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OZET

SEN, S. Bazi Antifungal ilaglarin Candida spp. Tiitlerine Karsi in vitro Aktiviteleri
Uzerine Quorum Sensing Molekiilii olan Farnesoliin Etkisinin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ttbbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2013.

Glinlimiizde, mikroorganizmalara bagli hem toplum hem de hastane kaynakli
enfeksiyonlarin goriilme sikliginda artis gozlenmektedir. Bilingsiz ve gereksiz
antibiyotik kullanimi, hastalara uygulanan girisimsel tetkik ve tedaviler, immiin sistemi
baskilayan hastaliklarin ve immiinsiipresif tedavi goren hastalarin artmasi sik goriilen
enfeksiyon etkenlerinin yani sira firsatgr patojenlerin olusturdugu enfeksiyonlara da
neden olmaktadir. Firsat¢1 patojenlerden en sik karsilagilan etkenlerinden biri olan
Candida tiirleri, zaten insan viicudunun farkli bolgelerinin floralarinda bulunmasina
ragmen yukarida sayillan predispozan faktorlerin etkisiyle enfeksiyon etkeni
olabilmektedirler. En sik etken olan Candida tiirii Candida albicans’tir. Hasta
orneklerinden izole edilen tire Candida albicans demek ic¢in germ tiip deneyi
yapilmaktadir. Bu 6zellik C. albicans igin viriilans faktdrii sayilmaktadir. izole edilen
tiirtin C. albicans oldugunu bilmek tedavi konusunda da yonlendirici olmaktadir.
Albicans dis1 tiirlerde antifungallere 6zellikle de tedavide sik kullanilan azol grubuna
diren¢ gelisimine daha sik rastlanmaktadir. Antifungal kullanimi, bazi ilaglarin kan-
beyin bariyerini gecemeyip enfekte bolgeye ulasamamast ve toksik etkileri olmalari
nedeniyle kisithdir. Yeni ve daha genis spektrumlu antifungaller gelistirmek igin
caligmalar slirmesine ragmen, Candida tiirlerinin 6karyot olan maya mantar1 olmalar1 ve
dolayisiyla ilag hedeflerinin konak hiicre yapisinda da olmasi bu ¢alismalar
zorlastirmaktadir. Iste bu kisitlamalar géz oniine alindiginda giin gegtikge artan Candida
enfeksiyonlarinin tedavisinde antifungallere ek olarak alternatif maddelerin de
kullanilmas: giindeme gelmektedir. Ozellikle Candida tiirlerinin kendisinin de quorum
sensing molekiilii olarak iireterek kullandig1 farnesol maddesi son zamanlarda dikkat
cekmektedir. Bu molekiiliin 6zellikle Candida’nin biyofilm olusturmalarina etkisine
bakilmistir. Biz de farnesoliin Candida tiirlerinin antifungal duyarliliklarina etkisini in
vitro olarak mikrodiliisyon yoOntemiyle arastirdik. Farnesoliin antifungallerden
Amfoterisin B ile kombinasyonunda MIK degerlerinde bir azalma gdzlemledik,
Flukonazol ve Vorikonazol de belirgin bir sonug elde edilemedi.

Anahtar sozciikler: Candida, farnesol, antifungal maddeler, antifungal duyarlilik,
mikrodiliisyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22908
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ABSTRACT

Sen, S. Investigation of Effect of Farnesol Which is a Quorum Sensing Molecule on in
vitro Activities of Some Antifungals Against Candida sp. Species. Istanbul University,
Institute of Health Science, Medical Microbiology Department. Msc Thesis. Istanbul,
2013.

Nowadays, frequency of community and hospital-acquired infections depending on
microorganisms are increasing. Unconsciously and unnecessary use of antibiotics,
interventional examinations and treatments, increase of immnusupressive treatments
and patients cause opputunistic infections along with the frequent infections. Candida
spp. which is common oppurtunistic pathogen, is already on the different part of the
human body as a member of flora. Some predispozing factors as mentioned above
induce Candida to become pathogenic. C. albicans is the most common type of yeast
Candida. To determine the isolated species to be C.albicans or C. spp., germ tube test is
applied. This property is accepted to be a virulence factor for C. albicans especially to
form biofilms. Knowing the species is C. albicans or not gives some advantages for the
treatment. Nonalbicans Candida spp. has the ability to develop resistance especially to
common antifungals, azoles. Fail of arrival of antifungal to target cell (some cannot pass
the blood-brain barrier), and the toxicity of antifungals limits use of antifungals.
Although some studies are still going on to develop antifungals new and having wider-
spectrum, similarity of target cell and host cell structure restricts these studies. So, when
all these are regarded, using alternative substances in addition to antifungals may be
possible against to Candida infections, gradually increasing infections. Especially,
farnesol which is produced by Candida species as a quorum sensing molecule, is
drawing attention in recent years. Studies about the effect of farnesol on biofilm
production are available. We have investigated the effect of farnesol on the antifungal
susceptibility of Candida species with the microdilution and timekill method in vitro.
We got expected result only with amphoterisn B, farnesol failed to decreas the MIC
values of fluconazole and vorikonazole.

Key Words: Candida, farnesol, antifungal agents, antifungal sensitivity, microdilution

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0:22908



1. GIRIS VE AMAC

Candida tiirlerine bagli hastane kaynakli enfeksiyonlar son yillarda hizla
artmaktadir. Candida; bu etkenler arasinda koagililaz negatif stafilokoklar,
Staphylococcus aureus ve enterokoklardan sonra dordiincii sirada yer almaktadir (1).
Candida suslart sahip olduklar1 bazi virlilans faktorleri ile 6zellikle kan dolasimina

karisarak invaziv hastaliklara neden olabilmektedirler (2).

Ozellikle Candida albicans iizerine yapilan ¢alismalarda Candida suslarin1 hem
immiin sisteme hem de ilaglara kars1 direngli hale getiren viriilans faktorleri; fenotipik
degisim, morfolojik dimorfizm, c¢esitli adezyon molekiilleri, hidrolitik enzimler
(fosfolipaz, lipaz, aspartik proteinazlar vb.) katalaz, siiperoksit dismutaz, 1s1-sok

proteinleri ve germ tiip olusturabilme yetenekleri olarak sayilabilmektedir (3).

Quorum sensing Oncelikle prokaryot olan bakterilerde kesfedilmis ve bu konu
lizerinde pek ¢ok calismalar yapilmistir. Okaryotlardaki kesfi 2001 yilinda olmustur. O
yildan beri ¢aligsmalar yapilmakta fakat heniiz yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.
(4). Farnesolden sonra tyrosol gibi bagka bazi molekiiller de kesfedilmis, {izerinde

calismalar yapilmistir (5).

Farnesol; mantarlarin fenotipik degisimi tetikleyen quorum sensing molekiilii
olarak kesfedilmistir ve Candida tiirlerinin haberlesmesini saglayarak biyofilm
olusturmalarinda ve dimorfizmde etkili olduklar1 bulunmustur. Farnesolii Candida
albicans basta olmak iizere diger Candida tiirleri de lretmektedirler. Bunun yaninda
bazi arastirmalar da gostermistir ki farnesoliin Candida tiirlerine eksojen olarak
verilmesi halinde de biyofilm olusturmalarina ve fenotipik degisimlere (maya-hif
dontisiimii) neden olmaktadir (4). Ayni zamanda bitkisel bir seskuiterpen olan farnesol
parfiim, deodorant gibi baz1 kozmetik {iriinlerinde kalici olmasi1 ve de antimikrobiyal

Ozellik tasimasi nedeniyle tercih edilmektedir (6).

Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in kullanilan antifungallerden
ekinokandinler (kaspofungin vb.), polyenler (Amfoterisin B), azol grubu olan triazoller
(flukonazol, itrakonazol vb.) ve imidazoller (mionazol, ketokonazol) en sik tercih
edilenlerdir. Candida tiirlerinin bu antifungallere duyarhiliklar1 farkli yontemlerle

aragtirilmaktadir. Ornegin; disk difiizyon, E-test, makro ve mikrodiliisyon ydntemleri,



zahmetli olmasma karsin time-kill ve checkerboard yontemleri gibi. Bunlardan
makrodiliisyon yontemi standart yontem olarak kabul edilmektedir. Fakat
mikrodiliisyon gibi uygulanmasi daha kolay olan diger yontemlerin de duyarliligi %76-
100 arasinda degisim gosterdigi icin daha sik tercih edilmektedirler. Candida tiirlerinde
direncin son yillarda artmasi; gereksiz ve bilingsiz antifungal kullanimma ve
Candida'larin biyofilm olusturmasiyla ilaglarin penetre olmasina izin vermemesine

baglanmaktadir (7).

Calismamizda 20 Candida susunun antifungal duyarliliklarina farnesol
maddesinin etkisini mikrodiliisyon yontemiyle arastirdik. Antifungalleri hem tek

baslarina hem de farnesolle kombinasyonlarin1 mikroplaklarda ¢alistik.

Bu calismadaki amacimiz; yan etkileri olan, kan-beyin bariyerini gegemeyen
antifungallerin kullanilma miktarlarmi/sikliklarin1 azaltmak, direngli suslarim MIK

degerlerini diistirmek i¢in adjuvan madde ile tedaviye yardimci olmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Mantar enfeksiyonlariyla ilgili en eski belge MO 2000-1000 tarihli Hindu kutsal
(Samitha) yazitlaridir ve ayakta misetomadan s6z eder. Ayrica Hipokrat (MO 400-300)
da pamukcuk (thrush) seklindeki kandidozdan bahseden bir belge ortaya koymustur. A.
C. Celsus sekiz ciltlik “De re medicana” adl1 eserinde mikoz olgularina yer vermistir, G.
Bauhin (1560-1624) “Pinax Theatri Botanici” adli eserinde 100 kadar mantarin
ozelligini bildirmistir. Mantarlarla ilgili kayda deger gelismeler Leeuwenhoek’un
(1632-1723) mikroskobu icadiyla baglamistir. Mikolojinin kurucusu olarak kabul edilen
Italyan botanist P. A. Micheli 1729°da “Nova Plantarum Genera” isimli eserinde
arastirmalarini yayinlamis, E. Fries (1794-1878), “Systema Mycologicum” adl1 eserinde
ise mantar sistematigi hakkinda bilgiler vermistir. 1839 yilinda Langenbeck, tifiislii bir
hastanin agzindaki pamukguk lezyonundaki kazintida mantar1 gozlemlemis fakat bunun
tifiis etkeni oldugunu diistinmiistiir. Berg 1841°de aft membran maddesini saglikli
kisilere aktararak onlarda da pamukcuk olustugunu gdzlemlemistir. Robin 1853°te
pamukcuk etkeninin sistemik enfeksiyonlara da neden olabilecegini gézlemlemis ve Bu
mikroorganizmaya Qidium albicans adin1 vermistir. 1890’da Zopf bu mikroorganizmay1
Monila albicans olarak, son olarak da 1923’te Berkhout Candida albicans olarak
adlandirarak bugiinki ismini vermistir. Yine 1900°’li yillarda Sabouraud mantarlar
tiretebilecegi bir besiyeri formiile etmistir ve tip mikolojisi i¢cin halen biiyiikk 6neme
sahip olan koloni morfolojilerinin degerlendirmeleri bu besiyerine gore yapilmaktadir.
Ulkemizde ilk kez, Prof. Dr. Enver Tali Cetin ve arkadaslari, Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesine bagli Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi kurarak arastiricilarin - yararlanacagr bir mantar kiiltiir koleksiyonu

olusturulmustur(8-11).

2.2. Candida Tiirlerinin Mantarlarin Simiflandirilmasindaki Yeri
Mantarlar, bakterilerden farkli olarak okaryotiktirler ve bitkilerden farkli olarak
da klorofil igermezler ve besin alimlarini absorbsiyonla gerceklestirirler. Tek hiicreli
veya cok hiicreli olabilirler. Birden fazla niikleusa sahip olabilirler. Hiicre duvarlar
kitin ve seliiloz icerdiginden serttir. Mayozlu cekirdek boliinmesi gostermektedirler

(12).



Mantarlar birbirlerinden yasam dongiileri, yapisal farkliliklari, baz1 fizyolojik
ozellikleri ve iireme Ozelliklerine gore ayrilir. Eseyli lireme gostermeyen mantarlar
Deuteromyces (Fungi imperfecti) smifinda, eseyli ilireme gOsteren mantarlar da

Zygomycetes, Ascomycetes ve Basidiomycetes smiflarinda incelenirler(13).

Mantarlar morfolojik olarak maya ve kiif olmak {izere iki grupta
incelenmektedirler. Farkli sicakliklarda farkli ozellik gosteren [37°C’de kiif, oda
sicakliginda (25°C’de) ise maya] mantarlar da bulunmaktadir ve dimorfik mantarlar

olarak adlandirilirlar (14).

Mayalar tek hiicrelidirler ve tomurcuklanarak veya ikiye boliinerek cogalirlar.
Maya hiicrelerinin ¢aplart 2-20 pm, boylar1 ise 2-50 um arasinda degisiklik gosterir. Bir
maya hiicresi bir veya birden fazla noktadan tomurcuklanma gosterebilir, yeterince
gelisen bu yapilar ana hiicreden koparak yavru hiicreleri (blastokonidyumlari)
olustururlar. Bazi maya hiicrelerinde olusan yeni yapilar ana hiicreden ayrilmadan
ardisik sekilde dizilerek hiicreye ait uzantilar olusturur. Bu yapilar yalanci hif

(psodohif) olarak adlandirilirlar (14).

1987°de Berlin’de diizenlenen 14. Botanik Kongresinde, Dixon ve Fromling
tarafindan yapilan smiflandirma esas alinmis, kandidalar Deuteromyces (Fungi
imperfecti) sinifina ait Blastomycetes alt sinifinin  Cryptococcales takimindaki
Cryptococcaceae ailesinde yer almaktadir. Ayni takimda Cryptococcus, Trichosporum
ve Pitrysporum cinsleri de bulunmaktadir (11,12). Candida’larin eseyli sekilleri

Hemiascomycetes sinifinda bulunan anamorf mayalardir(11).

2.3. Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri

2.3.1. Mikrobiyoloji

Candida tiirleri, izole edildikleri klinik Orneklerden veya kiiltiirlerden
yapilan mikroskopi sonucunda 3-6 pm biiyiikliiglinde, oval veya yuvarlak, bazen
tomurcuklanan hiicreler (blastosporlar veya blastokonidyumlar) olarak da
goriilebilen maya seklindeki mantarlardir. Candida tiirlerinin = ¢ogu
tomurcuklanan hiicrelerin ayrilmayip u¢ uca eklenmesiyle olusan yalanci hif
(psodohif) olusturabildigi gibi, C. albicans, daha az izole edilen C. dubliniensis
ve C. norvogensis gercgek hif de olusturabilirler (15).



2.3.1.1. Boyanma
Klinik o6rneklerde (ozellikle tirnak, deri kazintisi gibi) mantar aranirken
potasyum hidroksit (KOH) (%10-30) kullanilarak klinik 6rnegin erimesi ve mantar

hiicrelerinin goriiniir hale gelmesi saglanir (7).

Ayrica kalkoflor beyazi ile florasan boyama yapilir, maya hiicrelerinin maviden

yesile degisen renklerde goriinmesi saglanir (7).

Hem klinik Orneklerden dogrudan yapilan hem de kiiltiirde {iremis olan

kolonilerden alinarak gram boyasiyla boyandiklarinda gram pozitif 6zellik gosterirler

(7).

2.3.1.2. Laboratuar Tanis1
Candida tiirleri viicut florasinda da bulunduklar icin karsilasilan en
onemli sorunlardan biri; izole edilen Candida tiriiniin flora iyesi veya
enfeksiyon etkeni olduguna karar vermektir. Bu yilizden laboratuar ve klinik
arasinda iyi bir iletisim saglanmalidir. Klinik 6rnegin alinmasi sirasinda asepsi
kurallarma dikkat edilmeli ve vakit kaybetmeden ekiminin yapilacagi

laboratuara gonderilmelidir (16).

Kandidozlarin tanisinda; klinik Orneklerin  direkt mikroskopisi,
Candida’larin izolasyonu, Candida tlriiniin saptanmasi ve dogrulanmasi énem

arz etmektedir (17).

Candida tiirleri, 6zellikle mantarlar i¢in rutin kullanilan SDA besiyerinde
37°C’de, 24-48 saatte kirik beyaz veya krem renginde, kivamli, genelde diizgiin
yuvarlak (S koloni tipinde), karakteristik maya kokusu olan koloniler
olustururlar. Kolonilerin besiyeri iizerindeki kisimlar1 balstokonidyumlardan
olusurken, besiyerinin i¢inde kalan kisimlarda ise yalanci hifler bulunmaktadir.
Candida’lar, bakteriler i¢in kullanilan genel iiretici besiyerlerinde de kolaylikla
iireyebilmekte ve geng kiiltiirlerde bakteri kolonileri ile karisabilmektedirler. En
iyi tredikleri pH 4,5-5 arasindadir ancak pH 3-7,5 arasinda iken de

tireyebilenleri vardir (15).

Pek c¢ok Candida tiirii olmasina ragmen, yalnizca bazi tiirleri insanda
enfeksiyon etkeni olarak goze carpmaktadir, en sik kandidoz etkeni C.

albicans’tir (15).



2.3.2. Candida’larin Hiicre Yapisi

Mantarlar basitge, fotosentez yapmayan, plazma membrani ve en dista hiicre
duvar1 bulunan okaryotik hiicrelerdir. Membranla c¢evrili bir ¢ekirdek ve i¢inde bir
cekirdekgik ile lineer kromozomlar bulunur. Sitoplazmada mitokondri, Golgi aygiti,
vakuoller, birka¢ cesit vezikiil ve 80S ribozomlar gibi organeller ile hiicre iskeleti
bilesenleri yer almaktadir. Bu bilesenler, membran hareketinde rol oynayan
mikrotiibiiller, sitoplazmik akiskanliktan sorumlu aktin ve aktinle birlikte organellerin
hareketini saglayan miyozindir (18).

Hiicre membrani, bulundurdugu ozmoenzimler sayesinde molekiillerin
transferini saglar. Duvar sentezinde rolii olan kitin sentetaz ve sinyal iletiminde rolii
olan enzimler membranda bulunur. Candida hiicre membran1 ayrica, fosfatidil kolin,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin, fosfatidil inositol gibi fosfolipitleri de igerir.
Hiicre membran1 biiyiilk miktarda sterol icerir, membran lipitlerinin %22’sini steroller
olusturur. Sterollerin % 95’1 ergosterol formundadir ve bir¢ok antifungal ajan
ergosteroliin farkli sentez basamaklari iizerinden etki etmektedir (18).

Hiicre duvari, hiicreye seklini veren, osmotik basinca karsi hiicreyi koruyan ve
molekiillerin transferinde rolii olan sert bir yapidir. Candida hiicre duvari, antijenik
belirtegleri, memeli hiicrelerinde bulunmayan anahtar biomolekiilleri bulundurur ve
konak hiicrelere tutunmay1 saglar. Hiicre duvarmin en temel bilesenleri olan
karbonhidratlar, mannan ya da mannoproteinler, glukanlar (3-1,3 ve -1,6 bagl) ve
kitinden olugmaktadir (19,20). Glukanlar ve kitin duvarin yapisal iskeletini olusturur ve
glukanlar duvar agirliginin %47-60’1n1 olusturmaktadir. Kitin N-asetilglukozamin’in bir
polimeridir ve maya hiicre duvarlarinin yalnizca %2-4 kadarin1 olusturan 6nemli bir
yapisal bilesendir (19). Mannoproteinler ise yapisal polimerler i¢cindeki hiicre duvarinin
sekilsiz kisminin esas elemanidir ve hiicre duvar karbonhidratlarinin %40’ 11 olusturur.
Candida hiicre duvarindaki ana antijenik yap1 olan mannanin yapisal farkliligina gére A
ve B olarak iki serotipe ayrilir. Hiicre duvariin diger bilesenleri proteinler (% 5-15),

lipidler (% 2-5) ve inorganik fosfattir (18, 20, 21).

