5 1,5 400 4,0 2
4 1600 Stok 0,5 3,0 200 2,0 1
5 200 Step 4 0,5 0,5 100 1,0 0
6 200 Step 4 0,5 1,5 50 0,5 -1
7 200 Step 4 0,5 3,0 25 0,25 -2
8 25 Step 7 0,5 0,5 12,5 0,125 -3
9 25 Step 7 0,5 1,5 6,25 0,0625 -4
10 25 Step 7 0,5 3,5 3,13 0,0313 -5
Tablo 7: Flukonazol diliisyonunun hazirlama sekli
Step Konsantrasyon | Kaynak Hacim+Medium Ara Final Log,
(ng/ml) (ml)  (ml) konsantrasyon | konsantrasyon
(ng/ml) (ng/ml)
1 5120 Stok 1 7 640 pg/ml 64 6
2 640 Step 1 1 1 320 32 5
3 640 Step 1 1 3 160 16 4
4 160 Step 3 1 1 80 8 3
5 160 Step 3 05 1,5 40 4 2
6 160 Step 3 05 35 20 2 1
7 20 Step 6 1 1 10 1 0
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8 20 Step 6 0,5 15 5 0,5 -1
9 20 Step 6 0,5 3,5 2,5 0,25 -2
10 2,5 Step 9 1 1 1,25 0,125 -3
11 2,5 Step 9 0,5 15 0,625 0,625 -4
12 2,5 Step 9 0,5 3,5 0,0313 0,0313 -5

2. RPMI 1640’1 Hazirlanmas: (4):

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

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

3. Besiyerini kullanirken pH’in 6,9-7,0 olmasina dikkat edildi. Bunun i¢in 10 N
NaOH (Sodyum Hidroksit) ile pH ayarlamasi1 yapildi. NaOH hazirlamak i¢in 100 ml
distile su icerisine 40 g NaOH eklendi, balon joje i¢inde karistirilarak ¢oziildii (Bir
litre RPMI i¢in yaklasik 5 ml NaOH gerekiyor).

4. Sterilizasyon islemi icin besiyeri 0.22 p c¢apli membran fitreler (Sartorius,
Germany) ile steril edildi ve kullanincaya kadar +4 °C’de saklandi. Sterilite kontrolii

i¢in besiyerinden 1 ml alinarak kanl besiyerine ekildi.

3. AMz’iin Hazirlanmasi (4):
1. Bir litre sicak (60 °C) su igine 17.5 gr toz AMj3 (Oxoid, England) eklendi.
2. lyice ¢bziiliinceye kadar karistirdiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle

otoklavlandi. Kullanilincaya kadar +4 °C de saklandu.

4. Maya Inokuliimiiniin Hazirlanmasi (4):
1. Test edilecek Candida tiirlerinin SDA plaklarindaki subkiiltiirleri, 30 °C’de 24 saat
inkiibe edilerek yapildi.
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2. Bir mm’den biiyiik yaklasik 5 koloni, 1 ml % 0.9 NaCl (serum fizyolojik) i¢inde
homojenize edildi. Bulanikliginin 0.5 McFarland olmasi igin spektrofotometrede
(Densimat; bioMerieux, France) transmittanst 530 nm’de %85T’ye ayarlandu.
Gereken inokuliim miktar1 kantitatif ekim sonunda koloni sayimi yapilarak
dogrulandi. Béylece 1-5 x 10° CFU/ml oraninda maya igeren stok maya
siispansiyonu elde edildi.

3. Daha sonra her bir tiir serum fizyolojik i¢inde 1/50 sulandirilarak ¢alisma
diliisyonu; ardindan da flukonazol ve ketokonazol i¢in RPMI 1640°da, amfoterisin B
icin AM3’de 1/20 oraninda sulandirilarak son ¢aligsma diliisyonu (2 x test inokuliim,
0,5-2,5 x 10%) elde edildi.

5.Testin Uygulanmasi:

1. Daha 6nceden Amp-B, ketakonazol ve flukanazol ilag dillisyonlar1 hazirlanarak -
70 °C’de saklanan mikrotitrasyon plaklari oda 1si1sma getirildi.

2. Her bir cukur tizerine 100 pl test inokuliimii eklendi. Boylece istenilen ilag ve
inokuliim son konsantrasyonlari elde edildi.

3. Ureme kontrolii olarak, antifungal ilag igermeyen bir gukura 100 pl test inokulumii
(RPMI 1640+maya) konuldu.

4. Kalite kontrol susu olarak C.albicans ATCC 10039 kullanildi.

5. Mikrotitrasyon plaklart 35 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
degerlendirildi.

6. MiK Araliginin Saptanmas: (4):

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

Amp-B ve Ketokonazol igin MIK araligi iiremenin %100 o6nlendigi
konsantrasyon olarak kabul edildi. Flukonazol i¢in ise iiremenin kontrol tiipiine gore
%80 onlendigi en diisiik ilag konsantrasyonu MIK aralig1 olarak kabul edildi.

Skorlama yapildi:

0: %0, Hi¢ buaniklik yok, berrak

1: Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %251 kadar bulaniklik var.

2: Ureme kontrol kuyucugundaki bulanikligin %50’si kadar bulaniklik var.
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3: Ureme kontrol kuyucugundaki bulamkligin %75’i kadar bulaniklik var.
4: Ureme kontrol kuyucugu ile ayni bulaniklig1 (%100).
Amp-B i¢in MIK degeri, yukaridaki skorlamaya gére 0 iken, Ketokonazol ve

Flukonazol i¢in 2’dir.

