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OZET

Akboga R. Kan kiiltiirlerinden izole edilen Candidq’larm tiir diizeyinde tammmlanmasi ve antifungal
duyarhhiklarimin belirlenmesi.Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Van, 2024.

Candida’larin yol agtigi kan dolagimi enfeksiyonlari yiiksek morbidite ve mortaliteyle
seyretmektedir. Candida’larin tiir diizeyinde dogru ve hizli tamimlanarak antifungal duyarliliklarinin
belirlenmesi, tedavinin dogru ve erken yapilmasina olanak saglamaktadir. Calismamizda Van YYU
Dursun Odabas Tip Merkezine bagvuran hastalardan alinan kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen Candida
izolatlarinin geleneksel yontemler, otomatize sistemler ve PCR yo6ntemiyle tiir diizeyinde tanimlanmasi
ve standart yontem olan broth mikrodiliisyon, gradient test ve disk diflizyon yontemleriyle antifungal

direng profillerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Van YYU Dursun Odabas Tip Merkezi’ne bagvuran hastalardan alinan kan kiiltiir drneklerinden
izole edilen 63 Candidaizolati ¢alismaya dahil edilmistir. izolatlarm identifikasyonu geleneksel
yontemlerden germ tiip ve CHROMagar Candida(RTA, Tiirkiye) ile; otomatize sistemlerden BD Phoenix
M50 (Becton Dickonson, ABD)ve MALDI-TOF MS (Biomeriux, Fransa) ile ve molekiiler yontemlerden
multipleks PCR ile yapilmigtir. Antifungal duyarlilik i¢in Gradiyent Test ve Disk Diftizyon yontemleri

referans yontem olarak onerilen Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile karsilastirilmustir.

Toplam 32 sus, germ tiip testinde pozitiflik vermis ve C. albicansolarak tanimlanmstir. Sekiz
izolatta yalanci germ tiip pozitifligi bulunmus ve diger izolatlar germ tiip negatif olarak tespit edilmis ve
non-albicans Candida olarak belirlenmistir. CHROMagar Candida besiyerinde yaygin olarak goriilen 59
sus tir diizeyinde belirlenirken dort sus tiir diizeyinde tanimlanamamig, Candida spp. olarakrapor
edilmistir.Multipleks PCR ile C. albicans olarak saptanan bir sus CHROMagar Candida besiyeri ile C.
tropicalis olarak adlandirilmigtir. Tire spesifik primerlerin kullanildigi multipleks PCR y6nteminde 32
sus C. albicans, 11 sus C. parapsilosis, sekiz sus C. tropicalis, yedi sus C. glabrata, ii¢ sus C. kefyr, bir
sus C. lusitaniae ve bir sus C. krusei olarak tanimlanmistir. Phoenix M50 otomatize sistemi 63 susun
61’ini multipleks PCR’la uyumlu bir sekilde tanimlamig; multipleks PCR yontemiyle C. tropicalis olarak
saptanan bir sus BD Phoenix M50 ile S.cereviseae ve C. albicans olarak tanimlanan bir sus da C.
parapsilosis olarak tanimlanmigtir. MALDI-TOF MS otomatize sistemi 63 susun 60’11 multipleks
PCR’la uyumlu bir gekilde tanimlamig; multipleks PCR yontemiyle C.albicans olarak tespit edilen ii¢ ayr

susuC.kefyr,C.tropicalis veC. lusitaniaeolarak tanimlamustir.

Antifungal duyarlilik testlerine gore; broth mikrodiliisyon yontemine gore EUCAST e gore sinir
degerleri belli olan tiim izolatlar amfoterisin B’ye duyarli bulunmugstur. Bir C.albicans, iki C.parapsilosis
ve tiim C. glabrata izolatlar1 flukonazole orta duyarli; kalan izolatlar duyarli bulunmustur. Direngli bir C.
albicans susu hari¢ tiim izolatlar vorikonazole duyarli bulunmustur. C. albicans izolatlarinin 15’inde ve
C. parapsilosis izolatlarinin altisinda mikafungin direngli, tiim C. glabrata suslari duyarli bulunmustur.

Disk diflizyon yonteminde Amfoterisin B i¢in bulunan zon ¢aplar1 10-20 mm arasinda degismekteydi.

\



Vorikonazol icin disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri arasindaki uyum C.
parapsilosis i¢in %90,9 iken C. albicans ve C. tropicalis i¢in %100 olarak bulunmustur. Flukonazol i¢in
iki yontem arasindaki uyum C. parapsilosis i¢in %81,8 iken C. albicans i¢in %96,8, C. tropicalis igin
%100,C. glabrata i¢in %42,8 olarak bulunmustur. Gradient test amfoterisin B i¢inbroth mikrodiliisyon
yontemiyle %100 uyumlu bulunmustur. Flukonazol i¢in iki yontem arasindaki uyum C. albicans i¢in
%56, C. parapsilosis i¢in %36, C. tropicalis igin %75 ve C. glabrata igin %100 olarak bulunmustur.
Vorikonazol i¢in iki yontem arasindaki uyum C. albicans igin %25, C. parapsilosis igin %73, C.
tropicalis igin %62 olarak bulunmustur.Gradient test mikafungin i¢in, degerlendirilebilen tiim izolatlarda
duyarli bulunmustur. Mikafungin i¢in iki yontem arasindaki uyum C. albicans i¢in %50, C. parapsilosis
icin %45 ve C. glabrata igin %100 olarak bulunmustur.

Geleneksel yontemler ve otomatize sistemlerle Candida tiirleri yiiksek oranda dogru
tammlanmig; multipleks PCR yontemiyle karsilastirildiginda,en yiiksek uyumluluk oramt BD Phoenix
otomatize sistemiyle elde edilmistir. Bunu MALDI-TOF MS otomatize sistemi takip etmistir. Antifungal
direncini tespit etmede disk difiizyon yontemi, broth mikrodiliisyona alternatif bir yontem olarak

belirlenmistir. Gradient test yontemi amfoterisin B i¢in giivenli bulunmustur.

Anahtar kelimeler:Candida, antifungal direnci, broth mikrodiliisyon
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ABSTRACT

Akboga R. Identification of Candida isolated from blood cultures at species level and

determination of their antifungal susceptibilities. Van Yiiziincii Y1l University Faculty of Medicine,

Department of Medical Microbiology, Medical Specialization Thesis, Van, 2024.

Bloodstream infections caused by Candida have high morbidity and mortality. Accurate and
rapid identification of Candida at the species level and determination of their antifungal susceptibility
allows accurate and early treatment. In our study, we aimed to identify Candida isolates isolated from
blood culture samples taken from patients admitted to Van YYU Dursun Odabas Medical Center at the
species level using traditional methods, automated systems and PCR methods, and to determine their
antifungal resistance profiles using the standard methods of broth microdilution, gradient test and disk
diffusion methods.