2.4. Epidemiyoloji
Candida tiirleri toprakta, suda, yiyeceklerde, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunabilirler. Saglikli insanlarda cilt ve mukoz membranlarda kommensal olarak

bulunurlar ve herhangi bir nedenle konak savunma sistemi bozuldugunda patojenite



kazanabilirler. Bu nedenle enfeksiyonlarin ¢gogunlukla endojen floradan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Sistemik Candida enfeksiyonlar1 i¢in en sik giris yolu gastrointestinal
sistemdir. Nadiren vajinal kandidozlu anneden bebegine vertikal bulasma, yatan hastalar
arasinda ya da saglik calisanlarindan nozokomiyal gecis gibi insandan insana bulagma
da s6z konusu olabilir. Yatan hastalarda kolonizasyonun, saglikli kisilere gore daha
fazla oldugu saptanmistir (22, 23).

Nozokomiyal kan akimi enfeksiyonu etkenleri arasinda Candida’lar Amerika’da
4., Avrupa’da ise 6. sirada yer almakta ve yogun bakim hastalar1 arasinda daha sik
goriilmektedir. C.albicans en sik goriilen tiir olmakla birlikte, non-albicans tiirlerin
sikliginda artis bildirilmektedir. Bu artistan ikinci jenerasyon azol antifungallerin
yaygin kullanimi sorumlu tutulmakta ve bununla uyumlu olarak FLU’e daha az duyarl
(C.glabrata) ya da dogal direngli (C.krusei) izolatlarda belirgin artig bildirilmektedir
(24).

2.5. Patogenez
Invaziv Candida enfeksiyonlarmin genellikle immiindiiskiin hastalarda gériilmesi
nedeniyle, bu enfeksiyonlarin olugmasinda virulans faktoérlerinin katkisinin diistik
oldugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte enfeksiyonlar sirasinda birtakim sekretuar
enzimler de saptanmistir. Bu nedenle invaziv Candida enfeksiyonlari hem konak
savunmasindaki yetersizlik hem de mikroorganizmanin virulans faktorlerinin bir

sonucudur (24).

Candida Virulans Faktorleri

Candida’larin sahip oldugu baz1 6zellikler konagin savunma sistemini yenerek
hastalik olusturmaya calisir. Mikroorganizmanin kolonizasyon ve ardindan invazyon
yapabilmesi icin, konagi tanimasi ve adezyonu sarttir. Dis hiicre duvari tabakasi
mannoproteinler, B-1,3 ve B-1,6 bagh glukan ve kitin icermekte ve bu tabaka
Candida’larin konak ylizeyine yapismasi ve ardindan kolonizasyonunda onemli rol
oynamaktadir. Candida hiicrelerinin virulansi, konak hiicrelerine tutunma egilimi ile
dogru orantilidir ve adezyon major virulans faktorii olarak tanimlanabilir. Bununla
birlikte, C.krusei’nin agiz epitel hiicrelerine diger sik goriilen Candida tiirlerine oranla
cok daha diisiik oranda adezyon gosterdigi bildirilmektedir (24). Adezyonu takiben
slime faktoriin olusumu 6nemli bir virulans faktoriidiir. Yapay ylizeylere adezyon ve

tibbi cihazlar iizerinde biyofilm olusumu, antifungal ilaglara siklikla direng gostermesi



ve biyofilm olusturan hiicrelerin artmis patojenligi nedeniyle son yillarda 6énemli bir
sorun haline gelmistir. Hastalarin bir kisminda sistemik kandidoz, damar i¢i kateterlerin
kontaminasyonu ile baglamakta ve biyofilm tabaka ic¢indeki mayalarin antifungal
ilaglara direncinde 6nemli rol oynamaktadir (25). Katater iligkili infeksiyonlarin C.
parapsilosis kandidemilerinde risk faktorii olduklari bildirilmistir (24). Candida’lar,
adezyonda rol alan, genellikle polisakkarit ya da glukoprotein yapida adezinlere ve
hiicre iligkili ya da serumda bulunan ligandlara sahiptir. Bu adezinler, Als (agglutinin-
like sequence) protein ailesi, Hwplp, Eaplp, Cshlp ve diger daha az bilinen hiicre
yiizey reseptorlerinden olugsmaktadir (25).

Fenotipik degisiklik, invazyon sirasinda degisen cevre sartlarina mantarin
uyumunun saglanmasinda énemli bir faktordiir. Baz1 C.albicans hiicre topluluklarinda,
hiicre yiizey Ozellikleri, koloni goriiniimii, biyokimyasal 6zellikleri ve metabolizmasi,
daha virulan ve enfeksiyonlarda daha etkili forma degisiklik gosterebilmektedir (26).
Ortamin 1s1s1, pH’1, CO2 konsantrasyonu gibi c¢evresel kosullardaki degisiklikler,
Candida’larda tek hiicreli, ovoid maya hiicreleri (blastospor) ile hif ya da pseudohiflerin
olusturdugu filamantoz yapilar arasinda morfolojik degisikliklere neden olabilir.
Mantarin bu &zelligi enfeksiyonlarin patogenezinde 6nem kazanmaktadir. Cevreye
yayllma ve yeni konaga ulagsmada maya hiicreleri sorumlu iken, doku hasari ve
invazyon i¢in hifler gereklidir ve biyofilm olusumunda her iki form da yer almaktadir
(24, 27).

Onemli diger virulans faktdrleri, proteazlar (salgisal aspartil proteinaz=SAPs),
lipazlar ve fosfolipazlar gibi hidrolitik enzimlerin sentezi ve salinmasidir. Bu enzimlerin
fungal beslenmedeki Onemli rolleri yani sira, lezyon alanindaki ¢ogu konak
proteinlerinin (albiimin, hemoglobin, keratin, salgisal IgA) yikilmasi ile doku hasari,
invazyon, konak savunmasindan kacgis gibi mekanizmalarla Candida patogenezine
giicli  katkilar1 bulunmaktadir. In vitro kosullarda C.albicans, C.dubliniensis,

C.tropicalis ve C.parapsilosis’te aktif olarak proteinaz iiretimi saptanmistir (24, 27, 28).

Candida Enfeksiyonlarina Konak Yaniti

Candida enfeksiyonlarma konak yaniti, dogal bagisiklik ve hiicre aracili
kazanilmis bagisiklik ile fungal virulans arasindaki iliskinin sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Mantarin mukozal yiizeyde uzun siire kommensal olarak kalmasi ya da

patojenlige donilisimii, dogal ve kazanmilmis bagisikligin biitini ile iligkilidir.



Mikroorganizmaya ilk yanit, cilt ve mukoz membranlarin olusturdugu fiziksel bariyerler
ile olusur. Candida enfeksiyonlarina dogal bagisiklikta notrofiller, monositler ve doku
makrofajlari, dogal oldiiricii (NK) hiicreler ile opsonin (spesifik antikorlar ve
kompleman komponentleri), kollektin, defensin, mannoz baglayan protein gibi
molekiiller gorev almaktadir. Candida’lar deri veya mukoza engelini astiklarinda,
kandidemi ve sistemik kandidoza karsi savunmada rol oynayan en 6nemli hiicre tipi
notrofillerdir ve bunlarin say1 ve fonksiyonlarindaki bozukluk konagin Candida
enfeksiyonlarina duyarliligini arttirmaktadir. Bununla birlikte makrofajlar dissemine
kandidozda biiyiik role sahiptirler. Opsoninler noétrofil fagositozu icin ¢ok gerekli
olmasalar da, fungusun hiicre i¢i Oldiiriilmesinde onemli rol oynamaktadirlar. NK
hiicreleri fungusa karsi direkt oldiiriicii etki gosteremezler, ancak fungus ile NK
hiicreleri arasinda onlarin fonksiyonlarini etkileyen bir etkilesim meydana gelebilir ve
bu etkilesim fagositik hiicre fonksiyonlarm1 uyaran sitokinlerin = saliimin
baslatabilmektedir (29-31).

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

fagositik fonksiyonlar1 bozar (29-32).

C.krusei diger Candida tiirleri ile karsilastirildiginda oldukga zay1f bir patojendir
ve kommensallikten patojenlige doniismesinde en Onemli etken konagin savunma
sistemindeki kismi ya da tam yetersizlikle iliskilidir. Bu yiizden, C.krusei
enfeksiyonlarinin  sikliginin  genellikle immiin yetmezlikli hastalarda goézlenmesi

sasirtict degildir (26).

2.6. Tibbi onemi olan Candida Tiirleri
Candida albicans; maya- hif doniistimii gdsteren, bazi hidrolitik enzimleri olan
bu nedenle de en viriilan Candida tiiriidiir. A ve B serotipleri bulunmaktadir. Serumda
37°C’de 2-2,5 saat bekletildiginde bogumlanma gostermeyen uzantilar olustururlar.

Bunlara ¢imlenme borusu veya germ tiip denmektedir (7, 13, 17). Bu yapilarin olugsmasi
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ve de musir unlu agarda 48-72 saatte klamidospor olusturmasi bu tiir i¢in tani

koydurucudur (7).

Candida stellatoidea (7), C. langeronii (klamidospor negatif) ve C. claussenii

(germ tiip negatif); farkh tiirler olmayip, C. albicans’in varyantlaridirlar (7, 17).

Candida parapsilosis (C. parakrusei); misir unlu agarda 3 giinliik inkiibasyon
sonucunda; uzun, diizenli dallanma gdsteren ve “cam ormani”ni andiran yalanci hifler

olusturur (7).

Egri ve digerlerine kiyasla daha kisa psddohifleri ve dev hiicreleri andiran genis

hifal yapilara sahiptir (13).

Candida tropicalis (C. paratropicalis); SDA yiizeyinde 25°C’de 2 giinliik
inkiibasyonla ince bir pelikiil olustururlar. Teleomorfu, askosporlari ile ¢ogalan Pichia
Jjadinii’dir (7).

Gergek hif ve nadiren de klamidospor olusturabilir. Siikkrozu pargalayabilmesi ile

kendisine ¢ok benzeyen C. paratropicalis’ten ayrilir (13).

C. glabrata; onceden Torulpsis glabrata olarak bilinmekte iken, Candida
tiirlerine dahil edilmeleri hala tartismalidir. Literatiirde her iki ismiyle de

karsilagilabilmektedir. Bu tiire ait organizmalar yalanct hif olugturmazlar (7).

Bu tiir insan mukozasinda patojen olmayan yaygin bir mantar tiirii olarak kabul
edilmekte iken, giiniimiizde neden oldugu mukozal ve sistemik infeksiyonlar hizla artis

gostermekte ve kendisine olan ilgiyi artirmaktadir (17).

Diger Candida tirlerinden farkli olarak, infeksiyonlarda siklikla tercih edilen
azol tedavisine mekanizmasi tam olarak anlagilamamis dogal bir direng gostermektedir.
Bu dirence azollerin fungal plazma zarinin sterol miktarinda degisiklik yapmasi ve
boylece antifungal ajanin aliminda azalma gdstermesinin neden olabilecegi var
sayllmaktadir. Diger bir farki ise, dimorfik olmayan blastokonidyal morfolojisi ve
haploid genom tagimasidir. Son yillarda nozokomiyal kaynakli sistemik veya yiizeyel

kandidozlara yol acan organizmalar arasinda ikinci sirada yer almaktadir (17).

Sadece maya formu olan bu tiir, gastrointestinal ve genitoliriner mukozaya

kolonize olabilmektedir (13).
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C. dubliniensis; yakin zaman once tanimlanmistir ve C. albicans ile filogenetik
olarak yakin akrabadir. Germ tiip olusturabilen bu tiir C. albicans’tan 42°C’de zayif
iiremesi veya hi¢ iireyememesi ve betaglukosidaz aktivitesi gostermemesiyle

ayrilabimektedir. Asil ayrim molekiiler yontemlerle yapilmalidir (7).

C. guilliermondii; askosporlariyla cogalmaktadir. Teleomorfu Yamadazyma
guilliermondii olarak adlandirilir. Misir unlu agarda, yalanci hif olusum siklig1 kdkene
gore degiskenlik gosterebilir. Blastosporlar kisa zincirler ya da kiimelenmeler

olusturabilirler (7).

Kolonileri zamanla pembelesme egilimindedirler ve digerlerine kiyasla kisa

psodohiflere sahiptir (13).

C. kefyr (C. pseudotropicalis)y SDA’da olusturduklart koloniler diger
tiirlerinkilere nazaran daha kiiciiktiirler. Misir unlu agarda, yalanci hif ve yer yer
uzunluklar1 16pum’ye wulasan blastosporlar olusturur. Teleomorfu Kluyveromyces

marxianus’tur ve askosporlari ile ¢ogalir (7).

C. krusei; SDA’da diizgiin ve biiyiik koloniler olusturur. Inkiibasyon siiresi bir
haftaya uzatildiginda, blastosporlarin uzunlugu 25 pm’ye ulasir. SDA’da 25°C’de 3
giinlik inkiibasyon sonunda ise yiizeyde kalin bir tabaka (pellikiil) olusturur.

Teleomorfu, Issatchenkia orientalis’tir ve askosporlariyla cogalir (7).

Siklohekzimide duyarlidir, dekstrozu fermente eder ve galaktozu assimile etmez
(13).
C. lusitanie; morfolojik olarak C. tropicalis ve C. parapsilosis’e benzemesine

ragmen, sellobiyozu fermente etme ve ramnozu assimile etme gibi biyokimyasal

ozellikleriyle onlardan ayrilir (13).

C. norvogensis; teleomorfu Pichia norvogensis olarak adlandirilir ve

askosporlariyla cogalir (7).

C. pelliculosa; askosporlariyla ¢ogalir ve teleomorfu Hansenula anomala veya

Pichia anomala olarak adlandirilir (7).
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2.7. Candida Enfeksiyonlari

2.7.1. Yiizeyel Candida Enfeksiyonlar:

Yiizeyel Candida enfeksiyonlart hem immiindiiskiin hem de immiinkompetan
bireyleri etkileyebilmektedir. Pamukcuk olarak bilinen oral Candida enfeksiyonlari
oldukca yaygindir. Dil ve diger agiz i¢i yiizeylerde krem gibi beyaz yamalarla
karakterize, oral kandidozun spesifik bir formudur, agrilidir ve kaldirildiginda
kanayabilir. Siklikla siit emen bebeklerde, kanserli, AIDS’li hastalarda, inhale steroit
kullananlarda goriiliir (1). Bu klasik lezyonlara ilave olarak; akut atrofik kandidoz,
kronik atrofik kandidoz, anguler cheilit ve lokoplaki’yi iceren diger formlar da
gortlebilir. Tanm lezyonun klinik goriinlimii, lezyondan alinan 6rneklerin mikroskopik
incelenmesi ve kiiltiirii ile yapilabilir (1, 34).

Candida 0zofajiti, genellikle hematopoetik veya lenfatik sistem kanseri tedavisi,
antibiyotik, steroit ya da omeprazol kullanimi ve ilerlemis HIV enfeksiyonu ile
iliskilendirilmistir. Yutma giicliigii, agrili yutma ve retrosternal agri gibi diger
0zofajitlerden ayirt edilemeyen semptomlar goriiliir. Tan1 endoskopide pamukguk
benzeri beyaz yamalarin goriilmesi ve biyopsi ile yapilabilir (35, 36).

Vulvovajinal kandidoz diger bir mukozal Candida enfeksiyonudur ve
vajinitlerin en sik nedeni Candida’lardir. Tiim kadinlarin yaklasik %75°1 hayatlarinda
bir kez Candida vajiniti atag1 gecirirler ve bunlarin %85-90’1nda C.albicans etkendir
(35, 37). Bu yaygin enfeksiyon en sik kontrolsiiz diyabet, antibiyotik tedavisi, gebelik,
hormon replasman tedavisi, immiinsiipressif tedavi durumlarinda goriiliir. Semptomatik
vajinal kandidoz kasinti, yanma hissi, kesilmis silit benzeri akint1 gibi yakinmalar,
vajinal ve/veya vulvar eritem ve 6dem gibi bulgular vardir (36, 37).

Cilt, tirnak ve mukoz membranlarda Candida’lar tarafindan olusturulmus kronik
ve/veya tekrarlayan enfeksiyonlar kronik mukokutanéz kandidoz olarak anilmaktadir.
Bu klinige sahip hastalarin ortak 6zelligi, Candida’lara kars1 etkili hiicre aracili immiin
yanit gelistirebilme yeteneklerindeki yetersizliktir (35). Hastalarin ¢ogu siit cocugu ya
da cocukluk yas grubundadir. T lenfosit fonksiyon bozuklugu yaninda, B lenfosit,
graniilosit veya kompleman fonksiyon bozuklugu da goriilebilir. Baz1 o6rneklerde
multipl endokrin anomaliler, tekrarlayan viral ve bakteriyel pulmoner veya siniis
enfeksiyonlari ile iligkili oldugu bulunmustur (36).

Candida tiirleri cilt ve tirnaklar1 tutan ylizeyel enfeksiyonlara neden olabilirler.

Mikroorganizma sicak ve nemli viicut bolgelerini tercih eder. HIV ile enfekte hastalarda
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yizeyel Candida enfeksiyonlar1 siklikla diger yiizeyel mikozlarla birlikte
goriilmektedir. Siit cocuklarinda goriilen diaper dokiintiisiiniin en sik nedenlerinden biri
Candida’lardir. Diaper dokiintiisiinde lezyonlar gluteal, inguinal ve perineal alanlarda

daha belirgindir.

2.7.2. Dissemine Kandidoz ve Kandidemi

Kandidemi, en az bir kan Kkiiltiirlinden Candida tiirlerinin izolasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Buna enfeksiyon ya da sepsis bulgular1 eslik edebilir ya da
etmeyebilir. Akut dissemine kandidoz, hematojen olarak tek ya da multipl organa
Candida’larin yayilmasidir. Kronik dissemine kandidoz ise hematolojik malignensili
hastalarda goriilen ve hepatosplenik kandidoz olarak da bilinen yaygin bir enfeksiyon
sekli olarak tanimlanmaktadir (38). Kandidemi, toplum kaynakli bir enfeksiyon olarak
stk gorlilmez, siklikla nozokomiyal bir komplikasyon olarak ortaya ¢ikar. Amerika’da
tiim nozokomiyal kan akimi enfeksiyonlarinin etkenleri arasinda Candida’lar 4., yogun
bakim hastalar1 arasinda ise 3. sirada yer almakta ve notropenik hastalar arasinda
anlamli oranda daha yiiksek siklikla goriilmektedirler. En sik izole edilen tiir C.albicans
oldugu halde, non-albicans Candida tiirlerinin sikliginda da artig bildirilmektedir.
Ayrica, en yliksek mortalite oranlar1 da Candida nedenli kan akimi enfeksiyonlarinda ve
Candida tiirleri arasinda da C.krusei nedenli kan akimi enfeksiyonlarinda tespit
edilmistir (34).

Kandidemi gelisimi agisindan risk tasiyan hasta grubu onkoloji ve transplant
hastalar1, yanik, cerrahi ve diyabet hastalar1 ile diisiik dogum agirlikli yeni doganlardir.
Onkoloji hasta grubunda ise en yliksek risk akut 16semi hastalarinda gézlenmistir. Bu
hastalarda santral venoz kateterler, parenteral beslenme, genis spektrumlu antibakteriyel
kullanimi, yogun kemoterapi ve immiinostipresif rejimler ilave risk faktorleridir (34,
36,38).