4. BULGULAR:

Hastanemiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarima gelen klinik
orneklerden elde ettigimiz 100 Candida susunun klasik yontemlerle (germ tiip
olusturma, Piringunlu-Tween 80 agar, karbonhidrat asimilasyon testleri ile) identifiye
edilmesi sonucu bunlarin 50’si C. albicans (%50), diger 50’si (%50) ise non-albicans
Candida tiirii olarak degerlendirildi. Klinik 6rneklerden izole edilen 100 Candida

tirti Tablo 8’da verilmistir.

Tablo 8: Klinik 6rneklerden izole edilen Candida turleri

TURLER IZOLAT SAYISI (n) %
C. albicans 50 50
C. glabrata 15 15
C. tropicalis 13 13
C. krusei 10 10
C. kefyr 7 7
C. parapisilosis 3 3
C. guilliermondii 2 2
TOPLAM 100 100
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Izole edilen Candida tiirlerinin klinik 6rneklere gore dagilimi Tablo 7°de
gosterilmistir. Toplam 100 Candida susundan 34 (%34)’4 agizdan, 33 (%33)’i
vajinal siirlintiiden, 22 (%22)’si balgamdan, 6 (%6)’s1 gaitadan, 2 (%2)’si idrardan, 1
(%1)’1 yara yerinden, 1 (%1)’1 ayak parmak arasindan ve 1 (%1)’1 sonda ucu
orneklerinden izole edilmistir. izole edilen Candida’larin klinik &rneklere gore

dagilimi Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9: izole edilen Candida’larin klinik rneklere gore dagilimi

ORNEK TURU IZOLAT SAYISI (n) %
Agiz 34 34
Vajinal siirtintii 33 33
Balgam 22 22
Gaita 6 6
Idrar 2 2
Yara yeri 1 1
Ayak parmak arasi 1 1
Sonda ucu 1 1
TOPLAM 100 100

Izole edilen Candida tiirlerinin klinik 6rneklere

verilmistir.

gore dagilimi Tablo 10’da
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Tablo 10: izole edilen Candida tiirlerinin klinik 6rneklere gére dagilimi (n=100).

Tiir C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. krusei C. kefyr C. parapisilosis | C.guilliermondii
Ornekler n % n % n % n % % n % n %
Agiz (34) 22 67,6 5 14,7 2 538 58 3 8,8

Vajinal 15 45,4 9 27,2 3 9,09 3 9,09 6,06 1 3,03
siiriintii (33)

Balgam (22) 12 54,5 4 18,1 3 13,6 9,09 1 4,54
Gaita (6) 1 16,6 4 66,6 16,6

idrar (2) 1 50 1 50

Yara yeri (1) 1 100

Ayak parmak 1 100

arasi (1)

Sonda ucu (1) 1 100

TOPLAM 50 15 13 10 7

(100)




Klinik orneklerden izole edilen ve tiir tanimlamasi yapilan 100 Candida
tirtiniin Amp-B, ketokonazol ve flukonazole kars1 invitro antimikotik duyarliliklar
mikrodiliisyon ydntemi ile incelenerek MIK degerleri sirasiyla Tablo 11,12 ve 13°de

verilmistir.

Tablo 11: Candida tiirlerinin Amfoterisin B i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ug/ml)
(Sayis1)
>16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C. albicans (50) - - 1 2 - 11 19 17
C. glabrata (15) - - - - 2 3 6 4
C. tropicalis (13) - - - 1 1 2 8 1
C. krusei (10) - - - 1 1 4 3 1
C. kefyr (7) - - - 1 1 2 2 1
C. parapisilosis (3) 3
C. guilliermondii (2) - - - - 2
TOPLAM (100) 0 0 1 5 7 22 | 41 | 24 0 0

Amp-B’ye iliskin MiK araligi 0,03-16 pug/ml arasinda MIK 90 < 1 pg/ml
olarak saptandi. Candida tiirlerinin amp-B i¢in MIK degerleri 1’inde 4 pg/ml; 5’inde
2 pg/ml; 7’sinde 1 pg/ml; 22°sinde 0,5 pg/ml; 41°inde 0,25 pg/ml; 24’tiinde ise 0,125
pug/ml olarak saptandi.

NCCLS kriterlerine gore amp-B i¢in 1 pg/ml iizerinde olan tiirler direngli
kabul edilmektedir (4). Bu kritere gére 100 Candida tiiriiniin 6’sinda MIK degeri 1
pg/ml iizerinde bulunmustur. Bu tiirlerden 3’ C. albicans, 1’i C. tropicalis, 1’i C.
krusei vel’iC. kefyr olarak saptanmistir. Buna gore Candida tiirlerinin %94t Amp-
B’ye duyarli bulundu.

Amfoterisin  B’nin  Candida tiirlerinde inhibitér etki  gosterdigi

konsantrasyonlarin yiizde dagilimi Sekil 5’da verilmistir.
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Sekil 5: Amfoterisin B’nin  Candida tiirlerinde inhibitdr etki gosterdigi
konsantrasyonlarin yiizde dagilimi

Ketokonazol i¢in 100 Candida tiirlerinin MiK aralig1 0,03-16 pg/ml arasinda,
MIK 90 < 0,5 pg/ml olarak saptand: (Tablo 12). Candida tiirlerinin Ketokonazole
icin MIK degerleri 1’inde <16 pg/ml; 2’sinde 8 pg/ml; 1’inde 4 pg/ml; 6’inda 2
pg/ml; 6’sinda 1 pg/ml; 31’inde 0,5 pg/ml; 33°tinde 0,25 pg/ml; 16’1nda ise 0,125
pg/ml; 3’iinde 0,06 pg/ml ve 1’inde ise 0,03 ug/ml; olarak bulundu (Sekil 6).