63 Candida isolates isolated from blood culture samples taken from patients admitted to Van
YYU Dursun Odabas Medical Center were included in the study. Identification of isolates was carried out
using traditional methods such as germ tube and CHROMagar Candida (RTA, Turkey); It was performed
with automated systems BD Phoenix M50 (Becton Dickonson, USA) and MALDI-TOF MS (Biomeriux,
France) and with molecular methods multiplex PCR. For antifungal susceptibility, Gradient Test and Disk
Diffusion methods were compared with the Broth Microdilution Method, which is recommended as a
reference method.

A total of 32 strains were positive in the germ tube test and were identified as C. albicans. False
germ tube positivity was found in eight isolates and the other isolates were detected as germ tube negative
and determined as non-albicans Candida. While 59 commonly seen strains in CHROMagar Candida
medium were identified at the species level, four strains could not be identified at the species level,
indicating Candida spp. It was reported as. A strain detected as C. albicans by multiplex PCR was named
C. tropicalis with CHROMagar Candida medium. In the multiplex PCR method using species-specific
primers, 32 strains were identified as C. albicans, 11 strains as C. parapsilosis, eight strains as C.
tropicalis, seven strains as C. glabrata, three strains as C. kefyr, one strain as C. lusitaniae and one strain
as C. krusei. BD Phoenix M50 automated system identified 61 of 63 strains compatible with multiplex
PCR; A strain identified as C. tropicalis by the multiplex PCR method was identified as S. cereviseae by
BD Phoenix M50, and a strain identified as C. albicans was identified as C. parapsilosis. The MALDI-
TOF MS automated system identified 60 of 63 strains compatible with multiplex PCR; He identified
three separate strains detected as C. albicans by multiplex PCR method as C.kefyr, C. tropicalis and C.

lusitaniae.

According to antifungal sensitivity tests; According to the broth microdilution method, all
isolates with known breakpoints according to EUCAST were found to be sensitive to amphotericin B.

One C. albicans, two C. parapsilosis and all C. glabrata isolates were moderately susceptible to
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fluconazole; the remaining isolates were found to be susceptible. All isolates except one resistant C.
albicans strain were susceptible to voriconazole. 15 of the C. albicans isolates and six of the C.
parapsilosis isolates were found to be resistant to micafungin, and all C. glabrata strains were sensitive.
Zone diameters found for amphotericin B in the disc diffusion method varied between 10-20 mm. The
agreement between disk diffusion and broth microdilution methods for voriconazole was found to be
90.9% for C. parapsilosis and 100% for C. albicans and C. tropicalis. For fluconazole, the agreement
between the two methods was 81.8% for C. parapsilosis, 96.8% for C. albicans, 100% for C. tropicalis,
and 42.8% for C. glabrata.The gradient test was found to be 100% compatible with the broth
microdilution method for amphotericin B. For fluconazole, the agreement between the two methods was
found to be 56% for C. albicans, 36% for C. parapsilosis, 75% for C. tropicalis and 100% for C.
glabrata. For voriconazole, the agreement between the two methods was found to be 25% for C. albicans,
73% for C. parapsilosis, and 62% for C. tropicalis. The gradient test was sensitive to micafungin in all
isolates that could be evaluated. For micafungin, the agreement between the two methods was found to be
50% for C. albicans, 45% for C. parapsilosis and 100% for C. glabrata.

Candida species have been identified with a high rate of accuracy by traditional methods and
automated systems; Compared to the multiplex PCR method, the highest compatibility rate was obtained
with the BD Phoenix automated system. This was followed by the MALDI-TOF MS automated system.
The disc diffusion method has been identified as an alternative method to broth microdilution in detecting

antifungal resistance. Gradient testing method was found to be safe for amphotericin B.

Key words:Candida, antifungal resistance, broth microdilution
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1.GIRIS VE AMAC

Mantar enfeksiyonlari, duyarli konakgilar arasindaki goriilme sikliginin artmasi
ve direng Ozellikleri nedeniyle son birka¢ dekatta daha fazla ilgi gormektedir. Bunlar

arasinda Candida enfeksiyonlar1 en yaygin olanlaridir(Evren ve ark., 2022).

Candida’lar, tibbi agidan énemli mantarlarin en biiyiik cinsidir. Uyelerinin ¢ogu
insan viicudunda zararsiz bir sekilde yasayan komensaller olsa da bazilar firsatgr ve
tehlikeli derecede istilacidir. Bunlar, i¢ organlar1 ve kan dolasimini etkileyen siddetli
kandidiyazis ve kandidemiye neden olma yetenegine sahiptir (Lorenzo-Villegas ve
ark.,2023).

Candida suslari, bagisiklik sistemi yeterli konakgilar i¢in patojenik olmayan
mikrobiyolojik ajanlar olarak kabul edilmelerine ragmen, bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip ciddi enfeksiyonlarin Onemli

nedenleridir(Evren ve ark.,2022).

Candida'ya bagli kan dolasimi enfeksiyonlari, yaklasik %50'lik bir oliim

orantyla septiseminin dordiincii en sik nedeni olarak kabul edilmektedir (Ahmed ve ark.,
2002).

Candida'nin tiir diizeyinde tanimlanmasi, uygun antifungal ilaglarin se¢imini
saglayan 6nemli bir adimdir. Candida tiirlerinin dagilhimindaki degisiklikler, farkl: tiirler
arasinda antifungal ajanlara kars1 duyarliliktaki farkliliklar nedeniyle tedavi 6nerilerini
etkileyebilir. Invaziv kandidiyazis tedavisinde kullanilabilen antifungal ajanlar
polienler, azol ve en son ekinokandin sinifiyla sinirlidir. Birkac antifungal sinifina
duyarsiz olan ¢oklu ilaca direngli suslarin ortaya c¢ikmasi diinya capinda biiyiik bir
endise kaynagidir. Enfeksiyonlarin yayginlik orani ve antifungal duyarlilik testi {izerine
yapilan caligmalar, direncin ortaya ¢ikmasini sinirlayan uygun bir tedavi stratejisinin

secilmesine yardimci olabilmektedir(EIl-Ganiny ve ark.,2021).

Son yillarda, mantar hastaliklarindaki kademeli artis ve ampirik antifungal
ilaclarin yaygin kullanimi, direngli mantar tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Bu nedenle, uygun ve etkili antifungal tedaviyi se¢gmek i¢in in vitro antifungal duyarlilik

testi gereksinimleri artmaktadir. Bu testlerin kullanilmasinin  temel amaci,



enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda klinik basariyr 6ngérmeyi saglamaktir(Tiirk Dagi ve

ark., 2021).