Dissemine kandidozda en sik tutulan organlar bobrek, beyin, miyokard ve
gozdiir. Kandidemi ya da dissemine kandidozu diisiindiirecek spesifik semptom ya da
bulgular yoktur. Siddetli enfeksiyon bulgular1 bulunan hastalarda antibakteriyel
tedaviye cevapsiz ates varligi onemli bir kanit olabilir. Tan1 genellikle zordur, kan
kiiltiirti pozitiflik orani yaklasik %40 ve bulgular nonspesifik oldugundan antemortem

tan1 orani diistiktiir (36, 38).
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2.7.3. Derin Yerlesimli Candida Enfeksiyonlari

Derin yerlesimli Candida enfeksiyonlar1 direkt inokiilasyon ya da hematojen
yayillma ile olusabilirler. En sik alt iiriner sistem enfeksiyonlar1 goriiliir. Hastanede
yatan ve yogun bakim fiinitelerindeki hastalardan en sik izole edilen etkenler arasinda
yer almaktadir. Candida tirleri alt {iriner sistemde kolonize olabilir ve alt ya da {ist
triner  sistemde  enfeksiyona  neden  olabilir. Semptomlar  bakteriyel
enfeksiyonlardakilerle aynidir. Uriner kateter varhigi, diyabet, genis spektrumlu
antibiyotiklerin ya da immiinosiipressif ajanlarin kullanimi en 6nemli risk faktorleridir.

Candida ile olusan merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonu nadirdir, siklikla
prematiire doganlarda ve MSS cerrahisi gecirmis hastalarda goriiliir. Genellikle
dissemine kandidozun bir komplikasyonu olarak ortaya cikar. Diger risk faktorleri
lomber ponksiyon, ventrikiilo-peritoneal sant ve nadiren bakteriyel menenjitin
komplikasyonudur. En sik goriilen sekli menenjittir, mikotik anevrizma ve beyin
apseleri de goriilebilir. Semptom ve bulgular, klasik menenjit tablosuna gore daha silik
ve kronik seyreder, mortalitesi yliksektir (36, 39).

Diger nadir bir tutulum Candida nedenli pndmonidir, iki sekilde goriiliir; enfekte
sekresyonlarin aspirasyonu ile endobronsiyal yerlesim sonucu gelisen lokal veya diffiiz
bronkopndmoni ve hematojen kaynakli, yaygin, ince nodiillii infiltratlardir. Diger
formlar1 daha nadirdir. Fungal endokarditlerin en sik etkeni Candida’lardir, perikard,
miyokard ve endokardda enfeksiyon olusturabilirler. Kalp cerrahisi, protez kalp
kapaklari, santral venoz kateterler intravendz ilag kullanimi, bakteriyel endokardit ve
kalp kapag1 yapisal bozukluklar1 6nemli risk faktorleri arasinda sayilabilir (36).

Candida nedenli peritonit siklikla iki hasta grubunu etkilemektedir; kronik
peritoneal diyaliz hastalari ile karaciger ya da pankreas transplant hastalar1 ve pankreatit
ya da gastrointestinal perforasyon nedenli cerrahi miidahale geg¢irmis hastalardir.
Peritoneal diyaliz hastalarindaki fungal peritonitlerin yaklasik %75’inde etken
Candida’lardir.

C.albicans endojen oftalmitlerin en sik nedenlerindendir. Ayrica ekzojen
oftalmit, keratit gibi enfeksiyonlara da neden olabilir. Genellikle sistemik bir hastalik
varliginda (diyabet, immiinsiipresyon) ortaya ¢ikar. Kandidemi, cerrahi, lokal steroit ya
da antibakteriyel ajan kullanimi, g6z anomalileri ve intravendz kateterler enfeksiyona
zemin hazirlayan risk faktorleridir (40). Kemik ve yumusak doku enfeksiyonlari

oldukca nadir goriilen enfeksiyonlardir ve genellikle kandideminin ge¢ komplikasyonu
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olarak ortaya gikarlar. Vertebra ve intervertebral diskler, el bilegi, femur, proksimal
humerus, skapula ve kaburgalarin kostakondral birlesim yerlerini tutabilir. Tan1 ve
tedavi giictiir (36).

Hepatosplenik kandidoz (kronik dissemine kandidoz), akut 16semi tedavisi goren
hastalarda ya da uzun siire ndtropenik kalan kemik iligi transplant alicilarinda goriilen
dissemine Candida enfeksiyonudur. Hastalarda c¢oklu karaciger ve dalak apseleri

mevcut olup morbidite ve mortalitesi yiiksektir (41).

2.8. Tam

2.8.1. Candida Enfeksiyonlarinin Tanis1
Candida enfeksiyonlarinin tanisinda ilk adim bu etkenden siiphelenmektir.

Laboratuvar tanida standart yaklagim;

» Klinik 6rneklerin direkt mikroskopik incelemesi,

» Kan, viicut sivilari, dokular ve diger oOrneklerden kiiltiir ile etkenin

izolasyonu,
» Etkenin tiir seviyesinde tanimlanmasi,
» Dokudaki Candida tiri ile morfolojik benzerligin kanitlanmasina

dayanmaktadir

2.8.2. Orneklerin Ahnmasi ve Tasinmasi

Candida enfeksiyonu siiphesi varliginda orneklerin alinmasi ve laboratuvara
ulastirilmas1 esnasinda 6zel islemlere gerek yoktur. Ornekler alindiktan sonra en geg iki
saat icinde laboratuvara ulastirilmali, s1vi 6rnekler miimkiin olan en kisa siirede isleme
alinmali, doku ve siiriintii 6rneklerinin kurumasma izin verilmemelidir. Kisa siirede
isleme alinamayacak steril 6rnekler 37 °C’de, normal flora ile kontamine olma olasilig1

yiiksek olan 6rnekler ise +4 °C’de saklanmalidir (22, 42).

2.8.3. Mikroskopik inceleme

Candida enfeksiyonlarinin tanisinda, ilk adim mikroskopik incelemedir ve
orneklerin Gram, metilen mavisi veya kalkoflor beyazi ile boyanarak incelenmesinde
tomurcuklanan maya hiicreleri, hif ya da yalanci hiflerin goriilmesi tanida degerlidir.
Cilt, tirnak gibi keratinize ya da epitelial doku 6rnekleri %10-30 KOH ile muamele

edilerek incelenmelidir. Beyin omurilik sivisi, idrar, bronkoalveoler lavaj gibi sivi
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orneklerde maya hiicreleri yogun olmayacagindan, santrifiij isleminden sonra Gram
boyanarak incelenmesi ayrica balgam drneklerinde miisini parcalamak amaci ile 6rnegin

homojenize edilmesi duyarlilig1 arttirmaktadir (42, 43).

2.8.4. Kiiltiir

Etkenin izolasyonu icin tim O&rneklerin kiiltiir incelemesi yapilmalidir. Bu,
gerektiginde antifungal duyarlilik testlerinin yapilabilmesi ve epidemiyolojik ¢alismalar
icin  Onemlidir (44). Yiizeyel enfeksiyonlarin  mikroskopik incelemesinde
mikroorganizmanin goriilmesinin ardindan kiiltiir pozitifligi taniyr kesinlestirir (36).
Invaziv Candida enfeksiyonlarinin tamisinda da kiiltiir 5nemli rol oynar. Pozitif bir kan
kiiltiirii sistemik bir enfeksiyonu ya da kontamine intravenoz girisimlere bagh gegici bir
kandidemiyi yansitabilir. Ancak solunum veya sindirim sisteminden elde edilen pozitif
bir kiiltiir kolonizasyon da olabileceginden, balgam ya da gaita 6rneginden izolasyon tek
basina tan1 i¢in yeterli degildir. Bu nedenle steril bolge ornekleri (biyopsi ya da
bronkoskopik 6rnekler) elde edilmeli ve sonuglar klinik bulgularla birlikte
degerlendirilmelidir (42, 43, 45)

Candida’lar, genellikle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanilan
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. SDA, igerdigi yliksek seker konsantrasyonu
nedeniyle, bakterilerin iiremelerini baskilarken, Candida’lar ve diger mantarlarin
tiremesini kolaylastirmaktadir. Mantar enfeksiyonu agisindan siipheli 6rnekler SDA
besiyerine inokiile edilerek oda 1sis1 (22-26 °C) ve 37 °C’de inkiibe edilirler. Maya
kolonileri 24-48 saatte belirgin hale gelir. Dissemine kandidoz ve kandidemi
diisiiniildiiglinde mutlaka kan kiiltlirii yapilmalidir. Ancak bu durumda kan kiiltiirii
pozitifligi ¢ok diisilk oldugundan birka¢ kez tekrarlanmalidir. Pozitiflik oranimi ve
tireme hizim1 arttirmak igin lizis santrifiigasyon teknikleri ve siirekli monitorizasyon
yapan otomatize sistemler gelistirilmistir. invaziv fungal enfeksiyon tanisinda klinik
orneklerin mikroskobik incelenmesi ve kiiltiirii hala altin standart yontemler olmakla
birlikte, bunlarin duyarlilik ve 6zgiilliigli genellikle yetersizdir ancak fungal yiikiin

yiikseldigi, enfeksiyonun ileri evrelerinde pozitiflesmektedirler (46).

2.8.5. Serolojik Yontemler

Invaziv Candida enfeksiyonlarinin erken tanisi, nonspesifik klinik semptom ve
bulgular nedeniyle olduk¢a zordur. Ayrica siklikla negatif sonuglanan ya da geg

pozitiflesen kan kiiltiirii gibi geleneksel yontemler hastaligin tanisinda ¢ogu zaman
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yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle Candida enfeksiyonlarmmin hizli tanisma yonelik
birkag serolojik test gelistirilmistir. Kiiltlir dis1 tani1 testleri i¢inde en ilgi ¢ekeni konak
yanitini Olgen testlerdir. Ciinkii uygulamasi kolaydir ve Ornek eldesi i¢in invaziv
islemler gerekmez. Ancak bu yontemler invaziv kandidoz i¢in nadiren kullanilirlar.
Ciinkii enfekte olmayan hastalarda kolonizasyona bagli yanitlar, immiin diiskiin
hastalarda yetersiz antikor yanit1 gibi nedenlerle antikor tarama testlerinin performansi
kotidir (47, 48). Ancak molekiiler biyolojik tekniklerle gelistirilen rekombinant
antijenlerin bu sorunlar ¢ozebilecegi yoniinde caligmalar mevcuttur (48).

Mannan, Candida hiicre duvarinda bulunan {i¢ 6nemli polisakkarit bileseninden
(beta glukan, kitin, mannan) biridir, enfeksiyon sirasinda dolasima gecer ve serolojik
yanit1 olusturan en énemli Candida antijenidir (49). Kanda mannan antijenlerini tespit
etmek tiizere iki ticari test gelistirilmistir; Pastorex Candida latex aglutinasyon test (Bio-
Rad) ve Platelia Candida antijen test (double-sandwich enzyme immunoassay) (Bio-
Rad). Bu iki testin 6zgiilliikkleri benzer olmakla birlikte (%100 ve %98), ikincisi daha
duyarli bulunmustur (%28 ve %40). Mannan antijeni kandan hizla uzaklastirildig: i¢in,
ozellikle tek serum oOrnegi ile testin duyarlihigi azalmaktadir (50). Bu nedenle testin
duyarliligini arttirmak i¢in hastalardan sik kan 6rnegi alinmasi gerekmektedir. Yiiksek
riskli hastalarda antikor testleri ile birlikte yapildiginda duyarlilik ve 6zgiilligiin tek
basina yapildigindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (51, 52). Ancak Candida
mannan antijenin serumda yar1 Omriiniin kisa olmasi, enfeksiyon olmaksizin
kolonizasyon durumlarinda da pozitif reaksiyon vermesi ve enfeksiyonun ancak geg
evrelerinde saptanabilmesi gibi dezavantajlari nedeni ile testin yarar1 sinirlidir. Antijen
tespiti invaziv mikozlu hastalarin tanist ve takibinde 6nemli bir ara¢ olmakla birlikte
sonuglar konak risk faktorleri, klinik semptom ve bulgular1 ve radyolojik bulgularla
birlikte degerlendirilmelidir.

1,3-B-D-glukanlar (BG) “at nali yengeci” koagiilasyon kaskadinin faktor G’si
(serin proteaz zimojen) ile reaksiyona giren bir fungal hiicre duvar1 bilesenidir ve bu
reaksiyondan yola c¢ikilarak BG antijenemi testi gelistirilmistir (52). BG panfungal
(zigomigetler ve kriptokok hari¢) bir testtir ve tiirler arasinda ayirnm yapamamaktadir.
Aspergillozis, fusariyozis, kandidoz ve trikosporonoz gibi invaziv fungal
enfeksiyonlarin tanisinda kullanilabildigi ve enfeksiyonu klinik tanidan ortalama 10 giin
once yiiksek bir duyarlilik (%97) ve ozgiilliikle (%93) saptadigr bildirilmektedir (53).

BG saptanmasinda FDA tarafindan onaylanmis, Avrupa ve Amerika’da kullanilmakta



18

olan ticari bir test bulunmaktadir (Fungitell Assay). BG antijenemi testinde, 6zellikle
gram pozitif bakterilere bagli, yliksek yalanci pozitiflik, buna bagh diisiik 6zgiillik
oranlar1  bildirilmektedir (54). Bunun yaninda, fungal kolonizasyonun BG
konsantrasyonunu 20 pg/ml’den daha fazla arttirmadigi ve CAS ya da itrakonazol ile

antifungal profilaksinin test performansini etkilemedigi gosterilmistir (53, 55).

2.8.6. Fungal Metabolitlerin Saptanmasi

Enfekte konagin viicut sivilarinda bulunabilen mikrobiyal metabolitlerin
saptanmast enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda bir baska yaklasim olabilir. D-
arabinitol (DA) C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.pseudotropicalis tarafindan
kiiltirde biiyiik miktarlarda {retilirken, C.glabrata, C.krusei, Cryptococcus
neoformans’da gosterilememistir (56). DA ve L-arabinitol (LA) normal insan
serumunda endojen olarak bulunmakla birlikte, serum DA konsantrasyonu ve
DA/kreatin orant ve idrar DA/LA orani invaziv Candida enfeksiyonlarinda, enfekte
olmayan ya da kolonize bireylerdekinden daha yiiksek bulunmustur. Ancak bunu

duyarl bir sekilde saptayacak herhangi bir ticari sistem bulunmamaktadir (57).

2.8.7. Spesifik Niikleik Asitlerin Saptanmasi

Fungal enfeksiyonlarin artan siklig1 ve tanisindaki yetersizlik, dikkatleri invaziv
fungal enfeksiyonlarin molekiiler yontemler kullanilarak hizli ve etkili tanisina
cevirmistir. Panfungal ve fungus 6zgiil PCR (Polymerase Chain Reaction) testleri
invaziv fungal enfeksiyonlarin tanisinda degerlendirilmis ve {imit verici sonuglar
alinmig olmakla birlikte, heniliz standardize edilememistir ve ticari olarak gelistirilmis
bir molekiiler tan1 sistemi bulunmamaktadir (58, 59). DNA tespitine dayal1 yontemlerin
rutin laboratuvara adaptasyonu Oncesinde fungal DNA eldesi i¢in en uygun
ekstraksiyon yontemi, uygun DNA hedefi ve uygun molekiiler yontem belirlenmis
olmalidir.

Fungal DNA elde edilmesinde alti farkli yontemin degerlendirildigi bir
calismada C.albicans i¢in hiicre duvarinin enzimatik lizisi, 4.fumigatus igin ise mekanik
ajitasyon en iyi sonucu vermis ve tiim mantar tiirleri i¢in uygun tek bir ekstraksiyon
yontemi bulunmadigi sonucuna varilmistir (60). Son zamanlara Whatman FTA
mikrokart teknolojisi ile fungal kiiltiirlerden (hem kiif hem de maya) DNA
ekstraksiyonunun daha etkili, daha pratik ve daha kisa siirede yapilabildigi bildirilmekle
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birlikte, klinik orneklerden fungal DNA elde edilmesinde kullanildigina dair bir
calismaya ulasgilamamistir (61).

Hedef olarak genellikle DNA tercih edilir, ¢linkii RNA ile karsilagtirildiginda
nispeten daha stabildir ve ekstraksiyonu daha kolaydir. Son yillarda ribozomal DNA
gen bolgesi (18S geni, 5.8S geni, 28S geni ve internal transcribed spacer 1 ve 2
bolgeleri) timit veren bir hedef olarak goriilmektedir (62). Fungal enfeksiyonlarin
taranmasinda tiim fungal tiirler arasinda biiyiik oranda korunmus sekanslar
kullanilabilirken, degisken sekanslar tiir identifikasyonu i¢in &nerilmektedir. Invaziv
kandidoz tanisinda iki antijen saptama yontemi ile molekiiler yontemlerin performansi
karsilastirildiginda, 6zgiilliikler her ii¢ test i¢in de oldukea yiiksek (>%97) oldugu halde,
Candida PCR her iki antijen testinden de daha duyarli (%95) bulunmustur (63).

Genellikle yiiksek performans bildiren yayinlara ragmen, invaziv fungal
enfeksiyonlarin tanisinda molekiiler yontemler klinik kullanima girememistir. Ayrica bu
enfeksiyonlarin erken tanisinda kiiltlir yontemleri iizerine tatmin edici bir ustiinliigii de
gozlenmemistir. Molekiiler tan1 yontemleri kolonize ve enfekte bireyleri ayiramadigi
gibi, yanlis pozitif sonuglar invaziv kandidoz i¢in %31 ve invaziv aspergilloz i¢in %8-

38 olarak bildirilmektedir (56).

2.9. Tedavi
Ozellikle dissemine Candida enfeksiyonlarinin tedavisi giictiir. Ciinkii bu
enfeksiyonlarda tedavi alternatifleri sinirlidir ve mevcut antifungallerin birgogu 6énemli
yan etkilere sahiptir. Antifungal ilaglarin hedefi genellikle fungal hiicre membran
sterolii ya da hiicre duvaridir. Simdilerde klinik kullanimda olan sistemik etkili

antifungal ilaclar 3 ana grupta yer almaktadir; polyenler, azoller ve ekinokandinler (64).

2.10. Antifungaller

2.10.1. Polyenler

Bu grupta amfoterisin B (AMB) ve nistatin yer almaktadir. AMB ve lipit
formiilasyonlar1  sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nistatin ise topikal bir antifungaldir ve sistemik kullanim ig¢in
gelistirilmis bir lipit formiilasyonu arastirma asamasinda kalmistir (65).

AMB hidrofilik bir polihidroksil zinciri ve lipofilik bir polyen hidrokarbon
zincirine sahip amfoterik bir bilesiktir. Suda iyi ¢6ziinmez. Ticari olarak bulunan

parenteral formiilasyonu AMB deoksikolattir (66). Siddetli sistemik enfeksiyonlarda en
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etkili antifungal ila¢ olmasina ragmen terapdtik araliginin dar olmasi klinik kullanimin
sinirlamaktadir (44, 64, 66). Bu nedenle AMB lipit kompleks, AMB kolloidal
dispersiyon ve lipozomal AMB gibi lipit formiilasyonlar1 gelistirilmistir ve bunlarin
bobrekteki konsantrasyonlar1 nefrotoksik AMB deoksikolattan daha diisiiktiir (44, 66,
67).

AMB ve diger polyenler fungusidal etkilidir ve primer olarak fungal hiicre
membraninin esas sterolii olan ergosterole baglanarak etki gosterirler (44, 64-66).
Memeli hiicresindeki temel sterol olan kolesterole diisiik afinitesi, ilacin secici toksik
etkisini belirlemektedir (68). Bu baglanma sonucunda mantar hiicresinin membran
gecirgenligi artar ve bunu hiicre i¢i potasyum, magnezyum, sekerler ve metabolitlerin
kaybr takip eder. Sonucta hiicre canliligimi kaybeder. AMB’nin ilave bir etki
mekanizmasi da oksidatif mekanizmalarla direkt membran harabiyetine neden olmasidir
(65).