Tablo 12: Candida tiirlerinin Ketokonazol i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIiK degerleri (ng/ml)
(Sayisy)
<16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 0,03
C. albicans (50) - - - 3 3 14 17 10 3
C. glabrata (15) - - - - 1 9 3 1 - 1
C. tropicalis (13) - 1 - 2 1 5 2 2
C. krusei (10) 1 1 1 - 1 2 4
C. kefyr (7) 5 2
C. parapisilosis (3) - - - - - 1 1 1
C. guilliermondii (2) - - - 1 - - 1
TOPLAM (100) 1 2 1 6 6 31 33 16 3 1
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NCCLS kriterlerine gore calismaya alinan tiirlerin 3’1 ketokonazole direngli
bulundu (MiK>8 pg/ml) (4). Bu tiirlerden 1’i C. tropicalis, 2’si C. krusei olarak
saptandi. Tiirlerin %84’ii ketokonazole duyarli bulundu (MIK<0,5 pg/ml).

35
30 ]
A25,

20
15 Oug/ml

10 -

ole =~ [ M
8 2 1

Yizde (%

I I I D I =
0,5 0,25 0,13 0,06 0,03
Mg/ml

16 4

Sekil 6: Ketokonazol’iin Candida tiirlerinde inhibitér etki gosterdigi
konsantrasyonlarin yiizde dagilimi

Flukonazol igin galismaya alinan 100 Candida tiirlerinin MIiK araligi 0,125-
64 ug/ml arasinda, MIK 90<32 ug/ml bulundu (Tablo 13). Candida tiirlerinin
Flukonazole i¢cin MIK degerleri 8’inde <64 pg/ml; 14’iinde 32 pg/ml; 9’unda 16
pg/ml; 15’inde 8 pg/ml; 21’inde 4 pg/ml; 10’unda 2 pg/ml; 11’inde 1 pg/ml; 8’inde
ise 0,5 pg/ml; 3’tinde 0,25 pug/ml ve 1’inde ise 0,125 ug/ml; olarak saptandi (Sekil 7).

NCCLS kriterlerine gore Flukonazole 8 Candida tiiriiniin direngli oldugu
(MIK>64 ng/ml) saptand (4). Bu tiirlerden 4’i C. albicans, 2’si C. glabrata, 2’si C.
krusei olarak bulundu.

Tiirlerin %64°ii Flukonazole duyarli idi (MIK<8 pg/ml).
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Tablo 13: Candida tiirlerinin Flukonazol i¢in MIK degerleri

Candida Tiirleri MIK degerleri (ug/ml)
(Sayis1)
<64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125
C. albicans (50) 4 3 5 7 14 4 7 3 2 1
C. glabrata (15) 2 4 1 4 2 1 1
C. tropicalis (13) 2 2 2 1 1 1 3 1
C. krusei (10) 2 4 2 1 1
C. kefyr (7) 1 1 2 2 1
C. parapisilosis (3) 1 2
C. guilliermondii (2) 1 1
TOPLAM (100) 8 14 9 15 21 10 11 8 3 1
25
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Sekil 7: Flukonazol’in Candida suslarinda inhibitor etki gosterdigi

konsantrasyonlarin ylizde dagilimi
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5. TARTISMA:

Ozellikle immun sistemi baskilanmis olan kisilerde firsat¢1 enfeksiyonlara yol acan
Candida’lar ekzojen olarak dogada ve endojen olarak mikroflorada yaygin olarak
bulunurlar (6,7). Ayrica, tiir diizeyinde identifikasyon tedaviye yanitin izlenmesinde
ve klinik relapslarin degerlendirilmesinde de yararli olmaktadir (59).

Bu c¢alismada, maya enfeksiyonlariin tani ve tedavisine yarali olur
diistincesiyle klinik orneklerden izole edilen maya tiirli mantar olan Candida’lar
tanimlanarak antifungal duyarlilik profilleri belirlenmistir.

C. krusei’nin flukonazole intrinsik direngli olmasi gibi baz1 Candida tiirleri
bazi antifungallere direnglidir. Bu nedenle ilag se¢iminde Candida’nin tiirliniin
belirlenmesi de onemlidir (26). Calismamizda Candida’larin identifikasyonunda
oncelikle klasik mikolojik yontemler kullanilmigtir. Germ tiip testi C. albicans’in
hizl1 identifikasyonu i¢in yillardir kullanilan ve bugiinde degerini koruyan, basit ve
olduk¢a duyarli bir testtir. Ancak germ tiip testi ile C. albicans disindaki tiirlerin
identifikasyonunun yapilamamasi bir dezavantajdir. C. albicans suslarinin %95-97’si
nin germ tiip pozitif oldugu bildirilmistir (7,22). Calismamizda germ tiip pozitif olan
tirler Piring unlu- Tween 80 agara ekildi (19,22). Germ tiip pozitif olan tiirlerin
tamaminda C. albicans i¢in karakteristik olan klamidosporlar gozlenmistir (7,22).
Germ tiip negatif olan tiirler hem pirin unlu-Tween 80 agara ekilmis hem de ticari bir
tiplendirme kiti olan ve karbonhidrat asimilasyonuna dayanan API 32 ID C ile isleme
alinmistir. Bu islemler sonucunda isimlendirilemeyen tiir olmamistir.