Yiiksek morbidite ve mortaliteyle seyreden Candida enfeksiyonlarinin ve bu
enfeksiyonlara paralel olarak antifungal direncin artisi nedeniyle bu ¢calismamizda Van
YYU Dursun Odabas Tip Merkezine basvuran hastalardan alinan kan kiiltiir
orneklerinden izole edilen Candida izolatlarinin geleneksel yontemler, otomatize
sistemler ve PCR yontemiyle tiir dlizeyinde tanimlanmasi ve standart yontem olan broth
mikrodiliisyon, gradient test ve disk diflizyon yontemleriyle antifungal direng

profillerinin belirlenmesi amaglanmistur.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Candida’larin Tarihgesi

Mikoloji kelimesi Yunancada sapkali mantar anlamina gelen mykes
kelimesinden tiiretilmistir (McCullough ve ark.,1996). Mantarlarla ilgili ilk bilgiler MO
IV. yilizyila, Hipokrat donemine kadar uzanmaktadir. Hipokrat agizdaki pamukgugu
tamimlayarak Candida’lar ile ilgili ilk bilgileri sunmustur. 1771 yilinda ise Rosen von
Rosenstein pamukgugun invazyona sebep olup akcigerlere yerlestigini gostermistir.
1839 yilinda Bernard Langenbeck 6zefageal mukozadan bir Candida tiiriinii izole etmis
fakat bu mikroorganizmayi parazit olarak tanimlamistir. 1839 yilinda Langenbeck’in
izole ettigi bu mikroorganizma 1842 yilinda Gruby tarafindan Sporotrichum olarak
tanimlanmistir (Calderone, 2002; Edwards, 2010). 1847 yilinda mantarlar Robin
tarafindan Oidium albicans olarak adlandirilmistir. 1923’te ise Roth Berkhout
pamukguk etkeni olan mikroorganizmaya Candida ismini vermistir. Daha once yiizeyel
ve O6nemsiz goriilen Candida enfeksiyonlarinin 1960’lardan itibaren tan1 ve tedavideki
ilerlemelerle 6nemli bir mortalite ve morbidite etkeni oldugu ortaya konmustur (Hughes

ve Flynin,2004; Smith ve Steinbach, 2008).

2.2. Candida’larin Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Candida’lar ireme Ozelliklerine gore eseyli ve eseysiz olarak smiflandirilirlar.
Eseysiz olarak iireyen Candida tiirleri mantarlarin Deuteromycota bdliimi,
Blastomycetes sinifi, Cryptococcales takiminin Cryptococcaceae ailesinde yer alirken
eseyli iireme gosteren Candida’lar mantarlarin Ascomycotina boliimii, Ascomycetes
siifi, Saccaromycetales takiminin Saccaromycetaceae ailesinde bulunur (4). Giinlimiize
kadar Candida’larda yaklasik 300 tiir tanimlanmis olmasina kargin bunlardan ¢ok azi
klinik 6neme sahiptir. Klinik 6neme sahip Candida tiirlerinden bazilar1;C. albicans, C.
dublinensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C.

glabratave C. guillermondi'dir (Takashima ve Sugita,2022).

Candida’larin tamam1 maya morfolojisinde, heterojen bir mantar grubudur.
Makroskobik olarak Sabouraud dektroz agar (SDA) besiyerinde

Candida kolonileri krem ila sar1 renktedir. Tiirlere bagl olarak kolonidokusu piiriizsiiz,



parlak, kuru, burusuk veya donuk olabilir. Optimum besin maddelerine sahip standart
kosullar altinda maya, kiire seklinde, oval sekilli ve boyutlar1 yaklasik 2-5 X 3—7 um
olan tomurcuklanan hiicreler (blastokonidia) seklinde biiyiir (Silva ve ark., 2012; Walsh
ve ark., 2020). Tim Candida’lar tek tek, zincir olusturarak ya da kiimeler halinde maya
hiicreleri meydana getirirler. Candida’lar hem pseudohif (yalanct hif) hem de gergek hif
yapist olusturur (Walsh ve ark.,2020). C. albicansve C. dubliniensis hem gergek hif hem
de pseudohif olusturabilirken diger tiirler pseudohif olusturur (Silva ve ark., 2012).

2.3. Epidemiyoloji

Candida’lar toprak, su ve besinlerde bulunabilen; insanlarda cilt, gastrointestinal
sistem, solunum sistemi ve genitoiiriner sistem mukozalarinin florasinda bulunan maya
mantarlaridir (Seyedmousavi ve ark., 2015). Candida’lar klinik 6rneklerden en g¢ok
izole edilen maya tiirleridir (Procop ve ark.,2017).Candida’larin 300’den fazla tiirii
bulunmasina karsin bunlardan ¢ok azi klinik 6neme sahiptir. Bunlardan bazilari:C.
albicans,C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae,

C. glabratave C. guillermondiiidir (Takashima ve Sugita, 2022).

Insanlarda mantar enfeksiyonlari yaygindir ve hafif yiizeysel enfeksiyonlardan
yasami tehdit eden invaziv enfeksiyonlara kadar degisir (Li ve ark., 2023). Invaziv
fungal enfeksiyonlarin ensik nedeni Candida’lardir. Kandidemiler ise invasiv
kandidozun en sik goriilen formudur (Erdem ve ark., 2012). Kandidemi diinyada
hastanede yatan hastalar arasinda en sik goriilen mantar hastalifidir ve en az bir kan
kiiltiirtiniin pozitif goriilmesi tani i¢in yeterlidir (Li ve ark., 2023). Candida’lar kan
dolagimi1 enfeksiyonlarinin en sik nedenleri arasindadir (Jzunhu ve ark., 2021).
Kandidemi biiyiik oranda mortalite ve morbidite ile iligkilidir (Zeng ve ark., 2020).
Kandidemiye yol acan tiirlerin dagilimi cografi bolge ve hasta popiilasyonuna gore
farklilik gostermektedir. Kandidemilerin en sik sebebi C. albicansiken albicans disi
Candida’larin sebep oldugu kandidemilerin siklig1 artmaktadir. Candida izolatlarin
goreceli oranlarindaki degiskenlik, klinik durum veya yas, altta yatan komorbiditeler,
antifungal ajanlarin  yaygin kullamimi ve cografya gibi risk faktorleriyle
iliskilendirilmistir. Candidaalbicans kandideminin birincil nedenidir ve birgok tilkede

en yaygin tiirlerden biridir; Candidaglabrata ABD ve Avrupa'da ikinci veya ligiincii en



yaygin tiirdiir ve Candida parapsilosis Giiney Amerika, Gliney Avrupa ve Asya'daki
yenidoganlarda baskindir (Erdem ve ark., 2012; Zeng ve ark., 2020).C.aurisgibi yeni
tiirlerin ortaya ¢ikmasi, antifungal direncinin artis1; komorbidite, yas, malignite gibi
hastaya bagli faktorler ve cografi dagilim albicans disi tiirlerin artisinda rol

oynamaktadir (Erdem ve ark., 2012).