AMB genis bir etki spektrumuna sahiptir; Candida, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus spp., zigomigetesler ve endemik dimorfik patojenlere (Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis ve Penicillum marneffei) etkilidir. Bununla birlikte, Aspergillus terreus,
Fusarium spp., Pseudallescheria boydii, Scedosporium prolificans, Trichosporon spp.
ve bazi dematiyesdz (esmer) mantarlarin AMB’ye direncli oldugu bildirilmektedir (65,
69). Ayrica C.guilliermondii, C.glabrata, C.krusei, C.lusitaniae ve C.rugosa’nin bazi
izolatlar1 arasinda AMB’ye azalmis duyarlilik bildirilmistir (65).

AMB, c¢esitli organlara genis olarak yayilir ve en yiiksek konsantrasyona
karaciger, dalak, bobrek ve akcigerlerde ulasir (65-67). Beyin omurilik sivisina gecisi az
olmakla birlikte, MSS fungal enfeksiyonlarinda etkili bulunmustur (65).

Lipit AMB formiilasyonlar1 kolay tolere edilebilirlikleri ve enfeksiyon alanina
daha fazla yayilmalari nedeniyle in vivo yiiksek etkinlige sahiptirler. Bunlar esas olarak
renal fonksiyonu bozuk ya da AMB deoksikolati tolere edemeyen hastalarda endikedir.
En oOnemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Lipit formiilasyonlarin, basta nefrotoksisite
olmak iizere yan etkileri 6nemli oranda azalmistir (65, 66).

AMB inflizyon sirasinda ya da sonrasinda ortaya ¢ikabilen ciddi yan etkilere
sahiptir. Inflizyon swrasinda ortaya ¢ikan akut reaksiyonlar interlokin  ve
prostaglandinlerin salinmasina bagl ates, titreme, miyalji, hipo/hipertansiyon, tasikardi

ve bronkospazmdir. Daha gec¢ ortaya ¢ikan reaksiyonlar hastanin duyarliligi ve altta
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yatan hastaligi ile ilgili olarak, siklikla nefrotoksisite ve anemidir. Lipit
formiilasyonlarin en Onemli avantaji bu nefrotoksik yan etkiyi anlamli oranda

azaltmasidir (65).

2.10.2. Azoller

Azol grubu antifungaller kimyasal yapilarina gore iki gruba ayrilirlar;
imidazoller (azol halkasinda iki nitrojen bulunur; ketokonazol, mikonazol, klotrimazol
ve ekonazol) ve triazoller (azol halkasinda ii¢ nitrojen bulunur). Imidazoller i¢inde
sadece ketokonazol sistemik etkiye sahiptir. FLU, itrakonazol, vorikonazol (VOR) ve
posakonazolii igeren triazollerin hepsi sistemik etkiye sahiptir, ayrica bu grupta yer alan
ravukonazol, isavukonazol ve albakonazol heniiz arastirma agamasindadir (64, 65, 67).

Azol grubu, en yaygin kullanilan antifungal ajanlardir ve fungal sitokrom P-450
bagimli enzim 14-o-demetilazi inhibe ederek etki gosterirler. Bu enzim lanosteroliin
ergosterole doniisiimiinii sagladigindan, inhibisyonuyla fungal hiicre membrani sentezi
bozulur. Bdylece fungal iireme engellenir (fungustatik) ya da fungal hiicre Sliimii
(fungusidal) gerceklesir. Genellikle azoller, Candida spp. ve Cryptococcus neoformans
gibi mayalara fungustatik etki gostermekteyken, itrakonazol, VOR, posakonazol ve
ravukonazoliin Aspergillus tiirlerine kars1 fungusidal etkili oldugu bildirilmektedir (65).

VOR yeni bir triazol antifungaldir ve olduk¢a genis bir etki spektrumuna
sahiptir; Candida spp., Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp. gibi maya
mantarlarina; Aspergillus spp., Fusarium spp. ve dematiyesoz etkenler gibi filamantoz
mantarlara; ve endemik dimorfik patojenlere etkili oldugu bildirilmektedir (65, 69).
Ayrica dogal FLU direncine sahip oldugu bilinen C.krusei ve FLU’e azalmis
duyarliligindan s6z edilen C.glabrata’ya karsit da etkilidir. VOR Zygomycetes’e etkisiz,
bunun yaninda Aspergillus terreus ve Pseudallescheria boydii gibi AMB’ye direngli
mantarlara karsi etkilidir (65).

VOR’iin hem oral hem de parenteral formlar1 mevcuttur ve oral biyoyararlanimi
olduke¢a yiiksektir (>%90) (66, 70). MSS ve diger tiim dokulara penetrasyonu iyidir.
Maya mantarlarina fungustatik, Aspergillus tirlerine fungusidal etkilidir. VOR tedavisi
icin primer endikasyon invaziv aspergillozdur ve invaziv aspergilloz tedavisinde
AMB’den daha etkili bulunmustur (70).

VOR genellikle iyi tolere edilir, en sik yan etkisi gecici gérme bozuklugudur ve

hastalarin yaklasik %30’unda goriiliir (71). Nadiren tedavinin kesilmesini gerektirir.
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Bunun diginda cilt reaksiyonlari, anormal karaciger fonksiyon testleri, haliisinasyonlar
ya da konfiizyon gibi yan etkiler de gozlenebilir (65, 69). Hepatik P-450 sistemi ile

metabolize olan diger ilaglarla etkilesimi siktir (65).

2.10.3. Ekinokandinler

Ekinokandinler farkli bir yoldan etki gosteren yeni bir antifungal grubudur.
Bilinen diger antifungallarden farkli bir mekanizmayla, fungal hiicre duvarinin énemli
bir yap1 tast olan 1,3-B-glucan sentezini inhibe ederek etki gdsteren yari-sentetik
lipopeptidlerdir (72, 73). BG sentezinin inhibisyonu hem fungustatik hem de fungusidal
etkiyi ortaya ¢ikarabilir; hiicre duvar sentezinin engellenmesi fungal liremeyi azaltarak
fungustatik etki gosterirken, duvar biitiinliiglinde ortaya ¢ikan degisiklikler hiicre igi
osmotik basinca mekanik direncin yetersizligine neden olarak fungal hiicre 6liimiine yol
acmaktadir (72). Candida tirlerine karst fungusidal, Aspergillus tiirlerine karsi ise
fungustatik etki sergilemektedirler. Memeli hiicresinde BG bulunmadigindan, mantarlar
icin oldukca secici bir toksik etkiye sahiptir (72). Cesitli mantar enfeksiyonlarinin
Onlenmesi veya tedavisi i¢in kabul gormiis olan {i¢ ekinokandin, anidulafungin,
kaspofungin (CAS) ve mikafungindir (64-66, 73).

Ekinokandinler glukan sentezi lizerinden etki gosterdikleri i¢in, etki spektrumlari
duvar yapisinda BG bulunan mantarlara sinirlidir. Bu nedenle Candida ve Aspergillus
tiirlerine etkili, dematiyeséz ve endemik dimorfik mantarlara kars1 degisken aktiviteye
sahiptirler. Ancak, Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., Fusarium spp. ve
diger hiyalen kiifler ile Zygomycetes sinifi mantarlara kars1 etkisizdirler (64-66).

CAS mukozal ve sistemik kandidoz tedavisinde geleneksel AMB kadar etkilidir
(64). Oral biyoyararlanimi kétiidiir, bu nedenle parenteral formlari mevcuttur (66, 69).
Biitiin biiyiik organlara yayilir, doku penetrasyonu oldukca iyi oldugu halde beyin
omurilik sivisina gegisi diisiiktiir (64, 65). CAS uzun bir yarilanma Omriine sahip
oldugundan giinde tek doz kullanim1 &nerilmektedir (64).

Ekinokandinler, fungal hiicre duvarina 6zgiil bir etkiye sahip olduklarindan
toksik etkileri nadirdir ve 1iyi tolere edilirler. Simdiye kadar ciddi bir yan etki
bildirilmemistir. Tedavi sirasinda ates, bulanti, kusma, dokiintii ve infiizyona bagli yan

etkiler goriilebilmektedir.
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2.10.4. Antifungal Kombinasyonlar

Mortalitesi yiiksek firsat¢1 fungal enfeksiyonlarin sikligindaki artig, tedavide
farkli  hedeflere etkili yeni antifungallerin  gelistirilmesine ve bunlarin
kombinasyonlarinin  arastirilmasina  yonelik ¢alismalar1 tesvik etmistir. Ozellikle
tedavisi daha gii¢ olan kiif enfeksiyonlarinda antifungal ajanlarin tek baslarina agresif
kullanimlarinin yani sira, bunlarin kombine kullanimlar1 da yogun ilgi odagi haline
gelmistir. Kombinasyon tedavisindeki ger¢ek amag, monoterapi ile elde edilenden daha
iyi bir klinik sonug saglayabilmektir (65). Ozetle, daha etkili ve genis bir spektrum
saglamak, tek ilac tedavisi ile saglanandan daha giiclii bir etki olusturmak, giivenilirligi
arttirmak, ilacin tolere edilmesini kolaylastirmak ve direngli mikroorganizmalarin
sayisint azaltmaktir (74, 75). Bununla birlikte, antifungal kombinasyon tedavisi ile
fungal o6ldiirme ve klinik etkinligin azalabilecegi, ilag¢ etkilesimleri ve toksisite
potansiyelinin artabilecegi ve ilag maliyetlerinin ciddi boyutlara ulasabilecegi de
unutulmamalidir. Bu nedenle, kombine antifungal tedavi hakkindaki veriler dikkatle
degerlendirilmeli, giiniimiiz kosullarinda standart bir yaklagim olarak goriilmemelidir
(76).

Kombinasyonda, ilaglar tek basina kullanildiginda elde edilenden belirgin
oranda daha 1iyi sonuclar alindiginda sinerjik etkilesimden, aksine tek basina
kullanildiklarinda elde edilene gore daha diisiik aktivite saptandiginda antagonizmadan
s0z edilebilir. Etkili bir kombinasyon tedavisi olusumunda birka¢ mekanizma
diistiniilmektedir. 1) Ayn1 biyokimyasal yolun farkli evrelerinin inhibisyonu. Bir azol ile
terbinafinin kombinasyonu buna 6rnek gosterilebilir. Her iki ajan da sterol sentezinde
farkli noktalara etki gostermektedir. 1) Kombinasyondaki iki ajandan biri hiicre duvari
ya da membraninin gegirgenligini arttirarak, digerinin hiicre i¢ine girisini
kolaylastirabilir. Bu etkiye klasik bir 6rnek AMB ve flusitozindir, AMB hiicre membran
harabiyeti yaparak hiicre i¢inde etki gdsteren flusitozinin girisini kolaylagtirmaktadir.
i) Bir ajanin hiicre disina transportunun digeri tarafindan engellenmesi. Birgok
mantarda bulunan eflux (geri atim) pompasi, antifungalin toksik etkisinden korunmak
icin, etkili bir sekilde antifungali hiicre disgina pompalamaktadir. Reserpin gibi ajanlarla
bu pompalarin inhibisyonunun azol antifungallerin etkinligini arttirdig1r gosterilmistir.
iv) Farkli hedeflerin es zamanli inhibisyonu. CAS gibi bir ajanla hiicre duvari sentezinin
inhibisyonunun, AMB ya da azoller ile hiicre membran harabiyeti ile birlestirilmesi bu

tip kombinasyon icin 6rnek gosterilebilir (65, 76, 77).
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Benzer sekilde antifungal antagonizma icin de farkli mekanizmalar s6z
konusudur: 1) Ayn1 hedefe etkili iki ilacin yarismali olarak birbirinin etkisini azaltmasi
(azoller ve AMB). ii) ilaglardan birinin digerinin hedef bolgesinde degisiklige neden
olmasi. Azol antifungaller ergosterol sentezini inhibe ederek AMB’nin daha az
baglanabildigi metil sterol birikimine neden olabilirler. iii) bir ajanin digerinin hedef
bolgesini bloke etmesi. Itrakonazol gibi lipofilik ajanlar fungal hiicre yiizeyine
tutunabilir ve AMB’nin membran sterollerine baglanmasini engelleyebilir (77).

Antimikrobiyal kombinasyonlar siklikla septisemik ya da ciddi hastaligi bulunan
hastalarda ampirik olarak genis spektrumlu etkiyi saglamak icin tercih edilirler. Daha az
siklikla da, antimikrobiyallerin 6nerilen dozlarina direngli bir patojen saptandiginda ve
tek ilacla tedaviye cevap alinamadiginda giindeme gelmektedir. ilaglarin kombine
edilerek tedavide kullanilmasi tedavi siiresini kisaltabilir ve direng gelisimini 6nleyebilir
(75).

Klinik olarak antifungal kombinasyon tedavisinin yarar1 kanitlanmig tek fungal
enfeksiyon kriptokok menenjitidir; AMB’ye flusitozinin eklenmesi ile daha yiiksek
tyilesme oranlar1 ve daha hizli beyin omurilik sivisi sterilizasyonu saglanmaktadir.
Ayrica diger bazi fungal enfeksiyonlarda da antifungal kombinasyonlar ile basarili
sonuclar alindigina dair yaymlar bulunmaktadir (78-80). Invaziv Candida
enfeksiyonlarinda genellikle tek bir antifungal ajanla yeterli sonu¢ alinabilmektedir.
Ancak menenjit, endokardit, hepatosplenik enfeksiyon, tekrarlayici ya da direngli
Candida enfeksiyonlar1 gibi bazi 6zel durumlarda kombinasyon tedavileri gerekli
olabilir.

C.krusei dogal FLU direnci nedeniyle c¢oklu ila¢ direnci bilinen bir fungal
patojendir ve hem flusitozin hem de AMB duyarliliginin azaldiginm1 bildiren yayinlar
bulunmaktadir. FLU ya da AMB almakta olan hastalar arasinda C.krusei nedenli
salginlar bildirilmis ve yliksek doz AMB ile daha iyi klinik yamit saglandigi
gosterilmistir (81). Bu durumda C.krusei izolatlarinin hem AMB’ye hem de CAS ve
VOR gibi daha yeni antifungallere ve antifungal kombinasyonlara yanitinin

degerlendirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Simdilerde antifungal kombinasyon tedavileri olduke¢a ilgi ¢ekici bir konudur,
ancak onlarmn yararli oldugunu gosteren veriler siirlidir.  Bu nedenle antifungal
kombinasyonlarin yararin1 degerlendiren klinik ve deneysel c¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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2.10.5. Farmakodinamik Ozellikler

Antifungal  farmakokinetik-farmakodinamik  o6zellikler invaziv ~ fungal
enfeksiyonlarin  tedavisinde 1ila¢ se¢iminde Onemli rol oynamaktadir (82).
Farmakokinetik ¢alismalar emilim, dagilim, metabolizma ve atilma gibi ilag ile konak
arasindaki iligkileri kapsamaktadir. Antimikrobiyal farmakodinamik ¢aligsmalar1 ise ilag

farmakokinetikleri, in vitro duyarlilik ve tedavi etkinligi arasindaki baglantiyr anlamay1
saglamaktadir. Farmakokinetik-farmakodinamik arastirmalari en uygun antifungal doz
rejimlerinin saptanmasinda ve in vitro duyarlilik siir degerlerin belirlenmesinde
degerlidir (83). Antifungal farmakodinamik Ozellikler klinisyenin en etkili ilact
secebilmesine imkan saglar, 6zel bir patojen ve enfeksiyon bolgesi i¢in tedavide en
etkili ve giivenli doz ve intervalin belirlenmesinde rehber olusturur. ilag endiistrisi igin
farmakokinetik-farmakodinamik c¢aligmalar, gelistirilen bilesigin muhtemel basarisi igin
bir 6ngdrii saglar ve klinik calismalarda doz rejimlerinin tasarlanmasinda rehberlik
edebilir (83).

Antifungallerin farmakodinamik iliskileri time-kill (zamana bagli Oldiirme =
6liim zamani), kolorimetrik hiicre canlilik testleri gibi in vitro testlerden elde edilmekte
ve farmakokinetik Ol¢iimleri de igeren hayvan enfeksiyon modelleri ve insan
enfeksiyonlarindan saptanmaktadir. ilk adimda, antifungallerin klinik izolatlara kars:
konsantrasyon-etki 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in in vitro ¢aligmalar yapilmaktadir.
Minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ya da MiK’in biraz iizerindeki konsantrasyon
seviyelerinde en biiylik etkiyi sergileyen dik bir konsantrasyon-yanit egrisine sahip
ilaglar i¢in genellikle konsantrasyondan bagimsiz (concentration-independent)
aktiviteden s6z edilmektedir. Tersine, MIK {izerindeki konsantrasyonlarda antifungal
aktivitede artig gosteren, nispeten daha genis bir konsantrasyon-yanit egrisine sahip
antifungaller icin genel olarak konsantrasyon ilsikili (concentration-dependent)
farmakodinamik aktiviteden s6z edilmektedir (82).

Bazi ilaglar i¢in, baslangigtaki bir ilag maruziyetinin ardindan uzamis bir iireme
inhibisyon periyodu bulunmaktadir, bu periyod “postantifungal etki (PAFE)” olarak
isimlendirilir (83). PAFE klinik olarak antifungal ajanlarin doz rejimlerinin
diizenlenmesi ile iligkilidir. Uzun bir PAFE’ye sahip olan ilaglar daha az siklikla
verilebilmekteyken, PAFE’si kisa antifungallerin daha sik araliklarla verilmesi

gerekebilmektedir (84).
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Triazoller, polyenler, flusitozin ve ekinokandinlerin Candida tiirlerine karsi
farmakodinamik aktivitelerini belirlemede birgok in vitro, hayvan ve klinik ¢aligmalarin
yardimi olmustur. Tek bir antifungalin farmakodinamik o6zelliklerini belirlemek igin
kullanilmis olan ilkeler, kombinasyon tedavileri ile ilgili daha karmasik iligkileri
degerlendirmek i¢in de kullanilmaya baglanmistir (83).

Mevcut triazol antifungallerin tiimii ile Candida spp. igin in vivo ve in vitro
farmakodinamik calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar, triazollerin 1-2x MIK
konsantrasyonlarinda Candida iiremesini en fazla inhibe ettigini ve ilacin
uzaklagtirllmasindan hemen sonra tekrar lireyebildigini gostermistir. Ancak in vivo
konsantrasyon iligkili uzamis PAFE gozlenmistir (82, 83). Yakin zamanda gelistirilmis
bir triazol olan VOR ile ilgili farmakodinamik veriler sinirlidir (85).

Cesitli maya ve kiif mantarlar ile yapilan time-kill ¢alismalarinda, AMB’nin 2-
10 kat MIK seviyelerinde konsantrasyon iliskili fungusidal etki gosterdigi ve ilacin
uzaklastirilmasina ragmen kalici ve uzamis PAFE sergiledigi gosterilmistir. In vivo
calismalarda da birka¢ Candida tiiriine kars1t AMB ve lipit preparatlarinin konsantrasyon
artis1 ile fungusidal etki hiz1 ve genisliginin artt1i§1 ve maksimum etkinin 4-10x MIK
konsantrasyonlarinda  gozlendigi  bildirilmistir (82, 83, 85). Benzer sekilde
ekinokandinler de doz iliskili fungusidal etki ve uzamis PAFE gostermektedir ve in vivo

calismalarla bu veriler dogrulanmgtir (83).