Bu bulgulara gore, is yikii fazla olan laboratuarlarda mayalarin
identifikasyonunda germ tiip testi ve piring unlu-Tween 80 agarda olusturduklar
morfoljik goriiniimler ile tanimlamanin yeterli olabilecegi diisiiniilmiis, ancak
biyokimyasal testlerin morfolojik testlerden daha giivenilir sonuglar verdigi bir kez
daha gozlenmistir.

Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen 100 mayanin 50’si C. albicans
(%50), 15’1 C. glabrata (%]15), 13’1 C. tropicalis (%13), 10’u C. krusei (%]10), 7’si
C. kefyr (%7), 3’tu C. parapisilosis (%3) ve 2’si C. guilliermondii (%2) olarak

tanimlanmistir (Tablo 6).
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Agiz siriintiisiinden elde edilen 34 izolatin 23 (%67,6)’i C. albicans, 5
(%14,7)’si C. tropicalis, 3 (%8.,8)’ti C. parapisilosis, 2 (%5,8)’si C. krusei ve 1
(%2,9)’1 C. kefyr olarak belirlenmistir.

Vajinal siiriintiisiinden izole edilen 33 izolatin 16 (%48,8)’1 C. albicans, 9
(%27,2)’u C. glabrata, 3 (%9,09)’t C. krusei, 2 (%6,06)’si C. tropicalis, 2(%6,06)’1
C. kefyr vel (%3,03)’1 C. guilliermondii olarak belirlenmistir.

Balgam 6rneklerinden izole edilen 22 izolatin 12 (%54,5)’si C. albicans, 4
(%18,1)’t C. glabrata, 3 (%13,6)’i C. tropicalis, 2 (%9,09)’si C. kefyr ve 1
(%4,54)’1 C. guilliermondii olarak belirlenmistir.

Gaita orneklerinden elde edilen 6 izolatin 4 (%66,6)’i C. krusei, 1 (%16,6)’i
C. kefyr ve 1 (%16,6)’i C. glabrata olarak saptanmistir. Idrar &rneklerinden elde
edilen 2 izolatin 1 (%50)’i C. glabrata ve 1 (%50)’i C. tropicalis olarak
belirlenmistir. Yara yeri siriintiisiinden izole edilen 1 maya izolatt C. tropicalis
olarak saptanmistir. Ayak parmak arasindan izole edilen 1 maya izolati C. krusei
olarak belirlenmistir. Sonda ucundan elde edilen 1 maya izolati C. albicans olarak
saptanmistir.

Piriggiller (2), ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 210 mayanin 109 unu
C. albicans, 27’sini C. kefyr, 23’tni C. glabrata, 14’inti C. krusei, 14’ini
Trichosporon spp., 8’ini C. parapsilosis ve 1’ini Cryptococcus neoformans olarak;
Pfaller ve arkadaslar1 (74), 802 izolattan 358’sini C. albicans, 151’ini C. glabrata,
83’tinii C. parapsilosis, 79’unu C. tropicalis, 66’sin1 C. krusei, 36’sin1 C. lusitaniae,
14’tnt C. guilliermondii ve 15’ini Candida spp. olarak saptamislardir. Yine Azel
(75) ve ark. gesitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 76 mayanin 55’ini C. albicans,
7’sini C. tropicalis, 6’sim1 C. glabrata, 5’ini C. krusei, 2’sini C. kefyr, 1’ini C.
parapsilosis olarak; Kustimur ve ark. (76) 40 izolattan 19’unu C. albicans, 5’ini C.
tropicalis, 4’tnii C. kefyr, 3’tni C. krusei , 2’sini C. glabrata, 2’sini C. lusitaniae,
birer tanesini de C. parapsilosis, C. famata, C. rugosa ve C. dubliniensis olarak
belirlemistir.

Coskun ve ark. (77), kandidemili hastalardan izole ettigi Candida tiirii
mantarlarindan ilk sirada C. albicans (%52,4), C. glabrata (11,9), C. parapsilosis
(%7,1), C. kefyr (%7,1), C. tropicalis (%4,8), C. famata (%4,8) ve C. maris (%4,8)

olarak tanimlamistir.
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Agiz florasinda en sik bulunan ve invaziv olan tiir C. albicans’tir (%75).
Bunu C. tropicalis (%8), C. krusei (%3-6) ve C. glabrata (%2-6) izlemektedir (78).
Oztiirkcan ve ark. (79), 52 diyabetik hastada oral kandida insidansini arastirmislar ve
C. albicans (%063,3), bunu takiben en sik izole edilen tiirleri C. kefyr (12,2), C.
parapsilosis (%9), C. krusei (%9), C. stelloidea (%6,5) olarak bildirmislerdir.
Antibiyotik alan 148 ¢ocuk hastanin agiz siiriintiisii 6rneklerini inceleyen Mete ve
ark. (80), C. albicans’1 (%73,9), C. tropicalis (%12), C. kefyr (%5) ve C. stelloidea
(%3)’n1n izledigini saptamislardir. Piriggiller (2), ag1z 6rneklerinden izole ettikleri 40
maya kokeninin 25’ini C. albicans, 8’ini C. kefyr, 4’tinii C. krusei 2’sini C.tropicalis,
I’ini C. parapsilosis olarak saptamistir. Calismamizda agiz siiriintii 6rneklerinden
elde ettigimiz sonuglarin diger sonuclarla benzer sekilde korelasyon gosterdigi
bulunmustur (79).