2.4.Tibbi Onemi Olan Baz1 Candida’lari Ozellikleri

2.4.1. C. albicans

C. albicansinsanlarda enfeksiyona neden olan ¢ok az sayidaki mantar tiiriinden
biridir. Cogu insanin gastrointestinal sistem, genitoliriner sistem ve cildini
asemptomatik olarak kolonize eder. Saglikli bagisiklik sistemine sahip bireylerde C.
albicansgenellikle zararsizdir ve yerel mikrobiyotanin diger tiyeleriyle dengede tutulur.
Bununla birlikte, konak¢i mikrobiyotasindaki degisiklikler, konak¢imin immiin
yanitindaki degisiklikler veya yerel c¢evredeki degisiklikler C. albicans'in asiri
bliylimesine ve enfeksiyona neden olmasina yol agabilir. Bu enfeksiyonlar; pamukguk,
vajinal mantar enfeksiyonlar1 gibi yiizeysel, mukozal ve dermal enfeksiyonlardan,
oldukga yiiksek 6liim oranlarina sahip hematojen olarak yayilan enfeksiyonlara kadar

degisir (Nobile ve Johnson, 2015).

C. albicans,hastane kaynakli enfeksiyonlarin dnde gelen nedenlerindendir. Tim
sepsis vakalarmin  %15'ini  olusturur ve klinik ortamlardaki kan dolasimi
enfeksiyonlarmin  %40'min nedenidir. C. albicanshem bagisikligi yeterli hem de
bagisikligi baskilanmis bireyleri enfekte edebilse de neden oldugu enfeksiyonlar
ozellikle AIDS hastalarinda, kanser kemoterapisi veya bagisiklik sistemini baskilayan
tedaviler goren hastalarda ve tibbi cihaz implantasyonu olan bireylerde ciddi tablolara
yol acar (Gulati ve Nobile, 2015).

C. albicanstiirleri kiiltiirde hizli iirer ve 3 giin gibi kisa bir siirede olgunlasir
(Walsh ve ark., 2020). Yash kiiltiirlerde, genellikle kolonilerin kdselerinden yayilan
yildiz patlamast seklinde diken benzeri bir goriiniim olusturur. CHROMagar

besiyerinde sari-yesil ila mavi-yesil renkte koloniler olusturur (Procop ve ark., 2017).



Germ tiip,C. albicanstarafindan iretilir ve gercek germ tiipiin boyun kisminda
(hifal uzantinin ana hiicre ile baglantili oldugu yer) bir daralma bulunmaz. Germ tiip
olusumu gozlendiginde C. albicanson tanimlamasi yapilabilir. Tiim C. albicanssuslari
germ tlip olusturmaz. Bundan dolayr germ tiip olusumu goézlenmediginde kiiltiir
biyokimyasal testlere tabi tutulmali ve misir unlu agara ekimi yapilmalidir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda misir unlu agar mikroskobik olarak klamidospor ve diizenli aralikli
blastokonidya varlig1 yoniinden incelenir. Mikroskobik olarak bu yapilar mevcut oldugu
takdirde de C. albicanson tanimlamasi yapilir. Eger germ tiip testi negatif ve misir unlu
agarda klamidospor olusumu yok ise izole edilen maya hiicresi muhtemelen C.
albicansdisinda bir tiirdiir. C. albicanssuslarimin  yaklasik %5’ germ tiip
olusturmayabilir; buna karsin klamidospor da olusturmayan C.albicanssusu yok
denecek kadar azdir(Procop ve ark., 2017). Sekil 1°de germ tiip, Sekil 2’de yalanci germ
tiip yapis1 gosterilmistir.

Sekil 2. Yalanci germ tiip yapisi (Yiicel ve Kantarcioglu, 2014)

Misir unlu tween-80 agarda C. albicanstiirleri blastokonidyumlar, psédohifler
(yalancr hifler), cok nadir olarak gergek hifler ve klamidospor olusturabilir. Misir unlu

tween-80 agar besince fakir bir ortamdir ve maya hiicrelerinin, iyi yedek besin



depolayan klamidospor olusturmasina yol acar. C. albicanstiirleri misir unlu tween-80

agarda iri, tekli ve kalin geperli terminal klamidosporlar olusturur (Yiicel ve
Kantarcioglu, 2014; Walsh ve ark., 2020).Sekil 3’te hiflerin ucunda tek tek dizilim

gosteren klamidosporlar goriilmektedir.

Sekil 3. Klamidospor yapist. Hiflerin ucunda klamidosporlar (Yiicel ve Kantarcioglu,
2014)

2.4.2.C. dubliniensis

Candidadubliniensis, ilk kez 1995 yilinda HIV ile enfekte bireylerin agiz
boslugunda tanimlanan dimorfik bir mayadir. Fenotipik olarak C. albicans'a benzese de
C.dubliniensis'in fosfolipaz, aspartil proteinazve viriilans genlerinin ekspresyonunun
azalmasi nedeniyle daha az viriilan oldugu disiiniilmektedir. C.dubliniensis, bagisiklik
sistemi baskilanmis konakgilarin orofarinks ve solunum yollarinda kolonilesir ve kanda,
yumusak dokuda, iirogenital, gastrointestinal ve korneada firsat¢1t bir patojen olarak

goriilmektedir (Tahir ve ark., 2020).

C.dubliniensisklinik olarak 6nemli yaklagik 150 Candida tiirii arasinda daha az
yaygin olan bir tirdiir ve insanlardan izole edilen Candida tiirlerinin %0,1-1'ini
olusturur. Mikroskobik morfolojideki fenotipik benzerligi ve psodohif, gercek hif
veklamidyaspor tiretimi nedeniyle daha 6nce C. albicansolarak kabul edilmistir. Nadir
olmasma ragmen, C.dubliniensis potansiyel olarak invazif enfeksiyonlara neden olur
(Kakehi ve ark., 2020).

C.dubliniensis agiz boslugunun normal florasinda bulunur ancak diger anatomik
bolgeleri de kolonize edebilir. C.dubliniensis, Candida albicans ile yakindan iliskilidir.