2.11. Antifungallere Karsi Olusan Diren¢ Mekanizmalari

Antifungal Ilaclara Direnc

Son yillarda yaygin antifungal ila¢ kullanimu ile birlikte antifungal diren¢ sorunu
da giindeme gelmeye baslamistir. AMB direncininin genellikle membran sterollerindeki
degisiklikle ve siklikla da ergosterolde azalmayla iliskili oldugu; sonugta AMB’nin
membrana baglanmasinda azalma meydana geldigi bildirilmektedir (30). Azol
direncinde ise bircok mekanizmadan bahsedilmektedir; i) azollerin hiicre igine
alinmasinin azalmasi ya da ilag pompa sistemleri ile disar1 atilmasinda artma sonucu
hiicre i¢i ilag konsantrasyonunun azalmasi, ii) 14-a-demetilaz enzim sentezinin artmasi
sonucu ilacin yetersiz kalmasi ya da bu enzimde yapisal degisiklik sonucu ilag
baglanmasinin bozulmasi, iii) ergosterol sentez basamaklarinda meydana gelen
degisiklikle, 14-a-demetilaz Oncesinde biyosentez yolunun degistirilmesi sayilabilir.

Ekinokandinler klinik kullanima yeni girdiklerinden diren¢ durumlari ile ilgili ¢ok fazla
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bilgi bulunmamakla birlikte, glukan sentetaz enzimine azalmis aktiviteden s0z

edilmektedir (30, 71, 72).

2.12. Antifungal Duyarhhk Testleri

Son 20 yil i¢inde konak faktorlerinde, enfeksiyon nedeni olan mantar
spektrumunda ve kullanilan antifungallerde dikkat ¢ekici degisiklikler meydana
gelmistir; 1) belirgin immiinsiipresyonu olan hasta sayisindaki artis ile birlikte bu
hastalar1 etkileyen invaziv fungal enfeksiyonlarin siklig1 ve mortalitesinde artis, ii) yeni
antifungal ilaglarin gelistirilmesi, iii) antifungal direncin ortaya ¢ikmasi. Bu nedenle iyi
bir klinik sonu¢ elde etmek i¢in standart in vitro antifungal duyarlilik testlerinin
gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir (86).

Su anda mevcut olan referans yontemler, CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute; eskiden NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory
Standards) tarafindan maya (CLSI M27-A2) (81) ve kiifler (CLSI M38-A) (82) icin
gelistirilen mikrodiliisyon yontemi, mayalar i¢in gelistirilen disk difiizyon y&ntemi
(CLSI M44-A) (83) ile European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) tarafindan CLSI yontemi modifiye edilerek mayalar icin gelistirilen
mikrodiliisyon yontemidir (EUCAST E.Dis 7.1) (84). Referans mikrodiliisyon
yontemlerinin uygulamasi olduk¢a zahmetlidir ve sonuglar uzun siirede (genellikle 48
saat) almabilir. Ayrica baz1 Candida tiirleri ve azoller i¢in MIK sonuglarinin okunmasi
sikintilidir. Bu nedenle antifungal duyarlilik testleri ile ilgili ¢aligmalar daha hizli
ve/veya pratik yontem arayislarina ve bu alandaki ¢aligmalara odaklanmistir. Ticari
olarak gelistirilen epsilometer test (Etest) (AB BioDisk) ve Sensititre Yeast One (TREK
Diagnostic Systems) gibi sistemler ile genelde iyi diizeyde uyum oranlar elde edildigi
bildirilmektedir (86). Tetrazolyum tuzunun (XTT) indirgenmesi esasina dayanan ve bir
kolorimetrik metabolik test olan XTT testi ise heniiz arastirma asamasindadir. Flow
sitometre ve ergosterol miktarmin tayini, antifungal ilaglara duyarliligin belirlenmesi
icin aragtirilan diger yontemlerdir, saatler igerisinde ve referans yontemler ile genellikle
iyi diizeyde korelasyon gosteren sonuclar elde edilmistir. Ancak, 6zel donanim

gerektirmesi nedeniyle, yaygin kullanimi olas1 goziikkmemektedir (87).
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2.12.1. Buyyon Diliisyon Testleri

Mayalar i¢in uygun sekilde tasarlanmis ve standardize edilmis ilk antifungal
duyarlilik yontemi CLSI tarafindan gelistirilen bir buyyon makrodiliisyon (sivi
makrodiliisyon) testidir. Ancak c¢ok sayida izolatin test edilmesi i¢in pratik
olmadigindan, daha sonra gelistirilen mikroplak ile mikrodiliisyon formati daha ¢ok
kabul gormiistiir. S1ivi mikrodiliisyon yonteminin EUCAST tarafindan, sonuglarin bir
mikroplak okuyucu ile 24 saat sonra degerlendirilmesine dayali bir modifikasyonu
gelistirilmistir (84).

CLSI bu yontemlerde, besiyeri olarak MOPS [3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid] ile tamponlanmig RPMI 1640 buyyon, spektrofotometrik olarak
hazirlanmis 0.5-2.5x 10> CFU/ml son konsantrasyonunda maya siispansiyonu ve 35
°C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresi Onermektedir (81). Sonuglar gorsel olarak
degerlendirilir; 48 saatte AMB i¢in liremenin tamamen inhibe edildigi ilk kuyucuk, azol
antifungaller i¢in ise liremede %80’lik (makrodiliisyon) ya da en azindan %50’lik
(mikrodiliisyon) azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk, ekinokandinler i¢in de 24 saatte en

azindan %50°lik azalmanin gozlendigi ilk kuyucuk MIK degeri olarak tanimlanmaktadir

(81).

2.12.2. Epsilometer Test (Etest)

Azalan dillisyonlarda antifungal ajanin emdirildigi plastik bir seritin, test
edilecek mikroorganizmanin yayildigi agar plagr ylizeyine yerlestirilmesi ve
antifungalin besiyerine difflize olmasina dayanan bir testtir. Agar yiizeyinde iireme
inhibisyon zonu ile antifungal emdirilmis seritin kesistigi noktadan MIK saptanabilir.
Hem kiif hem de mayalar i¢in kullanisli bir yontemdir. Giivenilirligi ve
tekrarlanabilirligi yiiksek ve referans mikrodiliisyon testleri ile de uyumlu bulunmustur
(86, 88). AMB, FLU, itrakonazol, flusitozin, VOR, posakonazol ve CAS i¢in Etest
seritleri ticari olarak bulunmaktadir. En 6nemli avantaji uygulama kolaylig1 ve Etest i¢in

kullanilan besiyerinden etkilenmemesidir. Siklikla kullanilan besiyeri %2 glukoz igeren

RPMI 1640 agardir (85).

2.12.3. Disk Difiizyon Testi
FLU ve VOR gibi antifungal ajanlar i¢in olduk¢a kullanish ve basit bir
yontemdir ve CLSI tarafindan Candida tiirlerinin bazi antifungallere duyarliligini

degerlendirmek i¢in standardize edilmistir (89). FLU, VOR ve CAS i¢in duyarlilik sinir
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degerleri de belirlenmistir (88). Yontem bakteriler i¢in yaygin olarak kullanilan Kirby-
Bauer disk difiizyon testine benzer ve test besiyeri olarak glukoz ve metilen mavisi
eklenmis Mueller-Hinton agar (GM-MHA) onerilmektedir (85, 88, 89). Test i¢in, 0.5
McFarland bulaniklikta maya siispansiyonu ve 35 °C’de 24 saatlik bir inkiibasyon siiresi
onerilmektedir. Sonuclar gorsel olarak, iiremede %80’lik inhibisyonun oldugu noktada
degerlendirilir (88). Testin ustiinliigii, kolay yapilmasi, ucuz olmasi ve nispeten daha

kisa siirede sonug alinabilmesidir.

2.12.4. Time-kill Testi

Time-kill testleri fungusidal aktivitenin hizi ve genisligi, farmakodinamik
ozellikleri (konsantrasyon ve etki arasindaki iliski, PAFE), kombinasyon ¢alismalarinda
ilaglar arasindaki sinerji ve antagonizma hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (90).
Bu yontemde standart maya siispansiyonu antifungalin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilir ve belirli zaman araliklarinda besiyerine pasaj yapilir. Her zaman araligi i¢in
canli kalan hiicreler sayilabilir ve test edilen her ila¢ konsantrasyonu i¢in, ilacin zaman
icinde izolat {izerine etkisini goOsteren Oldiirme-zaman egrisi ve PAFE egrisi elde
edilebilir.

Bu yontemde 1-5x 10° CFU/ml yogunlukta maya siispansiyonu, test besiyeri
olarak RPMI 1640 medium, c¢alkalamali inkiibatér ve baslangi¢ inokiiliimiine gore
>99.9% ya da 3-logio’luk bir azalma kriteri test parametreleri olarak kullanilmaktadir
(86). Cesitli antifungal ajanlarla mayalara karsi ¢alisilmistir ve Candida spp. igin
standardizasyonun miimkiin oldugu diisliniilmektedir. Ancak Aspergillus spp. gibi
filamant6z mantarlar i¢in homojen olmayan bir lireme 6zelligi gosterdikleri ve koloni
degerlendirmesi zor oldugu i¢in siirli sayida c¢alisma mevcuttur ve daha fazla

calismaya gereksinim vardir (86).

2.12.5. In vitro Antimikrobiyal Iliskilerin Saptanmasi

Invaziv fungal enfeksiyonlarin tedavisinde antifungal kombinasyonlarmn
kullanimina yonelik in vivo ve in vitro ¢aligmalara yogun ilgiye ragmen, antifungal ilag¢
iligkilerini degerlendirmek i¢in standardize edilmis bir yontem bulunmamaktadir. Bu
amacla en yaygm kullanilan checkerboard (dama tahtasi) yontemidir ve fraksiyonel
inhibitdr konsantrasyon indeksin (FIKI) degerlendirilmesine dayanir (85, 88). FIKI,
ilacin kombinasyondaki MIK degerinin tek basina test edildiginde saptanan MIK
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degerine boliinmesi ile elde edilen her bir ilacin FiK’lerinin toplamidir (FIKI = FIK A +
FiK B). Ancak bu ydntemde kombinasyonlarin farmakodinamik &zellikleri hakkinda
bilgi edinilemez. Test besiyeri, inokiiliim ve inkiibasyon siiresi gibi 6zellikler standart
mikrodiliisyon testi ile aynidir. Mikroplakta X ekseni boyunca A ilacinin iki katlik
konsantrasyonlarindan her biri ve Y ekseni boyunca da B ilacimin iki kathik
konsantrasyonlarindan her biri olacak sekilde diizenlenir. Dolayisiyla, checkerboard
icinde her bir ilacin biitiin konsantrasyonlar1 kombine edilmis olacaktir. FIKI 0.6’dan
daha diisiikse sinerji, 1’den daha biiyiikse antagonizma ve 0.6-0.9 arasindaki degerler
etkisiz (indifferent) olarak degerlendirilmektedir (88). Sinerji pozitif bir iliskidir ve
ilaclar ayr olarak test edildiklerinde elde edilen etkilerinin toplamindan daha fazla bir
etkinlik olustururlar. Antagonizma negatif bir iliskidir ve ilaglar ayr1 ayr1 test
edildiklerinde elde edilen etkilerinin toplamindan belirgin sekilde daha diistik etkinlik
elde edilmektedir. Etkisizlik ise, iki ilacin kombinasyonunda olusturduklari etkinin ayri
ayr etkileri toplamindan farksiz oldugu durumdur.

Time-kill testi zor ve zahmetli bir yontem oldugundan bu amag i¢in daha az
siklikla tercih edilmektedir. Ancak fungal Oldiirmenin hizi ve derecesi iizerine
kombinasyonun etkisini 6lgme avantajina sahiptir ve antimikrobiyal etkilesimin zaman
icindeki dinamik davranigini ortaya koyarak kombinasyonla ilgili farmakodinamik
veriler saglar (85). FEtest yontemi de birkag c¢alismada ilag etkilesimlerini
degerlendirmek amaciyla kullanilmis ve genellikle pratik ve tekrarlanabilirligi yiiksek

bir yontem olarak bildirilmistir (88, 89).

2.13. Farnesol
Quorum sensing, mikroorganizmalarin kendi aralarinda anlasmak i¢in bazi
molekiillerle iletisim kurmasidir. Vibrio fischeri’nin sentezledigi erken dénemde
biyoliiminesansi indiikleyen bir maddenin kesfinden sonra, bakterilerde sik¢a caligsma

alan1 se¢ilen bir konu olmustur (91).

Mayalarla ilgili benzer ¢alismalarsa sinirli sayidadir. Candida igin 6ncelikle
sadece Candida albicans’ta boyle bir diizenleyici mekanizma gosterilmis daha sonralari
da C. tropicalis ve son zamanlarda da C. parapsilosis’te ¢aligmalar yapilmistir (92).
Farnesoliin C. albicans tarafindan iiretilmesinin bulunmasiyla dkaryotlarda ilk quorum

sensing sistemi agiga ¢ikmistir (4).
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Bir seskuiterpen olan farnesol ayrica dogal bir bitki metabolitidir. Deodorant,
parfim gibi kozmetik iirlinlerde kalicilig1 artirmay1 saglayan antimikrobiyal bir madde

olarak da kullanilmaktadir (6).

C. albicans i¢in farnesol ve tyrosol gibi bazi bilesikler quorum sensing molekiilii
olarak bulunmuslardir. Farnesolli, C. albicans’in sentezledigi, hiicre biiylimesini
engellemeden maya-misel doniisiimiinii inhibe eden bir madde olarak ilk tanimlayan
Hornby ve arkadaglaridir (2001) (4). Farnesoliin ¢alisma mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber C. albicans’1 hif donilisiimii ve biyofilm olusumunda farnesoliin
inhibitdr etkisinden koruyan “histidin kinaz CHCKI1” adi verilen bir maddenin
delesyona ugramasi etken olarak diisiiniilmektedir (91). Maya hiicrelerinde biriken

farnesol hem dimorfizmde hem de biyofilm olusumunda etkilidir ( CC).

C. albicans planktonik hiicrelerine gore biyofilm olusturdugunda daha fazla
quorum sensing molekiilii liretmekte ve salgilamaktadir. Farnesol C. albicans’in
olusturdugu biyofilmin durgun kalmasmi saglamakta, olgunlagsmasini ve artmasini

engellemektedir.(93)

Farnesol germ tlip olusumunu da olumsuz etkilemekte, durdurmaktadir fakat

olusmaya baslamis germ tiiplerin uzamasina etkisi olmamaktadir (94).

Scheper ve ark.’nin farnesoliin insan oral skiilamoz karsinoma hiicrelerinin
apaptosisini tetikledigini 6ne siiren ¢aligmasinda; eksojen olarak verilen farnesoliin

karsinoma hiicrelerini 6ldiirdiiglinii gézlemlemistir (95).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. izolatlar
Calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuarlarina 2012 yilinda gelen 6rneklerden 20 adedi
alinmistir. Bunlardan 10 tanesi hemokiiltiir, 3 tanesi idrar, 3 tanesi BAL, 2 tanesi dren
sivist, 1 tanesi assit sivisi, 1 tanesi de ETA oOrneklerinden izole edilmistir. Her bir

hastanin yalnizca bir 6rnegi ¢alismamiza alinmistir.

Kalite kontrol izolati olarak Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida
krusei ATCC 6258 kokenleri kullanildi.

3.2. Izolasyon
Hemokdiltiir 6rnekleri i¢in otomatize bir sistem olan BACTEC 9240 kullanildi.
Uremenin oldugunu gosteren sinyal verdiginde hemokiiltiir siselerinden kanl,
cikolatams1 ve MacConkey besiyerlerine ekimi yapildi ve gram boyama yapilmak iizere
lamlara da ornekten siiriildii. Gramindan maya oldugu anlasilan 6rnekler takip edilerek
24 saat sonunda iiremelerine bakildi. Metilen mavisi ile de lam-lamel aras1 preparat

hazirlanarak kolonilerin maya hiicresi oldugu desteklenmis oldu.

Idrar orneklerinin de laboratuara ulastiklarinda kromojenik agara ekimleri
yapildi, gram boyama i¢in preparatlari hazirlandi. Gram boyamada maya hiicrelerinin
goriilmesi, 24 saatin sonunda beyaz ve mat kolonilerin olusmus olmasi ve metilen
mavisi ile bu kolonilerden hazirlanan lam-lamel arasi preparatlarda mayalarin

gorilmesiyle desteklenmis oldu.

Diger viicut sivilar1 ise kanl, ¢ikolatamsi ve MacConkey besiyerlerine ekildi,

gram boyama preparatlar1 hazirlandi. Maya liremesi olan drnekler ¢caligmaya alindi.

3.3. Tiir Tayini
Izole edilen kdkenler, calisilana kadar ependorflarda %15 gliserinli buyyonda -
20°C’de saklandi. Caligmaya baslarken SDA’ya pasajlar1 alindi, 24 saat sonra saf
kolonilerden bir kez daha SDA’ya pasaj alinarak iki kez subkdiltiirii yapilmis 6rnekler
kullanildi.
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Germ Tiip Testi (Cimlenme Borusu Deneyi): 1 ml insan serumuna SDA’daki
2-3 koloni eklenip karistirildi ve 37°C’de inkiibe edildi, 2,5 saat sonra lama bir 6ze
yardimiyla siiriilerek iizerine lamel kapatildi. 40X objektifle bakildi, maya hiicresinden
(blastospordan) koken alan, baslangicinda bogumlanma ve tamaminda belirgin bir
kabariklik olmayan uzantilar olusturan kokenler i¢in germ tiip testi pozitif denildi ve

tiirleri Candida albicans olarak belirlendi (16).

Misir Unlu Tween 80 Agara Ekim: 1 litre distile suya 17 gr toz halindeki
Misir Unlu Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Hindistan) eklendi. Uzerine
6 ml Tween 80 (Merck KGaA Darmstadt, Almanya) eklendi, steril edildi (Otoklavda
121°C’de 15 dakika). 55-60°C’ye kadar soguduktan sonra petri kaplarina dagitildi.

SDA’da olusan 1-2 maya kolonisi 6ze yardimiyla alinarak besiyerine {i¢ paralel
bir de onlar1 kesen bir ¢izgi olacak sekilde ekim yapildi ve {izerlerine lamel kapatilarak
25°C’de inkiibe edildi. 72 saat sonunda besiyeri plagi 40X’lik objektifin altina
yerlestirilerek morfolojileri incelendi, hif 6zellikleri incelendi ve kdkenin Candida

albicans oldugunu destekleyen klamidospor olusumu goézlendi.

CHROMAgar™ Candida: Besiyerini hazirlamak ic¢in 47,7 gr toz besiyeri
tartilarak 1 It distile suya eklendi, steril edildi (Otoklavda 121°C’de 15 dakika). 55-
60°C’ye kadar soguduktan sonra petri kaplaria dagitildi.

Calisilacak kokenler bu besiyerine ekilip 48 saat sonraki renk degisimlerine
gore degerlendirildi. Candida albicans’in yesil, Candida tropicalis’in mavi, Candida

parapsilosis’in uguk pembe koloniler olusturdugu gézlendi.

APl Candida: Candida albicans oldugu germ tiip, klamidospor ve
CHROMAgar™ Candida (Paris, Fransa) ile yesil renkli koloniler olusturmasiyla

belirlenen kokenler disindakilerin tiir tayini i¢in kullanildi.