Genel olarak hastanede kiiltiirii yapilan idrar 6rneklerinin %1-5’inde maya
tiirii mantar {iremektedir. Idrardan en sik izole edilen mayalar sirasiyla C. albicans,
C. glabrata ve daha az siklikla C. tropicalis’tir (78). Ergiiven ve ark. (81), 33 idrar
orneginde C. albicans (%66,6) ve C. tropicalis (%33,3) saptamislardir. Goller (82),
idrar 6rneklerinde en sik izole edilen tiir C. albicans (%53,1), C. tropicalis (%18,7),
C. kefyr (%12,5), C. glabrata (%6,4) olarak bulunmustur. Yine Yiicesoy M. ve ark.
(83) 77 Candida susunu idrar kiiltiiriinde soyutlamis bunlardan 60’1n1 C. albicans,
13’tint C. tropicalis, 2’sini C. parapsilosis, 1’ini C. kefyr ve 1’ini C. rugosa olarak
saptamistir. Piri¢giller (2), idrar orneklerinden izole ettikleri 40 maya kdkeninin
23’tnt C. albicans, 5’ini C. tropicalis, 5’ini C. glabrata, 4’tinii C. kefyr, 2’sini C.
parapsilosis ve 1’ini C. krusei olarak saptamistir.

Candida, vulvo-vajinit  etkenleri  arasinda en  sik  rastlanan
mikroorganizmalardan birisidir (29). Vajinal kandidoz olgularinda en sik etken C.
albicans olmakla beraber C. glabrata, C. parapsilosis gibi non albicans Candida
tirleride enfeksiyonlardan izole edilmektedir (29). Kaya ve ark. (84), vajinal akinti
orneklerinden izole ettikleri 100 maya izolatinda C. albicans (%65), C. glabrata
(%14), C. krusei (%8) ve C. gullerirmondii (%3) saptanmistir. Berktas ve ark. (85),
195 saglikli gebe kadinda yaptiklart ¢alismada 72 maya izolatinin C. albicans
(%63,9), C. glabrata (%23,6), C. tropicalis (%5,5), C. stelloidea (%2,8) ve C. kefyr
(%2,8) olarak saptamistir.
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Tiimbay ve ark. (86), vajinal akint1 6rneklerinden izole ettikleri 374 maya
izolatinda C. albicans (%68,9), C. tropicalis (%9,3) C. glabrata (%6,4), C. krusei
(%3,5) ve C. kefyr (%2,4) olarak saptamistir. Hilmioglu ve ark. (87), vulvovajinal
kandidoz atkeni olarak soyutlanan 106 Candida kokeninden en sik olarak yine C.
albicans (%42,5), C. glabrata (%41,5), C. tropicalis (%9,4), C. krusei (%4,7) ve C.
kefyr (%1,9) olarak saptamistir. Piringgiller (2), vajinal siiriintii 6rneklerinden elde
edilen 40 maya kokeninin 16’sim1 C. albicans, 13’tini C. galbrata, 7’sini C. krusei,
3’tnt C. kefyr, 1’ini C. tropicalis olarak saptamistir. Bizim calismalarimizda da
literatiir sonuglarina benzer sonuglar bulunmustur (84-87).

Son yillarda C. albicans ve diger Candida tiirlerine bagli enfeksiyonlardaki
artis ve bu tiirlerin kullanilmakta olan antifungal ajanlara kars1 farkli duyarhiliklart
invitro duyarlilik testinin terapotik karar verme asamasinda ¢ok Onemli bir yeri
oldugunu gostermistir (54,60).

1950’lerde kullanima sunulan amp-B her ne kadar her mantar enfeksiyonuna
etkili olmasada ve toksik ozelligi olsa da uzun siire alternatifi iiretilememistir.
Flusitozisin ise dar spektrumu ve hizli diren¢ kullanim1 sinirlandirmistir (65).

1980°1i yillardan 6nce smirli sayida olan antifungal ilaglar daha sonraki
yillarda artis gostermistir. Nitekim son 10 yilda goriilen mantar enfeksiyonlarindaki
artis antifungal ilaglarin gelisimine yol gosterici olmustur. Son yillarda antifungal
ajanlarin artan kullanimi1 endojen fungal floray1 suprese etmis ve duyarli suslarin
supresyonu ile de daha direngli suslar ortaya ¢ikmustir (57,65).

Bir ¢ok Candida izolatinda amfoterisin B’ye direng gosterilmistir (34,72).
Bazi1 kandida izolatlar1 ise ketokonazole direnglidir. C. albicans’da flusitozine karsi
%10-30 direng¢ bilinirken, non-albicans Candida tiirlerinde de artmus direngten
bahsedilmektedir. C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis gibi tiirlerde
flukonazole kars1 dogal yada kazanilmis direng saptanmistir (73). Bu nedenle ilag
se¢iminde Candida’larin tiiriiniin belirlenmesi de 6nemlidir (65,69).

Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen 100 Candida susunun Amp-B,
Ketokonazol, Flukonazol gibi antifungallere olan duyarliliklart NCCLS broth
mikrodilisyon yontemi kullanilarak incelenmistir (4).

Test ettigimiz antifungallerin Candida tiirlerine kars1 olan in vitro aktiviteleri

Tablo 11-13’de gosterilmistir.
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Her ne kadar antifungal duyarlilik testleri amp-B i¢in rutin olarak
yapilamasada Candida tiirlerinde seyrek de olsa amfoterisin B’ye direng
bildirilmektedir (60). C. lusitanea ve C. guillermondii gibi non albicans Candida
tirlerinde de primer olarak amp-B’ye karsi direng gelisimi saptanmistir. Sekonder
direng daha ¢ok kanser hastalarinda izole edilen Candida’larin neden oldugu
enfeksiyonlarla birlikte, nadiren C. albicans’ta gozlemlenmektedir (50).