C. albicansve C.dubliniensis ayni in vitro antifungal duyarlilik modellerini paylasir.



CLSI/EUCAST referans yontemleri veya ticari yontemlerle belirlenen klinik simnir
degerleri ve Epidemiyolojik Kesme degerleri benzerdir, Antifungallere kars1 kazanilmig
direng, daha az siklikla da olsa tipki C. albicans'ta oldugu gibi C.dubliniensis'te de rapor
edilmistir. Yakin zamana kadar C.dubliniensis'in klinik laboratuvarlarda tanimlanmasi
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu — Ugus Siiresinin (MALDI-TOF)
kullanilmasiyla kolaylagmistir(Ayadi ve ark., 2020).

C. dubliniensis kolonileri C. albicans’da oldugu gibi kiiltiirde hizli iirer ve {ig
giin gibi kisa bir siirede olgunlasir. CHROMagar Candida besiyerinde kolonileri C.
albicans’da oldugu gibi yesildir ancak C. albicans’inkinden daha koyu bir yesildir
(Walsh ve ark., 2020).

Asagidaki karakteristik 6zellikler C. dublinensis’in C. albicans’dan ayriminda

yardimcidir:

e 45° C’de lireyememe

e Daha bol miktarda klamidospor iiretimi

e Ozel besiyerinde iireme

e Karbonhidrat asimilasyon profili

e DNA dizisi veya MALDI-TOF paterni

e Germ tiip pozitif fakat Candida albicans i¢in yapilan PNA FISH testinin
negatif olmasi (Procop ve ark., 2017).

2.4.3.C. tropicalis

C. tropicalis, insanlarda hem yiizeysel hem de sistemik enfeksiyonlara neden
olabilen yaygin bir firsatgr maya patojenidir. C. tropicalisilk olarak 1910 yilinda
mantar bronsiti olan bir hastadan izole edilmistir. O zamandan beri bu maya, toprak, su,
cesitli agaglar ve bitki kalintilarinin yani sira insanlardan ve diger hayvanlardan daizole
edilmistir. Genis ekolojik dagilimmna benzer sekilde, C. tropicalis cografi olarak da
genis bir dagilima sahiptir ve Ozellikle Gilineydogu Asya, Afrika, Orta ve Giiney
Amerika gibi tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygindir. C. tropicalisinsanlarda cilt,
agiz boslugu, mide-bagirsak kanali, dolagim sistemi ve iirogenital sistem gibi cesitli

viicut bolgelerinden izole edilmistir. Sistemik kandidiyazi olan hastalar arasinda C.



tropicalis , 6zellikle hematolojik maligniteleri olanlarda genellikle ikinci veya tigiincii
en yaygin nedensel ajan olarak rapor edilmektedir. C. tropicalis'in neden oldugu kan
dolagimi enfeksiyonlari, %41-61 arasinda degisen yliksek Oliim oranlariyla iliskilidir
(Xu, 2021)

C. tropicalis,sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerinde krem veya beyaz
renkte koloniler olusturur.Kolonileri kremsi dokuya ve piiriizsiiz goriiniime sahiptir ve
hafif kirigik kenarlara sahip olabilir ancak onu diger Candida tiirlerinden ayirmak
imkansizdir. Kiiltiirde hizli tirer ve ii¢ giinde olgunlasir, CHROMagar Candida
besiyerinde 24-72 saat sonra metalik mavi renkte koloniler olusturur ve bu, olasi
tanimlama i¢in kullanilabilir (Zuza-Alves ve ark., 2017; Walsh ve ark., 2020;Lima ve
ark.,2022).

Misir unlu tween-80 agar besiyerinde c¢iftler halinde veya tek basina
gruplandirilabilen kiiresel veya oval blastokonidiler, dallanmis zincirlerde psodohifalar
ve hatta gergek hifler gozlemlenebilir. Biyokimyasal ozelliklere iliskin olarak, C.
tropicalis'in galaktoz, sukroz, maltoz ve trehalozu fermente edebildigi, ayrica bunlari ve
diger karbonhidratlar1 oksidatif yolla asimile edebildigi bilinmektedir (Zuza-Alves ve
ark., 2017).

Germ tiip gercek hif yapisinin ilk baslangi¢ fazidir ve baslangi¢ yerinde yalanci
hif i¢in karakteristik olan daralma bulunmaz. C. tropicalis eger dikkatli bir sekilde hifal
uzamanin baslangici incelenmez ise, germ tiip ile karistirilabilen yalanci germ tiip

olusturur(Procop ve ark., 2017).

2.4.4.C. glabrata

Candidaglabrata son yillarda goriilme siklig1 artan firsat¢i bir maya patojenidir.
Cins adina ragmen, bu tiir aslinda C. albicansgibi diger Candida patojenlerinden ¢ok,
tomurcuklanan Saccharomyces cerevisiae mayasiyla daha yakindan iliskilidir(Gabaldon
ve Fairhead,2019).

C. glabrata, invaziv kandidiyaza neden olan yaygin bir patojendir. Albicans dis1
Candida enfeksiyonlar1 arasinda C. glabrata enfeksiyonlari en yiiksek 6liim oranlartyla
iliskilidir (Cai ve ark., 2020).



C. glabrata, hastanelerde direngten en sik sorumlu olan tirdir
veCandidaenfeksiyonlarindan en sik izole edilen ikinci tiirdiir.C. glabrata'ningoriilme
siklig1 eriskinlerde ¢ocuklara ve yenidoganlara gore daha yiiksektir. Mayadan hifaya
gecememesine ragmen C. glabrataproteaz enzimleri ve kalin biyofilmler de dahil olmak
tizere bir¢ok virlilans faktoriine sahiptir. Konak¢imnin bagisiklik sisteminden kagarancak

ciddi hasara neden olmadan varligin1 siirdiiriir (Pristov ve Ghannoum,2019).

C. glabrata,diger Candida tiirlerine gore biraz daha yavas iirer.SDA'da C.
glabrataparlak, piiriizsiiz ve krem renkli koloniler olusturur.(Silva ve ark.,2012)
Kolesteroliin iiremesini arttirdigi veya iireme i¢in kolesterole bagimli olan izolatlar
tespit edilmistir. Ozel besiyerleri olmaksizin MacConkey agar iizerinde kiigiik koloniler
olarak goriinebilir veya rutin mikolojik besiyerlerinde sadece bir safra diski etrafinda
iirer. Bu organizmanin ergosterol ve bunun sentetik yolagin1 hedefleyen antifungallere
kars1 artan direng gostermeleri olasidir. Bu nedenle kiiltiir besiyerlerine flukonazol ilave
edilmesi bu organizmanin saptanma olasiligini artirabilir. Misir unlu tween-80 agarda
kiigiik, oval maya hiicreleri goriiliir ve bunlar da tekli terminal tomurcuklanma yapar.
Siki kiimeler olustururlar. Yalanci hifler olusmaz, nadiren birkag kisa zincir olusturan

oval hiicreler goriilebilir (Procop ve ark., 2017; Walsh ve ark., 2020).