API Candida (BioM¢érieux SA, Fransa), 10 kuyucugu olan ve Candida’lar1 12
biyokimyasal 6zelligine gore renk degistirmesiyle tanimlayan ticari bir kittir. Kitlerin
kendi soliisyonlar1 igerisine tiir tayini yapilacak mayalarin SDA’da {iremis
kolonilerinden 3 McFarland bulaniklig1 saglanacak sekilde eklendi ve kuyucuklara
tasmayacak sekilde eklendi. Uzerleri mineral yag ile kapatildi. 24 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Renk degisimlerine gére degerlendirildi.
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Sonuglar
Testler Aktif icerigi Reaksiyonlar/ Enzimlar
Negatif Pozitif
1. GLU D-glukoz Asidifikasyon (GLUkoz)
2. GAL D-galaktoz Asidifikasyon (GALaktoz)
Mor Sar1
3. SAC D-sakkaroz Asidifikasyon (SACcarose)
Gri-mor Yesil/sari
4. TRE D-trehaloz Asidifikasyon (TREhaloz)
5. RAF D-rafinoz Asidifikasyon (RAFinoz)
4-nitrofenil-pD- Ucuk sari1- parlak
6. BMAL ) B-MALtosidaz renksiz
maltopyranoside sar1
2-chloro-4-
Ugcuk sari1- parlak
7.0AMY nitrophenyl-aD- |A-AMYlase renksiz
sari
maltotrioside
4- nitrophenyl -
Renksiz-¢ok ucuk|{Ucuk sari- parlak]
8. BXYL BD- BXYLosidase
] sar/mavi/yesil** |sari
xylopyranoside
4- nitrophenyl - Ucuk sari- parlak
9. BGUR ' B-GlUcuRonidase Renksiz/mavi/yesil
BD-glucuronide sarl
10. URE iire UREaz Sar1-agik turuncu |Kirmizi
5-bromo-4-
11.  BNAG]| chloro-3-indoxyl- [ N-Acetyl--
o Renksiz/sar1 Mavi/yesil**
(8. kuyucukta)* |N-acetyl-fD- Glucosaminidase
glucosaminide
5-bromo-4-
12. B GAL (9.|chloro-3-indoxyl-
B-GALactosidase Renksiz/sar1 Mavi/yesil

kuyucukta)*

pD-

galactopyranoside

* 8. ve 9. kuyucuklar ¢ift 6zellik gosterirler.
** 8. kuyucuk renginde eser miktarda da olsa degisiklik varsa; BXYL(-) ve PNAG (+).
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Sekil 1. Negatif Kontrol
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Candida albicans
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Candida glabrata

Candida tropicalis

3.4. Antifungal Duyarhlik Testi
[zolatlarin antifungal duyarliligi; CLSI’nin M27-A3 dékiimanina gore broth

mikrodillisyon yontemiyle arastirilmistir (81).

3.4.1. RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

Buyyon mikrodiliisyon testi igin RPMI 1640 besiyeri (Biological Industries
Israel Beit Haemek Ltd. Israil) kullanildi. 950 ml distile suyun igerisine 10,4 gr toz
halindeki RPMI 1640 besiyeri eklendi ve ¢oziilmesi saglandi1 daha sonra 34,53 gr 0,165
M MOPS (3-N-morfolinopropanesulfonic acid) (Wisent Inc. Multicell, Kanada, ABD)
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ile tamponlandi. pH 11 ayarlamak i¢in 5 ml 10 N NaOH ( 1 It i¢in yaklasik 5 ml distile
suya 2 gr NaOH eklenerek elde edildi) eklendi. Toplam hacim 1 litreye tamamlandi.
pHmetre ile pH’1 6,9-7,0’ye ayarlandi. Enjektor filtreleri (Sartorius) yardimiyla
stizlilerek 50 ml’lik vida kapakli tiiplere dagitildi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de

saklandi.

3.4.2. Antifungal Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antifungal etken madde olarak Amfoterisin B (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, ABD), Flukonazol (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, ABD) ve Vorikonazol
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, ABD) kullanild:.

Kullanilacak ila¢ miktarlar1 CLSI’de anlatildig1 gibi;

Agirhik (mg)= Hacim (ml) x Konsantrasyon (ug/ml)

Potens (ng/mg)

formiiliine gore hesaplandi (81).

Amfoterisin B (AMB) i¢in;

Potensi %80 (100 mg’da 80 mg; 1 mg’da 800 ng; potens= 800 pg/ml) olan
antifungal maddenin stok ¢dzeltisinin konsantrasyonunu 1600ug/ml olarak ayarlamak

icin 50 ml’lik DMSO ile ¢ozdiiriilmesi gereken miktar;
Agirlik= (50x1600)/800= 100 mg=0,1 g olarak bulunur.
Flukonazol (FLU) igin;

Potensi %100 (100 mg’da 100 mg; 1 mg’da 1000 pg; potens= 1000 pg/ml) olan
maddenin stok c¢ozeltisinin konsantrasyonunu 5120 olarak ayarlamak i¢in 50 ml’lik

distile su ile ¢ozdiiriilmesi gereken miktar;
Agirlik= (50x5120)/1000=256 mg=0,256 g olarak hesaplanir.
Vorikonazol (VOR) igin;

Potensi %100 (100 mg’da 100 mg; 1 mg’da 1000 pg; potens= 1000 pg/ml) olan
etken maddenin stok ¢ozeltisinin konsantrasyonunu 1600 olarak ayarlamak igin 50

ml’lik DMSO ile ¢ozdiiriilmesi gereken miktar;

Agirlik= (50x1600)/1000=80 mg= 0,08 g olarak hesaplanir.
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Her bir stok ¢ozelti ependorflara 1’er ml olacak sekilde dagitildi. Calisma

asamasina kadar -70 °C’de saklandi.

3.4.3. Farnesoliin Hazirlanmasi

Edinilen farnesol (Sigma Aldrich Co. LLC. Kanada, ABD) etken maddesinin
konsantrasyonunun 4 M oldugu hesaplandi. Once metanol ile 1/50 oranminda sonra
RPMI 1640 besiyeri ile 1/20, toplamda 1/1000 oraninda diliie edildi. En son da 2400
puM’lik konsantrasyonu elde etmek i¢in yine RPMI 1640 ile %60 oraninda seyreltildi.

Her bir ¢alisma sirasinda bekleme esnasinda bozulma ihtimaline karsi yeniden

hazirlanmistir.

3.4.4. Mikroplaklarin Hazirlanmasi

Mikrodiliisyon i¢in 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklar kullanildi. 2.-10.
kuyucuklara mikropipet yardimiyla 100’er ul RPMI 1640 dagitildi. Tk kuyucuklarda en
yogun antifungal konsantrasyonuna sahip olacak sekilde diliisyonlar hazirlandi.
Amfoterisin B ve Vorikonazol i¢in 196 pul RPMI 1640 igerisine 4 pl antifungal
ajanlardan, Flukonazol iginse 195 pl RPMI 1640 besiyeri igerisine 5 pl antifungal
konuldu ve mikropipet yardimiyla ilaglarin besiyeri igerisinde homojenizasyonu
saglandi. Farnesol iginse hazirlanan 2400 pM’lik stok ¢dzeltiden 200 pl konuldu. Ikinci
kuyucuktan onbirinci kuyucuga kadar 100°er ul RPMI 1640 konuldu. Daha sonra ilk
kuyucuktan baslayarak 100 pl alinarak bir sonraki kuyucuga aktarildi, homojen hale
getirildi (pipetaj ile) ve en son onuncu kuyucuktan alman 100 pl atildi. Boylece
konsantrasyonlar1t AMB ve VOR i¢in 32-0,06 pg/ml, FLU i¢in 128-0,25 pg/ml,
Farnesol i¢inse 2400-5 pg/ml (2X) olacak sekilde hazirlanmis oldu. 11. kuyucuk {ireme
kontrolii olarak belirlendi, ilag eklenmedi, onikinci kuyucuga ise sterilite kontrolii

olarak sadece 200 pul RPMI 1640 konuldu.

3.4.5. Maya Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve Eklenmesi

Izole edilen Candida suslar1 ¢alismadan bir giin énce pasajlanarak SDA’da 24
saatte olusan kolonilerden calisildi. Steril serofizyolojik igerisine birka¢ koloni
eklenerek 0,5 McFarland bulanikliginda (1-5x10° hiicre/ml) soliisyon elde edildi. Once
4,75 mI’lik RPMI 1640 igerisine bu soliisyondan 0,25 ml (1/20 seyreltme) daha sonra da
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4,9 ml RPMI 1640 igerisine 0,1 ml (1/50) bu seyreltilmis soliisyondan eklenerek
toplamda 1/1000 seyreltme saglandi (1-5x10° hiicre/ml).

Mikroplaklara her bir sirada bulunan 100 pl 2X konsantrasyondaki ilaglarin
tizerine 100 pul maya siispansiyonu eklenmistir. Bdylelikle ilaglar 1X
konsantrasyonlarina ulagmiglardir (AMB ve VOR i¢in 16-0,03 pg/ml, FLU i¢in 64-
0,125 pg/ml, Farnesol iginse 1200-2,5 pg/ml). Maya stispansiyonundaki hiicre sayis1 da
yariya diismiistiir (0,5-2,5x10> hiicre/ml).

Mikroplaklar besiyerinde 1s1 etkisiyle buharlagma olmamasi i¢in parafilme ve
Amfoterisin B’nin 1siktan etkilenmemesi i¢in aliminyum folyoya sarilarak 37°C’de 48

saat inkiibe edildi ve ayna yardimiyla degerlendirildi.

3.4.6. Kombinasyonlarda Mikroplaklarin Hazirlanmasi

Kombinasyonlar iginse her bir sus i¢in 3 mikroplak kullanildi. ilk alt1 yatay
sitraya 4X’lik azalan konsantrasyonlarda 50’ser pl antifungal konuldu (Son
konsantrasyonlart AMB ve VOR i¢in (16-0,03), FLU i¢in 64-0,125 uM olacak sekilde).
7. siraya ayni antifungalin 2X’lik azalan konsantrasyonlarinda 100’er ul antifungal
konuldu. Sekizinci siraya da farnesolden son konsantrasyonlart 1600, 800, 500, 300,

100 ve 50 uM olacak sekilde sadece alt1 kuyucuga eklendi.
11. dikey sira tireme kontrolii olarak belirlendi ve 100 pl besiyeri konuldu.

12. siitun ise sterilite kontrolii olarak belirlendi ve sadece 200 pl besiyeri

konuldu.

12. dikey sira hari¢ tiim kuyucuklara bir Onceki boliimde anlatildigr gibi

hazirlanan 100’er pl maya siispansiyonu eklendi.

Son olarak farnesoliin 4X’lik konsantrasyonlari, ilk alt1 yatay siraya (1. siraya
son konsantrasyonlar1 1600, 2.”ye 800, 3.’ye 500, 4.’ye 300, 5.’ye 100, 6. ya 50 olacak
sekilde) coktan aza dogru olacak sekilde 50’ser pl eklendi. Boylece her bir kuyucuktaki

icerik 200 pl’ye tamamlandi. 48 ssatlik inkiibasyondan sonra degerlendirildi.
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Tablo 2. Antifungal-Farnesol Kombinasyon Calismasinda Mikroplaklarin I¢erigi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
50 ul AF[50 ul AF 50 ul AF
(son ! kons.| (son ! kons S0 ul AFIS0 ul AF (son ! kons
50 pl AF AMB ve; AMB Ve' (son kons.| (son kons. AMB ve;
son kons.
o VOR iging,| VOR igin 4,| AMB _ ve|AMB _ velyop icinl 50 u AF (son| 20 M1 AF (S0 5oy A (gon| 20 KEAF (sonl o0y
ve .. . .’ VOR igin 2,| VOR igin 1, kons. AMB ve kons. AMB ve
VOR  icin| FLU  i¢in|FLU  igin Y Y 0,5, FLU|kons. AMB ve . .| kons. AMB ve S RPMI
¢ 32) 16) FLU i¢in 8) | FLU igin 4) icin 2) VOR igin 0,25 VOR iginl ;o icin 0,06 VOR igin 0,03,
16,  FLU LY 00,125 FLU L 0 U | FLU icin
16 125, 1640 200 pl
icin 64) 100 4l 00 FLU i¢in 1) icin0,5) FLU i¢in 0,25) 0,125) [
100 pl maya| 100 pl maya sﬁsp:ll nsrir;i)};? sﬁsp;l nsririi)};? 100 pl maya RPMI
100 pl maya| Sispansiyon | siispansiyon | - u siispansiyon 190 ul. mayal | oo Wl maya 190 ul_ mayal |, ul maya 1640
siispansiyon | u u suspanstyonu stispansiyonu suspanstyonu stispansiyonu | 100 pl
u
maya
50 ulf 50 ul >0 ulf 50 Wl 50 wl] 50 pl farnesol 50 pl farnesol . .
50 pl farnesol 50 wl farnesol| siispansiy
50 ul farnesol farnesol
farnesol farnesol farnesol (son kns. 1600) (son kns. 1600)
farnesol (son  kns|(son  kns (son kns. 1600) (son kns. 1600)( onu
(son kns.| (son  kns.| (son kns. : | (son  kns.
1600) 1600) 1600) 1600) 1600) 1600)
(Ss(:)n M1k0/r?§ ?s(z)n ulkoﬁf (Ss(:)n M1k0/r?§ S0l AFIS0 ul - AF ?s(z)n ulkoﬁf
AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve EEE;IIB konvsé Sl(zjllB korizsé AMB  ve 50 ul AF (son 50 ul AF (son
VOR  igin| VOR i¢in8,| VOR icin 4,/ 00" o SI0AP . " VOR icin| 50 I AF (son| ;K 0 590 50 i AF (son| [ AT 10 5001 100l
16, FLU|FLU icin|FLU icin o < Jom B05,  FLU|kons. AMB ve ' ' VC \ons. AMB ve - A
.. FLU i¢in 8) [ FLU i¢in 4) | .”: L VOR igin S VOR igin 0,03,| RPMI
icin 64) 32) 16) i¢in 2) VOR i¢in 0,25, 0125 FLU VOR i¢in 0,06, FLU ; ir;
FLU i¢in 1) iéin 0’5) FLU igin 0.25) | 125) ¢ 1640 200 ul
100 pl maya| 100 pl maya| 100 pl maya SIOSO srllsrina}r ;1(1)50 ;l rllsrina};ii 100 pl maya RPMI
slispansiyon | siispansiyon | siispansiyon USpanstyo pansiyo siispansiyon [ 100 pl maya 100 pl maya 1640
u u . . 100 pl maya| .. . 100 pl maya
u u u u suspansiyonu slispansiyonu stispansiyonu sispansiyonu | 100 pl
maya
50 ul| 50 ul| 50 ul >0 wif 50 ul 50 ulf 50 pl farnesol 50 ul farnesol . .
farnesol farnesol 50 pl farnesol 50 pl farnesol| siispansiy
farnesol farnesol farnesol farnesol (son kns. 800) (son kns. 800)
(son  kns|(son  kns (son kns. 800) (son kns. 800) | onu
(son  kns.[(son  kns.[(son  kns. ’ ‘| (son  kns.
800) 800) 800) 800) 800) 800)
(Ss(ln HlkoﬁsF ?s(z)n ulkoﬁ: (Ss(ln HlkoﬁsF 50wl AFI S0 ul AF ?s(z)n ulkoﬁ:
AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve| (0N kons(son kons |y Tl
VOR  icin| VOR icin8,| VOR igin 4| AMB ~ Ve|AMB  vel yop icinl 50 ul AF (son| 20 ML AF (005 1 Ap (son| 0 ML AF (sonijog )
.. . .’ VOR i¢in 2,| VOR igin 1, kons. AMB ve kons. AMB ve
16, FLU| FLU icin| FLU igin . L 0,5, FLU| kons. AMB ve . . | kons. AMB ve - RPMI
.. FLU i¢in 8) | FLU igin 4) | . - VOR i¢in .. VOR igin 0,03,
icin 64) 32) 16) i¢in 2) VOR igin 0,25, 0125 FLU VOR ig¢in 0,06, FLU cin
FLUigin 1) |20s) FLU igin 025) | o 7o) N1 1640 200 pl
100 pl maya| 100 pl maya| 100 pl maya sll?so ;lrllsrinao};la ;33 ;l 111:1}: 100 pl maya RPMI
stispansiyon | siispansiyon [ siispansiyon u pansty u pansty siispansiyon | 100 pl maya 100 w maya 100 pl maya 100 W maya 1640
u u u u slispansiyonu slispansiyonu siispansiyonu stispansiyonu | 100 pl
maya
50 ul| 50 ul
50 ul| 50 ul| 50 ul sl farmesol 50 wl| 50 pl farnesol 50 ul farnesol 50 ul farnesol 50 ul farnesol| siispansiy
farnesol farnesol farnesol farnesol (son kns. 500) K (son kns. 500) K
(son  kns|(son  kns (son kns. 500) (son kns. 500) | onu
(son kns.| (son  kns.| (son kns. : | (son  kns.
500) 500) 500) 500) 500) 500)
50 ul AF[50 ul AF[50 ul AF|50 ul AF|50 ul AF|50 ul AF|50 ul AF (son[50 ul AF (son|50 ul AF (son|50 ul AF (son
(son kons.|(son kons.|(son kons.|(son kons.|(son kons.|(son kons.| kons. _A_MB ve| kons. AMB ve| kons. _A_MB ve| kons. AMB ve| 100 11| 200 pl
AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve|AMB  ve| VOR icin 0,25,/ VOR icin| VOR i¢in 0,06,| VOR igin 0,03, RPMI | RPMI
VOR  igin| VOR i¢in8,| VOR igin 4,| VOR igin 2,| VOR i¢in 1,| VOR  i¢in|FLUi¢in 1)  |0,125,  FLU|FLU i¢in 0,25) [ FLU i¢in
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16, FLU[FLU  i¢in| FLU  igin| FLU i¢in 8) | FLU igin4) 0,5,  FLU i¢in 0,5) 0,125) 1640 1640
pul maya pul maya
100 pl maya| 100 pl maya siispansiyonu | 1 pul  maya siispansiyonu | 1 pul  maya
100 ul maya| 100 ul maya| 100 pl maya| siispansiyon [ siispansiyon | 100 ul maya slispansiyonu slispansiyonu
stispansiyon | siispansiyon [ siispansiyon | u u siispansiyon 100wl
u u u u 50 pl farnesol 50 pl farnesol maya
(son kns. 300) |50 pl farnesol| (son kns. 300) |50 pl farnesol siispansiy
5 so so | >0 wif so ul " | (son kns. 300) (son kns. 300)
K K | farnesol farnesol K onu
farnesol farnesol farnesol (son  kns|(son kns farnesol
(son  kns.|(son  kns.|(son  kns. 300) 300) (son  kns.
300) 300) 300) 300)
(Ss(:)n u1k011?§ ?s(z)n ulkoﬁf (Ss(:)n u1k011?§ S0 ul AFIS0 ul AF ?s(z)n ulkoﬁf
AMB - ve| AMB  vel AMB vel (R KN R KON AMB e 50 pl AF (son 50 pl AF (son
VOR  igin| VOR i¢in8,| VOR icin 4,/ 0" o S0P - Y| VOR  igin| 50 ul AF (son kon;‘ AMB vo| 30 HI AF (son kon;‘ AMB vo| 100 1
16, FLU| FLU icin| FLU igin o 2, ¢ ’1 0,5, FLU| kons. AMB ve ) . . | kons. AMB ve S
.. FLU i¢in 8) [ FLU i¢in 4) | .”: L VOR igin - VOR igin 0,03,| RPMI
icin 64) 32) 16) igin 2) VOR i¢in 0,25, 0.125 FLU VOR i¢in 0,06, FLU ; ir;
FLU i¢in 1) i@jin 0’5) FLU igin 0.25) | 125) ¢ 1640 200 pl
100 pl maya| 100 pl maya| 100 pl maya Sll.(l)SO s rllsrinéi)}r ;350 ;l rlmrin?;? 100 pl maya RPMI
slispansiyon | siispansiyon [ siispansiyon u pansty u pansty siispansiyon | 100 pl maya 100 ul maya 100 pl maya 100 W maya 1640
u u u u stispansiyonu . . stispansiyonu . .
slispansiyonu stispansiyonu | 100 pl
maya
50 ulf 50 ulf 50 ul >0 wlf 50 ul 50 wl] 50 pl farnesol i 1 50 pl farnesol n: 1 si .
faresol farnesol 50 ul farneso 50 ul farnesol| siispansiy
farnesol farnesol farnesol farnesol (son kns. 100) (son kns. 100) (son kns. 100) (son kns. 100) |onu
(son  kns.[(son  kns.[(son  kns. (son kns.|(son  kns. (son  kns.
100) 100) 100) 100) 100) 100)
(55(3)11 lJlkoﬁf ?SOOI’I ulkoﬁ: (55(3)11 lJlkoﬁf S0 pl AF|S0 ul - AF ?SOOI’I ulkoﬁ:
AMB  ve| AMB  ve| AMB e Eil(\)/IIIB konvsé Eil(z/rllB k°nvse' AMB e 50 wl AF (son 50 wl AF (son
VOR  igin| VOR icin8,| VOR igin 4,y i 5 [VOR icin 1| YOR  isin| SO ul AF (son| ;) n” AMB. vl 30 HI AF (son| > n” AMB v 100 M
16, FLU|FLU igin|FLU icin o < Jm 10,5, FLU|kons. AMB ve| w0 Y kons. AMB ve| Lo0% A
o FLU i¢in 8) | FLU igin 4) | . o VOR igin o VOR igin 0,03,| RPMI
icin 64) 32) 16) i¢in 2) VOR igin 0,25, 0125 FLU VOR ig¢in 0,06, FLU ; ir;
FLUigin 1) |000s) FLU i¢in 0.25) | o 1 “ni1640 200 pl
100 pl maya| 100 pl maya| 100 pl maya sll?so ;lrllsrinao};fl ;33 ;l Illsl?i)}: 100 pl maya RPMI
stispansiyon | siispansiyon [ siispansiyon u pansty u pansty siispansiyon | 100 pl maya 100 W maya 100 pl maya 100 W maya 1640
u u u u stispansiyonu . . slispansiyonu .. .
siispansiyonu sispansiyonu | 100 pl
maya
50 ul| 50 ul
50 ul| 50 ul| 50 ul sl farmesol 50 ul 50 pl farnesol 50 ul farnesol 50 ul farnesol 50 ul farnesol| siispansiy
farnesol farnesol farnesol farnesol (son kns. 50) (son kns. 50) (son kns. 50) (son kns. 50) | onu
(son  kns.|(son  kns.|(son  kns. (sonkns.|(son  kns. (son  kns.
50) 50) 50) 30) 30) 50)
100 ul AF|100 pl AF|100 pl AF|1000 pl AF 100 ul AF 100 ul AF 100 w00
(son kons.|(son kons.|(son kons.|(son kons. (son  kons (son  kons. 100 ul AF (son 100 pl AF (son 100 ul AF (son 100 pl AF (son B
AMB ve| AMB ve| AMB ve AMBV A AMB ve: AMB Ve| 1 ons. AMB ve kons. AMB ve kons. AMB ve kons. AMB ve| RPMI RPMI
VOR  igin| VOR i¢in8,| VOR igin 4,| VOR igin 2, - VOR  igin s VOR i¢in s VOR igin 0,03.| 1640
. VOR igin 1 VOR i¢in 0,25 VOR i¢in 0,06 1640
16, FLU|FLU igin|FLU igin| FLU igin 8) FLU icin 4)’ 0.5, FLU| o\ icin 1)’ 10125, FLU| b o 55)’ FLU igin
icin 64) 32) 16) ¢ icin 2) ¢ icin 0,5) ¢ 520 0,125)
200 pl
100 pl maya
100 pl maya| 100 pl maya| 100 pl maya| siispansiyon ;L?SO : rllsrin;:)};? 100 pl maya ;L?SO artl sli :rlliya 100 pl maya ;L?SO artl sli :rlliya 100 pl maya| 100 pl RPMI
slispansiyon | siispansiyon | siispansiyon | U u pansty siispansiyon pansty slispansiyonu pansty slispansiyonu maya 1640
u u u u
slispansiy