C. albicans, C. lypolytica, C. norvegensis, C. tropicalis, C. glabrata ve C.
parapsilosis gibi tiirlerde amp-B’ye kars1 direng rapor edilmektedir (50). NCCLS
tarafindan 1997 yilinda yayinlanan M27-A protokole gore Amp-B ile ilgili
calismalarda direng sinir1 > 2 pg/ml olarak bildirilmistir (4).

Davey ve ark (71), 180 maya izolat: ile yaptiklar1 calismada MIK araligini
0,125-2 pg/ml arasinda, Shawar ve ark. (88) ise 14 Candida izolat1 ile yaptiklar
calismada MIK araligmi 0,5-1 pg/ml arasinda degistigini bildirmislerdir. Espinel-
ingroff ve ark. (89) 30 maya izolat: ile yaptiklar1 calismada MiK araligim1 1-2 pg/ml
arasinda saptamislardir. Howser ve ark. (90) 98 maya izolati ile yaptiklar1 ¢alismada
MIK araligini 0,125-4 pg/ml arasinda saptamislardir. Espinel-Ingroff (91), 117 maya
izolat1 ile yaptiklar1 bir baska ¢alismada MIK degerlerini 0,25-8 pg/ml arasinda
degistigini bildirmislerdir. Pfaller ve ark. (92) 597 izolatlik calismalarinda MIK
araligini 0,03-4 pg/ml arasinda bulmuslardir. Bu arastiricilar suslarin 36 (%6)’sinda
amp-B’ye direng saptamiglardir ve bu direngli izolatlarin %64 {iniin C. lusitaniae ve
C. krusei oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde Durupinar ve ark (93), 60 maya izolat: ile yaptiklar1 calismada
MIK araligmi 0,06-1 pg/ml arasinda; Arikan ve ark. (94) 63 izolatlik ¢alismada MIK
araligin1 0,06->16 pg/ml olarak; Giin ve ark. (95) 50 hastalik grubunda MIK araligimi
0,06-0,25 olarak saptamislardir. Kiraz ve ark. (96) 63 maya izolatin1 aldiklar
calismada MIK araligin1 0,03-4 pg/ml olarak; Géller (82) ise 150 Candida susunun
MIK araligini 0,03-16 pg/ml olarak saptamustir.

Amp-B igin MIK araligi genellikle 0,25-1 pg/ml arasindadir. Bu nedenle
kesin bir siir deger olmamakla beraber NCCLS kriterlerine gére 1 pg/ml iizerinde
olanlar direngli kabul edilmektedir (4). Calismamizda ise MIK araliginm 0,03-16
pug/ml arasinda degistigini saptadik. 100 Candida izolatindan 6 (%6)’s1 amp-B’ye
direngli bulundu (MiK > 2 ug/ml). Bu suslar arasinda 3 C. albicans, 1 C. tropicalis, 1
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C. krusei, 1 C. kefyr yer almaktaydi. Candida suslarinda amp-B’ye karsi oldukca
yiiksek bir duyarlilik saptadik. Candida suslarinin %94’ amp-B’ye duyarli bulundu
(MIK<1 pg/ml). Amp-B’ye kars1 saptadigimiz MIK degerlerini iilkemizde ve yurt
disinda yapilan caligmalarda kiyasladigimizda benzer sonuglarla birlikte bizim
yaptigimiz ¢caligmada amp-B’ye karsi oldukga yiiksek bir duyarlilik saptanmistir (88-
96). Direngli 6 tiiriin arasinda 3 C. albicans, 1 C. tropicalis, 1 C. krusei, 1 C. kefyr
gibi tiirlerin yer almasi, bu tiirlere karsi diren¢ olusumu ile uyumlu bulunmustur.
Direngli izolatlardan bir tanesi C. krusei olarak bulunmustur. C. krusei flukonazole
kars1 direng gostermektedir. Bunun yani sira son zamanlarda amp-B’ye de direng
gosterdigi gozlemlenmektedir (65).

NCCLS kriterlerine gore Ketokonazol igin direng smnir1 >8 pg/ml olarak
bildirilmektedir (4). Ketokonazolle ilgili bildirilen diren¢ oranlar1 %0-25 arasinda
degismektedir. Espinel-ingroff (94) 30 maya izolat1 ile yaptig1 ¢alismada MIK
araligim 0,25->4 pug/ml arasinda bulmustur. Espinel-Ingroff (91) 117 maya izolat ile
yaptig1 bir baska calismada MIK araligim <0,12-8 pg/ml arasinda degistigini
belirlemistir. Howser ve ark. (90), 98 maya izolat1 ile yaptiklari ¢alismada MIiK
araligini 0,03-16 pg/ml arasida degistigini belirtmislerdir.

Ulkemizde Giin ve ark. (95) 50 maya izolat1 ile yaptiklar1 galismada MIK
araligin1 0,03-2 pg/ml arasinda bulmuslar, Oldacay ve ark. (97) vajenden elde
ettikleri 52 maya izolati ile yaptiklar1 ¢alismada 4 Candida susuna karsi (1 C.
tropicalis, 3 C. albicans) direng saptamislardir. Goller (82) ise 150 Candida susuyla
yaptig1 calismada MIK araligimi 0,03-16 pg/ml olarak saptamistir.