C. glabrata,yalnizca glukoz ve trehalozu fermente ve asimile eder; bu durum,
sakkarozun dikkate deger istisnast disindabirtakim sekerleri fermente eden ve/veya
asimile eden C. albicans'la tezat olusturur. CHROMagarCandida besiyerinde C.
glabratakolonileri, mavi-yesil olan C. albicanskolonilerinin aksine beyaz, pembe veya

mor goriiniir (Silva ve ark.,2012).

2.4.5.C. parapsilosis

C. parapsilosis,dogada yaygin olarak bulunur ve siklikla evcil hayvanlar,
bocekler, toprak ve deniz ortamlar1 gibi ¢esitli insan dis1 kaynaklardan izole
edilir(Branco ve ark., 2023).C. parapsilosis, insan elinden en sik izole edilen
mantarlardan biridir ve hastanede yatan hastalarin normalde steril viicut bolgelerinden
en sik izole edilen ikinci Candida tiiridiir. Bununla birlikte, C. parapsilosisfungemisi,
C. albicansve C. glabrata'nin neden oldugu fungemiyle karsilastirildiginda daha diistik
bir 6liim oranina (%4) sahiptir (Silva ve ark., 2012).
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Misir unlu agar preparatlarinda cali goriiniimiine benzeyen, ekim c¢izgilerine
bitisik, cok sayida fokal alani olan satellit iireme paterninin goézlenmesi, C.
parapsilosis’in olast tanmimlamasi igin anahtardir (Procop ve ark., 2017). C.
parapsilosishizli iirer ve 3 giinde olgunlasir. Kremsi, bazen dantel seklinde bir goriiniim
olusturur. Misir unlu tween-80 agarda yalanci hif boyunca tek tek veya kiigiik kiimeler
halinde blastokonidyumlar goriiliir. En ¢ok goze ¢arpan dzellikleri nispeten kisa olan
yalanci hiflerin (C. tropicalis’inkilerle karsilastirildiginda) yamuk veya Kkavisli
goriiniimii ve dev hiicreler olarak adlandirilan iri hifal elemanlarin bazen bulunmasidir
(Walsh ve ark., 2020).C.parapsilosisizolatlart CHROMagar Candida besiyerinde kirli
beyazdan pembeye kadar gesitli tonlarda goriliir (Ni ve ark., 2003).

C. parapsilosis’in biyofilm iiretmesi total parenteral beslenme alan santral venoz
kateter takilan hastalarda yaygindir. C. parapsilosis'in biyofilm yapisi klinik izolatlar
arasinda yiiksek degiskenlik gostermektedir. C. parapsilosisgergek hif olusturmadigi
icin biyofilmi, diger Candida tiirlerinden daha diisiik bir hacim kaplayan, toplanmis
blastokonidia ve psddohifadan olusur. Santralvendz kateterin veya diger kalici
cihazlarin uzun siireli kullanimina ihtiya¢ duyan hastalar, C. parapsilosis'in protez
yiizeylere ve implante edilmis tibbi cihazlara yapigsma yetenegi nedeniyle yiiksek risk
altindadir. Bu gibi durumlarda biyofilm olusumu tipik olarak baglanmadan hemen sonra
baslar. Yap1 olgunlastiginda, antifungallerin hiicrelere ulagsma yetenegi biiyiik ol¢iide
azalir ve bu da konakg¢ida potansiyel olarak yasami tehdit eden sonuglar dogurur

(Branco ve ark.,2023).

2.4.6.C. lusitaniae

C. lusitaniae nadir goriilen firsatgr bir patojendir ve en yaygimn risk faktorleri
arasinda genellikle altta yatan bir malignite bulunan bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalar yer alir. Genellikle amfoterisin B'ye diren¢ gosterir ve ekinokandinler birinci
basamak tedavi olarak kabul edilir.C. lusitaniae fungemisi, altta yatan malignitesi olan
ve/veya kemoterapi goren hastalari etkileyen ¢ok nadir bir hastaliktir.C. lusitaniae hizla
antifungal direng gelistirir. Biyofilm olusumu meydana geldiginde antifungal direng

yetenegi artar(Raja ve Park, 2021).
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C. lusitaniae, oval, elipsoidal veya uzun maya hiicreleri iireten dimorfik bir
Candida tiiriidiir. Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerindeki kolonileri beyaz ila
krem renginde, yumusak ve piriizsiz goriinimdedir. CHROMagar'da koloniler
pembemsi ila mor bir renk olusturur. Bu 6zelligiyle morfolojik olarak benzer oldugu C.

tropicalis'ten ayrimi saglanmis olur (Khan ve ark., 2019; Mendoza-Reyes ve ark.,2022).

C. lusitaniae gergek hif gelistirme yetenegine sahip degildir, yalnizca psddohif
gelistirir. Misir unlu tween-80 agarda yalanci hifler ince, dallanmis ve kavisli

goriiniimdedir ve uzamis blastokonidyumlardan olusan kisa zincirler vardir. (Mendoza-

Reyes ve ark.,2022;Walsh ve ark., 2020).

C. lusitaniae, morfolojik olarak C. tropicalis ve C. parapsilosise benzer, fakat
sellobiyozu fermente etme, ramnozu da genellikle asimile etme yetenegi ile ayirt edilir
(Walsh ve ark., 2020).

2.4.7.C. krusei

Candidakrusei firsatgr bir mantar patojenidir. Yiiksek prevalansta invazif
kandidiyazis ve kandidemiye neden olan, albicans disi Candida tiirleri (NAC) arasinda
en sik goriilen dordiincii tiirdiir. C. krusei, diger Candida tiirleriyle karsilastirildiginda
en diisiik 90 giinliikk hayatta kalma oranina sahipbir mayadir. Enfeksiyonlar siklikla
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikar(Van Haren ve ark.,2022; Fadilah
ve ark., 2023).