onu
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100 ul| 100 ulf 100 ul| 100 ulf 100 ul| 100 ul 100wl

Farnesol Farnesol Farnesol Farnesol Farnesol Farnesol RPMI

(son kons.|(son kons.|(son kons.[(son kons.|(son kons.[(son kons. 1640 200 pl

1600) 800) 500) 300) 100) 50) RPMI
= = = - 1640

100 ul| 100 ulf 100 ul| 100 ulf 100 ul| 100 ul 100l

maya maya maya maya maya maya maya

stispansiyon | siispansiyon [ siispansiyon | siispansiyon | siispansiyon | siispansiyon siispansiy

u u u u u u onu

AF: Antifungal

3.4.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

48 saatin sonunda Amfoterisin B igin iiremenin hi¢ olmadigi kuyucuk,
Flukonazol ve Vorikonazol ig¢inse iiremenin belirgin olarak azaldigr (%50-80

inhibisyon) kuyucuklardaki konsantrasyonlar MiK olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

20 ornegin 10’u Candida albicans, 6’s1 C. parapsilosis 3’1 C. glabrata ve 1
tanesi de C. tropicalis olarak se¢ilmistir. 10 tanesi hemokiiltiir, 3 tanesi idrar, 3 tanesi
BAL, 2 tanesi dren sivisi, 1 tanesi assit sivisi, 1 tanesi de ETA Orneklerinden izole
edilmistir. Hemokdiltiir 6rneklerinin 5 tanesi C. albicans, 4 tanesi C. parapsilosis, 1
tanesi de C. glabrata olarak; idrar 6rneklerinin 2 tanesi C. glabrata, 1 tanesi C. albicans
olarak; BAL oOrneklerinin 2 tanesi C. parapsilosis, 1 tanesi C. albicans olarak; 2 dren
stvist Orneginin 2’si de C. albicans olarak; assit sivisi 6rnegi C. albicans olarak; ETA

ornegi ise C. tropicalis olarak tanimlanmistir.

Calismamizda, 20 Candida tiiriiniin, azollerden olan Flukonazol, Vorikonazol ve
polyenlerden olan Amfoterisin B ve onlara adjuvan olarak eklenebilecegi diisiiniilen
farnesol maddesinin tek baslarina ve antifungallerin farnesolle kombinasyonlarmin MIiK

degerleri arastirilmistir.

Bu ¢alismada, mayalarin tiir tayini 6ncelikli olarak klasik yontemlerle (germ tiip,
misir unlu Tween 80 agarda klamidospor olusumu gibi), daha sonra da API ile yapilmus,

daha sonra da antifungal duyarliliklar1 aragtirilmistir.

4.1. Antifungal Duyarhlik Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Tiim izolatlarin MIK degerleri AMB i¢in 0,5-2 pg/ml, VOR icin <0,03-0,5
ng/ml arasinda, FLU i¢in 0,125-4 pg/ml, FAR icin ise 150->1200 pg /ml arasindadir.

10 Candida albicans susunun;

AMB i¢in MIK degerleri 0,5-2 pg/ml arasinda degismektedir. 8 tanesinin MiK
degeri 1 pg/ml olarak bulunurken, 1 tanesinin MIK degeri 0,5 pg/ml, 1 tanesinin de 2
pg/ml olarak bulunmustur (MIKse=MIiKeo=1 png/ml).

VOR i¢in MIK degerleri, <0,03 ile 0,25 arasinda degismektedir. 2 tanesinin
MIK degeri 0,03 pg/ml’den diisiiktiir. 3 tanesinin MIK degeri 0,03 pg/ml, 3 tanesinin

0,06, 1 tanesinin 0,125, 1 tanesinin de 0,25 olarak bulunmustur.

FLU i¢in MIK degerleri, 0,125-1 arasinda degisiklik gdstermistir. 6 tanesinin
MIK’i 0,25 pg/ml, 3tanesinin 0,125 pg/ml ve 1 tanesinin de 1 pg/ml olarak

saptanmistir.
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FAR igin MIK degerleri 150-1200 arasinda bulunmustur. 1 tanesinin MIK
degeri 1200 pg/ml’den biiyiik olarak bulunmustur. 5 tanesinin MiK degeri 600 pg/ml,

3 tanesinin 1200 ve 1 tanesinin de 150 pg/ml olarak bulunmustur.
6 C. parapsilosis susunun;

AMB i¢in MIK degerleri 1-2 pg/ml arasinda bulunmustur. 4 tanesinin MIK

degeri 1 pg/ml, 2 tanesinin de 2 pg/ml olarak bulunmustur.

VOR i¢in MIK degerleri 0,03-0,25 pg/ml arasinda bulunmustur. 3 tanesinin
MIK degeri 0,03 pg/ml, 2 tanesinin 0,06 pg/ml, 1 tanesinin de 0,25 pg/ml olarak
saptanmustir. (MIKso=0,03).

FLU icin MIK degerleri 0,125-4 pg/ml arasindadir. 2 tanesinin MiK degeri 0,5
pug/ml, 1 tanesinin 0,125 pg/ml, 1 tanesinin 0,25 pg/ml, 1 tanesinin 1 pg/ml, 1 tanesinin

de 4 pg/ml olarak bulunmustur.

FAR i¢in MIK degerleri 150->1200 pg/ml arasindadir. 2 tanesinin MiK degeri
1200 pg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. 2 tanesinin 1200 pg/ml, 1 tanesinin 600

pug/ml, 1 tanesinin de 150 pg/ml olarak bulunmustur.

Calismamizda kontrol susu olarak kullandigimiz C. parapsilosis ATCC 22019
susunun MIK degerleri ise; AMB igin 2 pg/ml, VOR igin 0,03 pg/ml, FLU igin 1 pg/ml
ve FAR i¢in 600 pg/ml olarak bulunmustur.

3 C. glabrata susunun,;
AMB i¢in MIK degeri 2 pg/ml olarak bulunmustur (MIKso=MIKoo=2).

VOR i¢in MIK degerleri 0,03-0,5 pg/ml arasindadir. 2 tanesinin MIK degeri
0,03 pg/ml, 1 tanesinin de 0,5 pg/ml olarak bulunmustur.

FLU igin MIK degerleri 0,5-2 pg/ml olarak bulunmustur. 1 tanesinin 2 pg/ml, 1

tanesinin 1 pg/ml ve 1 tanesinin de 0,5 pug/ml olarak bulunmustur.

FAR i¢in MIK degerleri 600->1200 pg/ml arasindadir. 1 tanesinin MiK degeri
1200 pg/ml’den biiyiik olarak bulunmustur. 1 tanesinin MIK’I 1200 pg/ml digerinin de
600 pg/ml olarak bulunmustur.

1 C. tropicalis susunun;
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AMB i¢in MiK degeri 2 pg/ml, VOR igin 0,06 pg/ml, FLU icin 0,25 pg/ml ve
FAR i¢in 1200 pg/ml’den biiyiik olarak bulunmustur.

Ikinci kontrol susu olarak C. krusei ATCC 6258 kullanilmistir. Bu susun AMB
i¢in MIK degeri 2 pg/ml, VOR igin 0,125 pg/ml, FLU i¢in 0,5 pg/ml ve FAR igin 1200
ng/ml olarak bulunmustur.

C. albicans suslari igin,

AMB i¢in MIK degerleri heniiz kesinlesmemis olasina ragmen CLSI M27 A-
2’ye gore <I pg/ml ise duyarl, >2 pg/ml ise direngli kabul edilmistir (81).

VOR i¢in MIK degerleri <1 pg/ml ise duyarli, >4 pg/ml ise direngli, aradaki
diger degerler icin ise doza bagli duyarl olarak kabul edilmistir. Bu antifungal i¢in
M27-A2 protokoliinde duyarlilik smir1 belirlenmemistir, bu degerler CLSI alt

komitesi’nin 6merdigi degelerdir (16).

FLU i¢in MiK degerleri <8 pg/ml ise duyarli, 16-32 pg/ml ise doza bagl
duyarli, >64 pg/ml ise direncli kabul edilmistir (81).

Suslarin AMB ile konsantrasyonlarinda farnesoliin MiK degerini azalttig,

diger antifungaller icin belirgin bir degisim gézlenmemistir.

Tablo 3: Mikrodiliisyon sonuclari

. +1600(+800 [+500 [+300 [+100 |+50
te
far far far far far far
AB 1 0,25 (0,25 (0,25 [0,25 |0,25 |0,5
(5.k) (7k) |(7.k) [(7Xk) |(7.k) |(7.k) |[(6.k)
C. parapsilosis VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 [0,03 |0,03 |0,03
22019 ATCC (10.k) [(10.k)[(10.k)[(10.k)|(10.k)[(10.k)|(10.k)
1 1 1 1 1 1 1
FLU
(7.%) (7%) |(7.k) [(7X) |(7k) |(7.kK) [(7k)
FAR [ 800
) 4 1 1 1 1 1 2
C. krusei AB
(3.k) 5k |(5k) [5k) |(5k) |(5k) |[(4k)
6258 ATCC
0,25 0,25 (0,25 (0,25 0,25 |0,25 |0,25
VOR
(7.%) (7K) |(7.k) [(7X) |(7k) |(7.K) [(7k)




FLU 16 32 32 32 32 32 32
Gk |2k |2k ek ek |k |2k
FAR |>1600
AB 1 0,125 (0,125(0,125(0,25 |0,5 0,5
(5.k) (8k) |(8k) [(8Kk) [(7.k) |[(6.k) [(6.k)
C. albicans VOR 0,06 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 0,03
6933 hemokiiltiir (9.k) (10.k) [ (10.k)[(10.k)| (10.k)[ (10.k)| (10.k)
1 1 1 1 1 1 1
FLU
(7.k) 7k |7k |7k [(7K) [(7k) [(7k)
FAR | 800
AB 1 1600 | 1600 {1600 [1600 [1600 | 1600
Gk |1k |0k |k |k |1k [k
0,06 0,06 (0,06 (0,06 (0,06 [0,06 |0,06
C. albicans VOR
0k |9k |9k [(9k [9K |9k |9k
4464 hemokiltir
FLU 1 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
(7% [(10.%)|(10.k)|(10.K)[(10.5)| (10.%)[ (10.k)
FAR | 800
AB 1 0,125(0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
Gk |6k |8k [8k 8L |8k |8k
C. albicans 0,03 (0,03 (0,03 0,03 [0,03 |0,03
VOR| 0,015
30747 idrar (10.k) [ (10.6)| (10.k)| (10.k)[ (10.)| (10.k)
FLU 0,25 0,125(0,125(0,125(0,125(0,125]0,125
k) |10k |(10.0)|(10.5)|(10.k)|(10.k)|(10.k)
FAR | 800
AB 0,5 0,03 (0,03 (0,03 0,03 |0,06 |0,125
6k |10k)|100|(10.0)|(10K)| Ok |8k
C. parapsilosis VOR 0,25 0,12510,125]0,125]0,125]0,125|0,125
20979 BAL (7k)  |Bk) |(Bk) [(Bk) [(8K) [(8K) [(8.K)
4 4 4 |4 |4 |4 |4
FLU
Gk |Gk |Gk [k 6L |Gk |5k
FAR |>1600
1 0,125 (0,25 (0,125(0,125(0,25 [0,5
C. albicans AB
(5.k) (8k) |(8.k) [(8Kk) [(8Kk) [(7.k) [(6.k)
30940 Dren s1vist
0,03 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 0,03
VOR
(10k) | (10.k) | (10.0)|(10.0)|(10.k)| (10.k)| (10.k)
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FLU 0,125 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
(10.K) |(10.k)[(10.k)|(10.k)|(10.k)|(10.k)[ (10.k)
FAR| 150
1 1 1 1 1 1 1
AB
(5.k) 5k |5k |5k [(5k) |5k [(5k)
0,06 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 0,03
C. albicans VOR
9.k |10k [(10.k)|(10.k)|(10.k)|(10.k)|(10.k)
14163 assit s1visi
FLU 0,5 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
8k |(10.k)[(10.K)|(10.5)|(10.k)|(10.k)|(10.k)
FAR | 800
2 2 2 2 2 2 2
AB
(4.%) (4k) |(4k) |(4k) |(4k) |(4k) |(4k)
C. glabrata VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 0,03 {0,03 |0,03
29329 idrar (10.k) |(10.k)[(10.k)|(10.k)| (10.k)|(10.k)[ (10.k)
2 0,125 (0,125(0,125(0,125(1 1
FLU
6k |(10.k)[(10.K)|(10.K)|(10.L)|(7.L) |(7k)
FAR |>1600
AB 0,5 0,06 (0,06 (0,06 (0,06 |0,125]0,25
6k |0k [0k |9k [0k |8k [(7k)
C. parapsilosis VOR 0,125 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
2860 hemokiiltiir Bk) |(Bk) |(Bk) [(Bk) |(8K) [(8K) [(8.K)
4 4 4 |4 |4 |4 |4
FLU
5k |Gk (6K |65k |Gk |5k |Gk
FAR |>1600
AB 1 0,06 (0,06 (0,06 [0,125(0,125]0,5
5k |0k [0k |9k |8k |8k |6k
C. albicans - 0,03 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 |0,03
28542 BAL (10.k) [ (10.k)|(10.k)| (10.%)[ (10.%)[ (10.K)[ (10.k)
FLU 0,125 0,25 (0,25 (0,25 (0,25 |0,25 |0,25
(10k) |9k [0k |9k [0k |9k [©9.k)
FAR | 1600
o 1 0,25 (0,25 (0,25 (0,25 (0,25 [0,5
C. parapsilosis |AB
G| (7K) [(7.K) |(7K) |7k (7K 6K
5638 hemokiiltir
VOR 0,125 0,125 (0,125(0,125(0,125(0,125]0,125
(8.k) 8.k) [(8.k) [(8.k) |(8.k) [(8.k) |(8.k)
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4 8 8 8 8 4 4
FLU
Gk @b |@k @k @k |Gk |5k
FAR |>1600
2 0,03 (0,03 |1 1 1 1
AB
@k |10k|a0k|Gk |6k |Gk |Gk
C. tropicalis VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 0,03
31192 ETA (10.k) | (10.k) | (10.0)|(10.0)|(10.k)| (10.k)| (10.k)
FLU 0,25 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,25 ]0,25
9k |10k |100|(10.K)|(10.k)|©.K) |9k
FAR |>1600
2 1 1 1 1 1 1
AB
@k |G |G |G (G |G (5L
C. parapsilosis VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 |0,03 |0,03 |0,03
20523 BAL (10.k) |(10.k)|(10.k)] (10.k)[(10.k)| (10.k)| (10.k)
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
FLU
@k |8k |8k |8k |8k |8k |8
FAR |>1600
AB 0,5 0,06 (0,06 (0,06 (0,06 |[0,125]0,25
6k |9k |9k [(9k [0K |8k |7k
C. albicans VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 0,03 [0,03 |0,03
5147 hemokiiltiir (10.k)  [(10.k){(10.K)[(10.k)| (10.k)| (10.k)| (10.k)
0,25 1 1 8 8 8 8
FLU
(9.k) (7.k) [(7k) [4k) |4k [(4k) |(4.k)
FAR | 1600
AB 1 0,03 (0,03 (0,125]0,25 |0,5 0,5
Gk |10k|100[EK [(7L |6k |6k
C. albicans 0,03 10,03 [0,03 (0,03 0,03 [0,03
VOR| 0,015
30675 Dren sivisi (10.k) [ (10.k)| (10.k)[ (10.k)[ (10.k)| (10.k)
FLU 0,125 0,125 (0,125(0,125(0,125]0,125]0,125
(10.k) | (10.k) | (10.0)|(10.0)|(10.k)| (10.k)|(10.k)
FAR | 800
2 0,25 (0,25 (0,03 [0,03 0,03 |0,03
C. glabrata AB
@k |75 |7k [(100[(10k)|(10.K)|(10k)
6092 hemokiiltiir
0,03 0,03 (0,03 (0,03 (0,03 [0,03 0,03
VOR
(10k) | (10.k) | (10.0)|(10.0)|(10.k)| (10.k)| (10.k)
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FLU 1 0,25 10,25 10,125]0,125]0,125]0,125
(7% |9k |9k [(10K)|(10.K)|10.K)|(10.k)
FAR [ 800
AB 0,25 0,06 10,06 |0,06 10,06 |0,06 |0,125
7% |0k |9k |9k [0k |9k |8k
C. parapsilosis VOR 0,06 0,06 (0,06 [0,06 [0,06 |0,06 |0,06
1703 hemokiiltiir Ok [0k [0k [0k [0k [0k [0k
2 2 2 2 2 2 2
LU 6k |6k |6k |6K 6K [6X) 6K
FAR [>1600
AB 2 0,25 10,25 (0,25 10,25 0,25 0,25
@k |7k |70 |7k |7 |7k (7K
C. parapsilosis VOR 0,25 0,03 [0,03 (0,03 |0,03 |0,03 |0,03
1091 hemokiiltiir (7.k) (10.k) | (10.k)| (10.k)| (10.k)| (10.k)| (10.k)
FLU 0,25 0,06 0,06 |0,06 |0,125]0,125]0,125
0k |0k [(9K [0k [(10L)]10K)|(10k)
FAR [ 1600
AB 2 0,5 0,5 (0,5 (0,5 1 1
@k |6 6K [(6X 6K |Gk |5k
C. glabrata VOR 0,03 0,03 0,03 (0,03 |0,03 |0,03 0,03
33776 idrar (10.k)  [(10.k){(10.K)[(10.k)| (10.k)| (10.k)| (10.k)
FLU 2 0,12510,12510,125]0,5 1 2
6k |10K)|100|(10K)|6K |7k |6k
FAR (>1600
AB 0,5 0,03 10,03 10,03 10,03 |0,06 |0,125
6k |10k)|100|(10.0)|(10K)| Ok |8k
C. albicans VOR 0,03 0,03 (0,03 (0,03 |0,03 |0,03 |0,03
1933 hemokiiltiir (10.k) |(10.k) [ (10.K)[(10.)[ (10.k)| (10.K)| (10.k)
FLU 0,125 (0,25 (0,25 0,25 |0,25 {0,25 [0,25
(10k) |9k |9k [(9k |9k |9k |9k
FAR [ 1600
AB 1 0,5 0,5 10,03 (0,03 (0,03 (0,03
C. albicans Gk |6 [6X [(10K)](10.L)]10.K)|(10.k)
9591 hemokiiltiir VOR 0,25 0,03 (0,03 (0,03 |0,03 |0,03 0,03
(7% |10k |(10.0)|(10.K)|(10.k)|(10.k)|(10.k)
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Sekil 3. AMB ve ve farnesol kombinasyonunun mikroplak goriiniimleri
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Sekil 4. FLU ve farnesol kombinasyonunun mikroplak goriiniimii
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Sekil 5. VOR ve farnesol kombinasyonunun mikroplak goriiniimii
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5. TARTISMA