Calismamizda Ketakonazol i¢in MIK araligini 0,03-16 pg/ml arasinda
saptadik. 100 Candida susunun 3’ii ketokonazole direncli bulundu (MiK>8 pg/ml).
Bu tiirler arasinda 1 C. tropicalis, 2 C. krusei yer almaktaydi. Suslarmn %84’
ketokonazole duyarl saptandi (MIK<0,5 pg/ml).

Ketokonazole kars1 saptadigimiz MIiK degerlerini iilkemizde ve yurtdisinda
yapilan c¢aligmalarla kiyasladigimizda benzer sonuglar yaninda farkli sonuglarinda
oldugu gozlemlenmektedir (90,91,94,95,97). Ketokonazolun flukonazolden daha
etkin oldugu bu caligmayla ispatlanmis olduk.

NCCLS’in flukonazol i¢in belirledigi direng sinir1 >64 pg/ml’dir (4).
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Toksisitesinin az olmasi nedeniyle yaygin kullanilan flukonazole kars1 primer
direng ozellikle C. glabrata ve C. krusei’de bildirilmektedir. Daha virulan olan
enfeksiyonlarda daha sik izole edilen C. albicans’la ilgili diren¢ daha ¢ok HIV (+)
hastalarda rastlanmakta ve normal populasyonda flukonazole direngli C. albicans’lar
ortaya ¢ikmaktadir (65).

Davey ve ark.(71) 180 maya izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada MIK araligini
0,12->64 pg/ml arasinda saptamiglardir. Shawar ve ark.(88) 14 C. albicans izolat1 ile
yaptiklar1 ¢alismada MIK araligin1 >64 pg/ml olarak saptamislardir. Espinel-ingroff
(89) 30 maya izolat1 ile yaptig1 ¢alismada MIK araligini 0,25->64 pg/ml arasinda
bulmuslardir. Espinel-ingroff (91) 117 maya izolat1 ile yaptig1 bir baska ¢alismada
MIK araligim 0,12->64 pg/ml arasinda degistigini belirlemistir. Howser ve ark. (90)
98 susluk ¢alismasinda MIK araligin1 0,12->256 pg/ml olarak saptamustir. Pfaller ve
ark. (92) 597 maya susu ile yaptig1 calismada flukonazol i¢in MIK araligmi 0,03-
>512 pg/ml arasinda degistigini bildirmislerdir.

Flukonazole ile ilgili diren¢ %5-56 arasinda degisen oranlarda bilinmektedir
(4). Ulkemizde ise Arikan ve ark. (94) 53 Candida susu ile yaptiklar1 ¢alismada MiK
araligin1 <0,2->64 pg/ml olarak saptamis; Giin ve ark. (95) 50 izolatlik ¢aligmasinda
MIK araligin1 0,12->64 pg/ml olarak bulmuslardir. Kiraz ve ark. (96) 300 susluk
calismalarinda MIK araligim1 0,06-8 pg/ml olarak saptamistir. Goller (82) ise 150
susluk calismasinda MiK araligin1 0,12-64 pg/ml olarak belirtmistir.

Bizim g¢aligmamizda ise MIK araligi 0,125-64 pg/ml arasinda bulundu.
Flukonazole 8 Candida susunun direncli oldugu (MIK>64 nug/ml) saptandi. Bu suslar
arasinda 4 C. albicans, 2 C. glabrata, 2 C. krusei yer almaktaydi. Suslarin %64’
Flukonazole duyarl idi (MIK<8 pg/ml).

NCCLS’in flukonazol igin belirledigi MIK araligi 0,125-64 pg/ml
arasindadir. Bu degere bakacak olursak yaptigimiz ¢alisma hem iilkenizdeki
degerlerle hem de yurtdisinda yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Tiirlerde
goriilen diren¢ durumu da diger ¢alismalarda goriilen direng durumlari ile uyumlu
bulunmustur (71,88,90-92,94-96).

In vitro duyarlilk testleri primer olarak spesifik patojen tarafindan
olusturulan enfeksiyonda antimikrobiyal ajanin etkisini tahmin etmeyi

amaglamaktadir (26,68).
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Antifungal duyarlilik testlerinin gelismesi ve standardizasyonu igin 1982
yilinda NCCLS biinyesinde ADT alt komitesi kurulmustur (73). Bu komite on yil
siiren yogun calismalar sonucunda uygun besiyeri, tampon soliisyonu, inokulum
miktar1, ila¢ sulandirrmi ve diliisyon araliklari, inkiibasyon zamani ve 1sis1, MIK
degerlerini belirleme kriterleri gibi degerleri standardize etmeye calismis ve bu
komite bir ¢ok laboratuvarla yaptig1 ortak ¢alisma sonucunda 1982 yilinda mayalar
i¢in tiip makrodiliisyon metodunu standart referans yontem olarak (M27-P) olarak
onermislerdir (4,59).

Zaman alici, pahali, rutinde kullanimi1 zor bir metod olan makrodiliisyon
metodu daha kullanisht pratik testler i¢in alt yap1 olusturmustur (4). Mikrodiliisyon
metod NCCLS’in M27-T ddkiimanina eklenmistir ve kabul edilebilir bir yontem
olup, labotatuvar icinde ve laboratuvarlar arasinda %90’dan fazla uyum vardir (4).
Ancak yinede in vivo ve invitro sonuglar arasinda tam bir korelasyon saglanabilmis
degildir. Buna ragmen MIK sonuglari ile hastanin klinik bulgularmin
birlestirilmesinin yararli olacag: bildirilmektedir (73).