C. krusei kiiltirde hizli iirer, 3 giin gibi kisa bir siirede olgunlagir. Yaklagik 5-8
mm c¢apinda yuvarlak, kremsi ve piirlizsiiz beyazimsi koloniler olusturur. Kolonileri
yasst ve kuru goriinimliidiir.C. krusei, 25 um uzunluga sahip olabilen silindirik maya
hiicreleri iretir. Bu maya hiicreleri diger Candida tiirlerinin kiiresel veya oval sekliyle
tezat olusturan uzun taneli pirince benzerler. CHROMagar Candida agardaki kolonileri
purtiiklidiir, ortas1 pembe ve kenarlar1 beyaz renklidir. C. krusei de.C. albicansgibi
termodimorfizm gosterir; 37°C'de biiylidiigiinde hifler, daha diisiik sicakliklarda inkiibe
edildiginde ise blastokonidia ve psodohif tiretir. C. Krusei, ger¢ek hif olusturabilen bir

tirdlir. Misir unlu tween-80 agarda capraz kibrit ¢Oplerine veya agaca benzer
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goriinimdeki uzun blastokonidyumlarin bulundugu yalanci hifler olusturur(Walsh ve

ark., 2020;Goémez-Gaviria ve ark.,2020).

C. krusei, sistemik hastaligin yani1 sira yiizeysel enfeksiyonlarla da iliskilidir. Bu
organizma bronkopnémoni ve nadir olarak vulvovajinal kandidiyazise neden olabilir.C.
krusei, Candida enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan bir antifungal olan
flukonazole karsi dogal direnci olan essiz tiirler arasindadir(Gomez-Gaviria ve ark.,

2020;Fadilah ve ark., 2023).

2.4.8.C. kefyr

Candidakefyr, son yillarda daha sik goriilen, yeni ortaya ¢ikan ve nadir goriilen
bir non-albicans Candida tiirtidiir. Bu mantar patojeni histoloji, PCR ve DNA dizilimi
ile teshis edilir ve hem yiizeysel hem de sistemik enfeksiyonlara sebep olabilir.
Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda enfeksiyonlar biliyiik endise kaynagidir. C.
kefyr, onkohematolojik maligniteli olgularda ortaya cikan bir enfeksiyon ajanidir.
Onkohematoloji servislerinden diger servislere gore daha sik izole edilmektedir. Bu
tiirler azollere, ekinokandinlere, amfoterisin B ve flusitozine duyarlidir. Bagisiklig
baskilanmis konakgida bu patojenin baskinliginin nedeni hala bilinmemektedir(Jyothi
ve ark., 2021;Kumar ve ark.,2022).C. kefyr gastrointestinal sistemde yasar ve bu tiirii

barindiran siit tirtinlerinin tiiketimiyle iliskilidir (Reda ve ark.,2022).

C. kefyr, besiyerinde hizli iirer ve ii¢ giin gibi kisa bir siirede olgunlasir. Misir
unlu tween-80 agarda karakteristik olarak birbirine paralel dizilim gosteren, derede
yiizen kiitiiklere benzer goriintii sergileyen uzun blastokonidyumlar ile yalanci hifler
olusturur. Blastokonidyumlarin lireme noktalarinin aga¢ dallarina benzer sekilde sirali
dizilim gostermesi disinda C. krusei de benzer patern olusturur. Bu iki tliriin ayriminin
yapilmasinda karbonhidrat asimilasyon testleri gerekli olabilir (Walsh ve ark
2020,Procop ve ark., 2017).

2.4.9.C. auris

Candida auris, Candida cinsine ait bir maya tiiriidiir. Ik olarak 2009 yilinda
Japonya'da bildirilen Candidaauris, bes kitada izole edilen yeni ortaya ¢ikan bir
patojendir(Jeffery-Smith ve ark., 2018).
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C. auris, CHROMagar'da soluktan koyu pembeye ve nadiren bej rengine kadar
degisen ¢ok sayida renk morflar sergileyebilir ve inkiibasyon siiresi uzatilirsa koloni
rengi kirmiziya donebilir. Sabouraud dekstroz agarda C. auris piiriizsiiz ve beyaz ila
krem renginde koloniler iiretir. C.auris susu 40°C’deiyi gelisir ancak 42°C’deyavas
bliylime gosterir ve %0,01 sikloheksimit varliginda biiylime gostermez. Tek basina,
ciftler halinde veya gruplar halinde olusabilen oval veya uzun maya hiicreleri olusturur.
C. auris nadiren hif veya psodohif olusturur ve germ tiip yapisi olusturmaz (Jeffery-
Smith ve ark., 2018; Walsh ve ark 2020).

Bir hastadan digerine yayilma yetenegi ve cansiz ylizeylerde hayatta kalma
yetenegi, C. auris'i 6zellikle yogun bakim {initelerindeki hastane salginlarindan sorumlu
kilmaktadir.C. auris’in virillans faktorlerinden bazilari, fosfolipazlar ve aspartik
proteazlar gibi enzimler ve adezin liretimi sayesinde biyofilm olusturma yetenegidir.
Biyofilm iretimi, C.auris'in hastalarin cildinde, ozellikle koltuk alti ve kasik
bolgelerinde ve idrar sondasi veya santral venoz kateter (CVC) gibi ¢ok sayida saglik
cihazinda kolonize olmasina olanak tanir. Biyofilm, C. auris'in hastane ortaminda da
uzun bir slire boyunca hayatta kalmasini saglar. Ayrica C. auris tarafindan {iretilen
biyofilm, kuaterner amonyak bilesikleri dahil yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara
kars1 diren¢g gosterebilir. Biyofilm, ayn1 zamanda antifungal maddelere karsi
duyarliligin azalmasina neden olabilir. C. aurisizolatlarinin yaklasik %97'si flukonazole

ve %50'si polienlere direnglidir(Pallotta ve ark., 2023).

2.5. CandidaEnfeksiyonlarinda Patofizyoloji ve Risk Faktorleri

Candida tiirleri hem insanlarda hem de hayvanlarda normal florada bulunan
mikroorganizmalardir. Bagisiklik sistemi zayifladiginda veya normal florada
dengesizlige yol acan bir durum oldugunda, Candida tiirleri ¢ogalir. Bu durum
Candida’larin asin kolonizasyonuna ve translokasyon yoluyla kan dolasimina gecisine

neden olur (Cortés ve ark.,2020; Mba ve Nweze,2020).

Candida tiirleri birka¢ farkli anatomik bolgeyi kolonize edebilir. Candida
tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu endojen kolonizasyondan kaynaklanir.

Ancak hastane calisanlari, hastane atmosferi ve kateterler gibi biyofilmle kirlenmis
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invaziv cihazlar araciligiyla bulasan enfeksiyonlar gibi ekzojen kontaminasyon da

meydana gelebilir (Mba ve Nweze, 2020).