Hastalara yapilan invaziv girisimlerdeki artis, yabanci cisimlerin daha fazla
kullanilmasi, AIDS gibi immiinsiipresif hastaliklarin goriilme sikligindaki artis, ileri
yaslar (96), yaygin, gereksiz ve de genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, ve organ
transplantasyonlart; hasta yatis siirelerinin uzamasina ve hatta mortaliteye neden olan
Candida enfeksiyonlarina yol agmaktadir (97). Cevre ve florada da bulunmalar
sebebiyle 6zellikle immiin diiskiin kisilerde siklikla firsat¢1 patojen olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle Candida enfeksiyonlarinda kullanilabilecek antifungaller

biiylik 6nem arz etmektedirler (7).

Son yillarda; hastanede bulunan C. krusei gibi maya enfeksiyonlarini
engellemek amaciyla kullanilan flukonazol, albicans dis1 Candida tiirlerinin goriilme
sikliginin artmasindan sorumlu tutulmaktadir. Dolayisiyla sik kullanilan FLU ve AMB
gibi antifungallere diren¢ artmakta, ekinkandinlere ve yeni azollerin kullnimina
yonelinmekte ve  yeni antifungallere ihtiyag duyulmaktadir. Antifungallerin tek
baslarina kullanimi oldugu gibi kombinasyon seklinde de kullanilabilece§i giindeme

gelmektedir ve bunun i¢in yapilan ¢aligmalar artmaktadir (98).

Candida tirlerinden C. krusei FLU direngli, C. glabrata FLU direngli ya da
duyarli olabilmesi, C.lusitaniae suslarinda AMB direnciyle sik karsilasilabilmesi de

ilag se¢iminde tiir tanimlamasinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (99).

Calismamizda, 20 susun sik tercih edilen antifungallerden AMB, VOR ve
FLU’ya duyarliliklarma ve quorum sensing molekiilii olan FAR maddesinin MiK

degerlerine etkisini arastirildi. Farkli tiirlerde duyarlilbik sinirlart  degistiginden

caligilacak her bir tiir i¢in ayr1 degerlendirme yapildi.
Mikrodiliisyon yontemi ile tiim suslar i¢in AMB MIK degerleri 0,5-2 pg/ml
arasinda bulundu. MiKso degeri 1 ug/ml iken MIiKoy degeri 2 pg /ml olarak

bulunmustur.

Tiim suslar i¢in VOR MIK degerleri <0,03-0,5 pg/ml arasinda bulundu. MiKso
degeri 0,03 pg /ml, MiKoo degeri ise 0,25 pg /ml olarak bulundu.

Tiim suslar icin FLU MIK degerleri 0,125-4 pg/ml olarak bulundu. MiKso degeri
0,25 pg /ml, MiKo ise 2 pg /ml olarak bulundu.
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Tiim suslar i¢in FAR MIK degerleri 150->1200 pg /ml arasinda bulundu. MiKso
degeri 1200 pg /ml bulunurken, MiKoo’1n 1200 pg /ml’den yiiksek oldugu tespit edildi.

C.albicans igin AMB MIK degerleri 0,5-2 pg/ml olarak bulunmustur. MiKso ve
MiKgo degeri 1 pg/ml olarak bulunmustur.

C. albicans igin VOR MIK degerleri <0,03-0,5 pg/ml arasinda bulundu. MIK50
degeri 0,03 pg/ml, MIK 90 ise 0,125 olarak bulunmustur.

C. albicans i¢in FLU MIK degerleri, 0,125-1 pg/ml arasindadir. MiKso ve
MiKoo’1 0,25 pg/ml olarak bulundu.

C. albicans igin FAR MIK degerleri 150-1200 pg/ml arasinda bulunmustur.
MiKso 600 pg/ml, MiKog ise 1200 pg/ml olarak bulundu.

C. parapsilosis igin AMB MIK degerleri 1-2 pg/ml arasinda bulunmustur.
MIKso degeri 1 pg/ml ve MiKoo 2 pg/ml olarak bulunmustur.

C. parapsilosis icin VOR MIK degerleri 0,03-0,25 pg/ml arasindadir. MiKs
0,03 pg/ml ve MiKog 0,25 pg/ml’dir.

C. parapsilosis igin FLU MIK degerleri 0,125-4 pg/ml arasindadir.MiKso 0,125
ng/ml, MiKgo 4 pg/ml olarak bulunmustur.

C. parapsilosis FAR MIiK degerleri 150->1200 pg/ml arasindadir. MIK50 1200
pg/ml olarak bulunurken, MIK90 1200 pg/ml’den biiyiik olarak bulunmustur.

C. glabrata igin AMB MIK degeri 2 pg/ml olarak bulunmustur. MiKso ve
MiKgo degerleri 2 pg/ml’dir.

C. glabrata i¢in VOR MIK degerleri 0,03-0,5 pg/ml arasindadir. MIK50 0,03
ng/ml ve MiK90 da 0,5 pg/ml’dur.

C. glabrata igin FLU MIK degerleri 0,5-2 pg/ml olarak bulunmustur. MIK50 1
pg/ml, MIK90 da 2 pg/ml’dir.

C. tropicalis i¢in MIK degerleri AMB icin 2 pg/ml, VOR igin 0,06 pg/ml, FLU
icin 0,25 pg/ml ve FAR icin 1200 pg/ml’den biiyiik olarak bulunmustur.

Kontrol suslar1 olan C. parapsilosis ATCC 22019 i¢in AMB igin 2 pg/ml, VOR
icin 0,03 ug/ml, FLU i¢in 1 pg/ml ve FAR i¢in 600 pg/ml olarak; C. krusei ATCC 6258
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i¢in ise AMB i¢in MIK degeri 2 pg/ml, VOR igin 0,125 pg/ml, FLU igin 0,5 pg/ml ve
FAR i¢in 1200 pg/ml olarak bulunmustur.

Yapilan kombinasyon calismalarinda tek siraya eklenen sadece farnesoliin bu
kez maya iiremesini inhibe etmemistir (MIK>1600 uM). Kombinasyonlar icin
hazirlanan mikroplaklara konan her alti konsantrasyondaki farnesol kuyucugunda da

tireme olmustur.

Kombinasyonlarda ise MIK degeri 0,5 pg/ml olan C. albicans 6rnekleri igin, 50
ng/ml eklenen farnesol, AMB i¢in susun degerini 0,125 pg/ml’ye, 100-1600 pg/ml

eklenen farnesol, 0,06’ ya diigiirmiistiir.

MIK degeri 1 pg/ml olan C. albicans suslart igin 50 pug/ml eklenen farnesol,
MIK degerini 0,5 pg/ml’ye, 100-300 pg/ml eklenen farnesol 0,125 pg/ml’ye, 600-1600
ng/ml eklenen farnesol ise 0,06 pg/ml’ye diisiirmektedir.

C. parapsilosis suslar1 igin ise MIK degeri 1 pg/ml olan suslara eklenen 50
pg/ml farnesol MIK degerini 0,5’e, daha yiiksek farnesol konsantrasyonlari ise 0,25’e

kadar diistirmiistiir.

C. glabrata’nin AMB i¢in MIK degeri olan 2 pg/ml olan suslara, 50-100
ug/ml’lik farnesol eklendiginde MIK degeri 1 pg/ml’e, 100-1600 pg/ml’lik

konsantrasyonlart ise 0,5 pg/ml’e diismektedir.

Tiim suslarda VOR ve FLU’ya eklenen farnesol konsantrasyonlart MIK

degerlerini degistirmemistir.

Sinerji veya antagonizma diyebilmek i¢in en az 100 katlik bir artis veya azalma
goriilmesi beklenmektedir (92). Dolayisiyla ancak AMB i¢in farnesoliin en az 50 pg/ml
eklenmesi gerekir ki hiicrelerin liremesi inhibe olabilsin. Artan konsantrasyonlarda bu

MIK degerinin azaldig1 gézlemlenmistir.

Iki otomatize sistemin karsilastirildigi bir calismada VITEK 2 Yeast Antifungal
Duyarlilik testinde 5 sus (3 C. glabrata, 1 C. crusei ve 1 C. tropicalis) doza bagh
duyarh, 1 C. glabrata susu direngli bulunmus, ATB Fungus 3 Antifungal Duyarlilik
testiyle tiim suslar AMB’ye direng¢li bulunmustur. Yine ayni ¢alismada C.lusitaniae
suslarinda artmis amfoterisin B direncinin aksine mevcut iki C.lusitaniae susunda da

her iki yontem ile yapilan duyarlilik testlerinde dirence rastlanmamis (99).
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Cordeiro ve ark. 45 C. spp. izolatin1 kullandiklar1 ¢aligmalarinda, farnesol i¢in
MIK degerlerini 4,68-150 uM arasinda, Amfoterisin B igin 0,0625-4 pg/ml arasinda
bulunmustur. 19 izolat (7 C. albicans, 11 C. parapsilosis ve 1 C. tropicalis) AMB’ye
direngli bulunmustur (MIK >1 pg/ml). Azol tiirevleri i¢in ise; 19 izolatin (1 C. albicans,
3 C. parapsilosis ve 5 C. tropicalis; MIK >64 pg/ml) FLU i¢in MIK degerleri 0,125-
>64 pg/ml. 34 susun (20 C. albicans, 9 C. parapsilosis ve 5 C. tropicalis; MIK>1
pg/ml) ITR igin MIK degerleri 0,03125->16 ung/ml arasindadir. Son olarak; CAS igin
de MIK degerleri 0,0625-2 arasinda bulunmustur, 2’si C. albicans ve 4i C.
parapsilosis olan 6 susun da yiiksek MIK degerine sahip oldugu gériilmiistiir (MIK=2
pg/ml). Yine ayn1 ¢ailsmada farnesoliin Candida izolatlarin hepsinde MiK degerlerini
diisiirdiigii gériilmiis. Farnesoliin in vitro direncli goriilen suslara dahi MIK degerini

diistirticti etki yaptig1 gézlenmektedir (100).

Henriques ve ark. farnesoliin Candida dubliniensis’in morfogenezine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada besiyerlerinde (RPMI gibi) suslarin iizerine 300, 150, 15 ve 1,5
uM eklemisler. 150 ve altindaki konsantrasyonlarda kayda deger bir degisim
gbozlemlememislerdir. %10 serumda inkiibe edilen C. dubliniensis hiicrelerinde gercek
hif olusumu gozlenmis, iizerlerine 150 veya 300 pM’lik farnesol eklenmesiyle hiflerin
tamamen ortadan kalktig1 gozlenmistir. Candida albicans’in hif olusumunun tamamen

durdurabilen farnesol konsantrasyonu ise 400 uM olarak bulunmustur (91, 101).

Langford ve ark. farkli kosullarda (YPD, GPP gibifarkli besiyerlerinde...)
farnesoliin etkisine bakmiglar ve farnesol konsantrasyonlar1 300 uM’a erisene kadar
minimal hiicre 6liimii gozlenmis, hiicre biliylimesi ise yalnizca 300 pM’dan biiyiik
konsantrasyonlarda gozlenmistir. GPP medyumunda eksponensiyel olarak iireyen
hiicrelere eklenen 40 uM farnesol liremenin inhibisyonuna neden olmustur, daha yiiksek

farnesol konsantrasyonlari lag fazini uzatmistir (94).

Mosel ve ark. germ tlip olusumunu engelleyen farnesol miktarinin tanimli
besiyerleri i¢in 1-2 pM olmasinin yeterli oldugunu fakat %?2-20’lik serum bulunan

besiyerleri i¢cin 250 uM farnesol gerektigini bulmuslardir (102).

Langford ve ark.(2010)’nin yaptig1 baska bir calismada da hem zengin bir
medyum olan YPD hem de GPP medyumunda, inokulum durgun fazdayken 300 uM
olarak bulunmustur. Inokulum eksponensiyel fazda ise 40 pM ve isti

konsantrasyonlarda iireme kismen de olsa inhibe olmaktadir. Log fazindaki hiicreler
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GPP’de 100 ve 300 uM’lik farnesolle 6lmektedirler. Bu ¢alisma 25, 30 ve 37 °C
sicakliklarda yapilmis hepsinde benzer grafikler ortaya ¢ikmigtir. Farklt medyumlarda
(GPP, YPD ve PBS) bu calisma denenmis, PBS’deki hiicrelerin farnesole daha duyarh
olduklar1 bulunmus. PBS’ye kiyasla GPP ve YPD’de hem eksponensiyel hem de durgun

fazda farnesole artan bir tolerans tespit edilmistir (101).

Jabra-Rizk ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada hem sentetik hem de endojen olarak
Candida albicans ve Candida dubliniensis’in 300 uM’lik farnesol konsantrasyonlarinda
tireyebildigini gozlemlemislerdir. C. dubliniensis ve Candida albicans’in farnesol i¢in
(0-300 uM arasi konsantrasyonlarda ) MIK degerleri mikrodiliisyon yontemiyle
arastirilmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra, kuyucuklarda Farnesol olmayan
kontrol kuyucuguna gore %80°’lik azalmanin oldugu kuyucuk MIK degeri olarak kabul
edilmistir. Ayrica flukonazolle kombinasyonuna bakilmistir. 0-64 pg/ml’lik
konsantrasyon araliklarinda 100 pl flukonazol diliisyonlar1 hazirlanmuis, tizerlerine 100
ul maya siispansiyonu, onun lizerine de final konsantrasyonlar1 0-300 uM olacak sekilde
farnesol eklenmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra flukonazol MiK leri ile
farnesol konsantrasyonlar1 arasinda (0-300) ters bir orant1 gozlemlenmistir. Genellikle
30-50 uM’lik farnesol konsantrasyonlar1 flukonazoliin MiK oranlarini direngliden doza
bagimli duyarli hale gelmesini saglamig, 100-300 pM’lik konsantrasyonlar ise
flukonazol MiK’ini duyarli hale getirmistir (103).

Yu ve ark. farnesoliin flukonzole diren¢ mekanizmasinda rol oynadigini
gostermek i¢in bir calisma yapmislardir. Farnesoliin, endojen olarak iiretilirkern,
farnesyl diphoshate (FPP)’nin enzimatik defosforilasyonu ile olusmaktadir. FPP de
sterol biyosentezi yolundaki ergosterol ve dolichollerin prekiirsor maddesidir. Azoller
gibi bazi antifungallerin sterol biyosentezini hedeflemesi hiicre i¢inde farnesol
miktarinin artmasina ve disinda farnesol miktarinin degismesine neden olmaktadir.
Calismada Candida albicans biyofilminde flukonazol igin MIK degeri 128 pg/ml olan
sus kullamlmistir. Farnesol eklenen flukonazoliin MIK degerlerinde bir azalma

goriilmiis ve farnesoliin flukonazol direncini azalttig1 gosterilmistir (93).

Hornby ve ark. (2004) maya siispansiyonlarina eklenen antifungallerin (4
antifungal denenmistir: flukonazol, klotrimazol, ketokonazol ve mikonazol) 6zellikle
karbon akigini sterol yoluyla engelleyenlerin farnesol iiretimini artirdigini tespit

etmisglerdir (104).
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Antifungal ve farnesol kombinasyonlarimin c¢alisildigt pek fazla yayin
bulunmamaktir. Ancak Cordeiro ve ark. 2013 yilmin baslarinda AMB, azoller ve
kaspofungin ile farnesol kombinasyonunu calismiglardir. 24 C. albicans, 16 C.
parapsilosis ve 5 C. tropicalis toplamda 45 susun farnesol ve direncgli oldugu antifungal
kombinasyonu ile MIK degerleri kiyaslanmistir. Candida tiirleri igin FAR MIK
degerlerini 4,68-150 uM arasinda bulmuslar. Calisilan izolatlarm MIK degerleri
sirastyla AMB, FLU, ITC ve CAS i¢in 19’u >1 mg/l, 18’1 >64 mg/l, 35’1 >1 mg/l ve 6’s1
da >2 mg/l olarak bulunmustur. Farnesoliin, metanolle diliie edildigi caligmalarin aksine

%30’luk DMSO ile seyreltilerek stok ¢ozeltileri hazirlanmistir (100).

Sonug olarak; calisgmamizda farnesoliin AMB ile kombinasyonunda basar1 elde
edilmis, farnesol AMB MIK degerini diisiirmiistiir (500 uM ve iizeri). Fakat farnesol
kullandigimiz diger ilaglarm (FLU, VOR) MIK degerlerinde anlamli bir diisiis
gbzlenmemistir. Farnesoliin AMB ile olumlu etkilesimi net olarak C. albicans’ta

gozlenmistir.

Canlilar tizeindeki yan etkileri (kimyasal olarak etkisi) tam olarak bilinmeyen
farnesoliin (105) biyofilm olusumlarina iliskin az da olsa caligmalar yapilmisken,
antifungallerle etkilesimini ele alan yeterli sayida c¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda AMB ile olumlu etkilesmi gozlenen ve adjuvan olarak kullanilabilecegi
diisiiniilen farnesoliin diger antifungallerle in vitro kombinasyonunu farnesoliin hem
mayalarin/kiiflerin antifungal duyarliliklarina hem de biyofilm olusumuna ve mayalarin
dimorfizmine etkisini arastiran in vitro ve Ozellikle de in vivo c¢aligsmalara ihtiyac

duyulmaktadir.
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