Testlerin in vitro uygulanmasmin klinik olarak yararlilig: vardir (23). in vitro
duyarlilik testi, yeni gelistirilen antifungal ajanin klinige uygulanmasindan da c¢ok
onemlidir (64,78). Medikal mikoloji labotaruvarlarinda Candida tiirliniin
belirlenmesi terdpatik karar verme mekanizmasinda ¢ok onemlidir ve rolatif olarak
ADT sonucunda tatminlere izin verir (59). ADT tiir tanimlamasi ile eslestirildigi
zaman klinik amaglarla tamamen tatmin edici olacaktir (59,73). In vitro test
sonuglariin hastalarin  tedavisinde roliinii belirlemek ic¢in ileri teknikler
gerekmektedir. Klinik bilgilerin eksikligi nedeniyle eldeki bilgilerle antifungal
ajanlar i¢in gecerli etkinlik olusturmak miimkiin degildir.

Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan ¢aligmalardan alinan sonuglar bu metodun
bir ¢cok antifungal ajana kars1 bir ¢ok maya izolatinin test edilmesini sagladigim
gostermektedir (59). Mikrodiliisyon metod iiretilebilir ve standardize edilebilir
karakterdedir (73).
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda Candida tiirleri ile olusan fungal enfeksiyon insidansi artmuistir.
Enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiir C. albicans olmakla beraber giiniimiizde
non-albicans tiirlerle olusan enfeksiyonlarda artis gozlenmektedir. Kullanilan
antifungal ajanlara karsi Ozellikle non albicans tiirlerde direng goriilmesi tiir
tanimlanmasin1 ve ADT’ler 6nemli yere getirmektedir.

Giliniimlizde in vitro ve in vivo sonuglar arasinda tam bir korelasyon
saglanabilmis degildir. Ancak yine de MIK sonuglar1 ile hastanin klinik bulgularinin
birlestirilmesinin yararli olacag: bildirilmektedir. Problemi ¢6zmek i¢in daha fazla
klinik bilgiye ihtiya¢ vardir. Caligsmalar homojen gruplarla yapilmali ve ortak konak

faktorleri gbz ontline alinmalidir.

Sonuclar:
Klinik 6rneklerden100 Candida tiirii saptand.

e Bunlarin 50’si C. albicans (%50), 15’1 C. glabrata (%15), 13’1 C. tropicalis
(%13), 10’u C. krusei (%10), 7’si C. kefyr (%7), 3’1 C. parapisilosis (%3) ve
2’si C. guilliermondii (%2) olarak degerlendirildi.

e Bu suslardan 34 (%34)’0 agizdan, 33 (%33)’i vajinal siirlintiiden, 22
(%22)’s1 balgamdan, 6 (%6)’s1 gaitadan, 2 (%?2)’si idrardan, 1 (%1)’1 yara
yerinden, 1 (%I1)’1 ayak parmak arasindan ve 1 (%Il)’1 sonda ucu
orneklerinden izole edilmistir.

Amp-B, Ketokonazol ve Flikonazol i¢in MIK degerlerinin saptanmasinda
Mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.

e Amp-B’ye iliskin MIK araligi 0,03-16 pg/ml arasinda MIiK 90 < 1 pg/ml
olarak saptandi. Mikrodiliisyon yontemi ile inceledigimiz 100 Candida
susunun 6’s1 amp-B’ye direncli bulundu (MIK > 2 pg/ml). Bu suslar arasinda
3 C. albicans, 1 C. tropicalis, 1 C. krusei, 1 C. kefyr yer almaktaydi. Candida
suslarinin %94’ amp-B’ye duyarli bulundu.

e Ketokonazol igin 100 Candida susunun MIK aralig1 0,03-16 pg/ml arasinda,
MIK 90 < 0,5 pg/ml olarak bulundu. Calismaya alinan suslarin 3’ii

ketokonazole direngli bulundu (MIK>8 pg/ml). Bu suslar arasinda 1 C.
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tropicalis, 2 C. krusei yer almaktaydi. Suslarin %84°l ketokonazole duyarli
saptand1 (MIK<0,5 pg/ml).

e Flukonazol i¢in ¢aligmaya alinan 100 Candida susunun MiK aralig1 0,125-64
pg/ml arasinda, MIK 90<32 pg/ml bulundu. Flukonazole 8 Candida susunun
direngli oldugu (MiK>64 pg/ml) saptandi. Bu suslar arasinda 4 C. albicans,
2C. glabrata, 2 C. krusei yer almaktaydi. Suslarin %64’ Flukonazole
duyarl idi.

Oneriler:

Son yillarda fungal enfeksiyonlarda Candida tiirlerinde artis gézlenmektedir. En sik
izole edilen tir C. albicans olmakla beraber giinlimiizde non-albicans tiirleride
enfeksiyonlarda yol agmaktadir. Kullanilan antifungal ajanlara kars1 6zellikle non-
albicans tiirlerde direng goriilmesi Candida’larin tiplendirilmesinin nedenli 6nemli
oldugunu gostermektedir.

Tiir belirlenmesi gibi secilecek ADT’de kullanilabilirlik ve uygulanabilirlik
acisindan Onem tagimaktadir. Mikrodiliisyon yontemi kullanim agisindan pratik,
dogrulugu agisindan da gilivenilir bir yontemdir.

Mikrodiliisyon metodu ile yapilan ¢aligmalarda alinan sonuglar ise oldukca
timit vericidir. Bu metod bir ¢ok antifungal ajana karsi bir ¢ok maya izolatinin
calismasina olanak tanimaktadir. Metodun iiretilebilir ve standardize edilebilir

karakterde olmasi ise en biiyiik avantajdir.
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