Candida tiirlerinin patogenezi, birden fazla mekanizma ve yolu i¢eren ¢ok yonlii
bir siirectir. Ayrica hem konak hem de mikroorganizmanin 6zelliklerini igeren karmasik
ve cok faktorlii bir mekanizmadir. Enfeksiyonun olusmasi i¢in firsatgi patojenin konak
ortaminda ¢ogalmast ve konagin bagisiklik sisteminde hayatta kalmasi gerekir.
Organizma ayrica, Ozellikle sistemik enfeksiyonda, diger viicut dokularina ve
organlarina yayilabilmektedir. Cilt veya gastrointestinal bariyerlerin bozulmasi,
yayilmis veya derin organ kandidiyazisine yol agabilir. Daha ciddi durumlarda, viicudun
farkli  organlarina  yayilabilen  kan  dolasimi  enfeksiyonlar1 ~ meydana
gelebilir.Coguinsanda Candida enfeksiyonlar1 ~ asemptomatiktir.  Bunun  nedeni,
bagisiklik sisteminin organizmanin viicutta yayilip enfeksiyon olusturmasini
engellemesidir. Ancak bagisiklik sistemindeki azalma veya mikrobiyota dengesindeki
degisiklikler, diger faktorlerle bir araya geldiginde Candida'nin yayilmasin
kolaylastirabilir ve bu durum siklikla 6liimciildiir (Mba ve Nweze, 2020).

Candida tiirleri, kan dolagimi enfeksiyonlar1 i¢inde en sik saptanan etkenler
arasinda olup ciddi morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Candida kan dolasimina
gastrointestinal sistem, {iiriner sistem ve intravaskiiler kateterler ile ulagmaktadir.
Ozellikle kemoterapi ve diger immiinsupresif tedavi alan hasta sayismin giderek
artmasi, transplantasyon cerrahisindeki gelismeler, genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin kullanimlari ile son iki dekadda Candida tiirlerinin etken oldugu, kan dolagim

enfeksiyonlarinin insidansi artmaktadir (Korkmaz ve ark., 2021).

C. albicansgenel olarak Candida tiirlerinin ¢ogunlugunu olustursa da
kandidemiye neden olan albicans disi Candida oran1 artmaktadir.Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
krusei, Candidadubliniensis ve Candidaauris'in neden oldugu enfeksiyonlar biiyiik
endise kaynagidir (Zhang ve ark., 2019;Mba ve ark.,2020).

Candida enfeksiyonlari igin gesitli risk faktorleri mevcuttur. Bunlar: (Cortés ve
ark., 2020; Korkmaz ve ark.,2021; Hohmann ve ark.,2023; Li ve ark.,2023).
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Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
Biiytik cerrahi operasyonlar
Immiinsiipresif tedavi

Total parenteral beslenme

Ciddi yaniklar

Malignite

Hemodiyaliz

Yogun bakim {initesinde uzun siireli yatis
Noétropeni

Ileri yas

Prematiirite

Santal venoz kateterler gibi invaziv tibbi cihazlarin varligi
Komorbidite

Organ nakli

Akut bobrek yetmezligi

Yetersiz beslenme

Derin doku abseleri

Metastatik enfeksiyon odaklari

Etkisiz ampirik tedavi

Protez malzemeleriyle iligkili enfeksiyonlar

2.6.Candida’larin Viriilans Faktorleri

2.6.1.Yapisma (Adherens)

Yapisma yetenegi, Candida tiirlerinin viriilansinda anahtar faktordiir ve hem
kolonizasyonun baslatilmas1 hem de enfeksiyonun gelismesi i¢in gereklidir. Adezyon,
organizmanin konakg¢i i¢cinde kaliciligina katkida bulunur ve hastaligin olugsmasinda esas
olarak kabul edilir.Candida tiirleri biyotik yilizeylerin yani sira gesitli biyomateryal
yiizeylere de yapisabilmektedir. Yapisma ayni zamanda biyofilm yapisinin olugmasinin

ilk agamasi olup, her iki tip ylizeyde de olgun biyofilm olugmasina olanak saglar(Silva

ve ark.,2012;Czechowicz ve ark.,2022).
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Spesifik yapismada rol oynayan Candida hiicre yiizeyi proteinleri, adezinler
olarak tanimlanir. Yapismanin diger asamalari, adezinlere 6zgii yapiskan proteinlerin
varhigiyla iligkilidir. Yapiskan proteinlerin ekspresyonu mantar hiicre duvarinda
meydana gelir. Konakg¢1 hiicrelerin yiizeyindeki spesifik ligandlarin1  (laminin,
fibronektin, kollajen, fibrinojen, vitronektin veya kompleman proteinleri) taniyip
baglayarak yapigsmaya aracilik ederler. Farkli yapiskan proteinler siklikla farkli
tiirlerdeki blastosporlar ve hifler {izerinde ¢esitli ekspresyonlar gosterir ve farkli etki

mekanizmalarina sahiptir (Silva ve ark., 2012;Czechowicz ve ark., 2022).

2.6.2.Enzimler

Candidatiirleri hidrolitik enzimler salgilar. Hidrolitik enzimler hem gesitli
molekiilleri sindirerek Candida’larinbesin elde etmelerini saglar, hem de bir viriilans
faktoriidiir. Enzimler doku istilasini ve konak¢i bagisiklik sisteminin bilesenlerinin
inaktivasyonunu kolaylastirir. Hidrolitik enzimler, konak dokuya baglanma ve konak
hiicre zarinin yirtilmasina neden olma gibi ortak ve patojenik o6zellikleri kolaylastirir.
Bu enzimler nedeniyle mukoza ve kan damarlarinin yiizeylerine istila miimkiindiir

(Talapko ve ark., 2021;Czechowicz ve ark., 2022).

Hidrolitik enzimler arasinda proteazlar, lipazlar ve hemolizinler bulunur. Farkli
proteolitik enzimler arasinda aspartik proteazlar,Candida tiirlerinde en iyi
caligilanlardir.Salgilanan aspartil proteinazlar (fosfolipazlar, lipazlarve
hemolizinler)Candida tiirlerinin patojenitesinde en sik suglanan enzimlerdir. Aspartil
proteinazlar konak¢r mukoza zarlarmmi ve 6nemli immiinolojik ve yapisal savunma
proteinlerini  parcalayarak konak¢i dokularin istilasim1  ve  kolonizasyonunu
kolaylagtirir. Aspartil proteinazlara ek olarak fosfolipaz olarak siiflandirilan enzimlerin
de Candida patojenitesinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Fosfolipazlar, fosfolipitleri
yag asitlerine hidrolize eden enzimlerdir. Lipazlar trigilgliserollerin hidrolizinde rol
oynar.Candida, proteaz ve lipaz tiretiminin yani sira gesitli hemolizinleri de salgilar.
Hemolizinler, hedef hiicrelerin ylizeyindeki spesifik ligandlar1 taniyan gozenek
olusturucu toksinlerdir. Bu virlilans faktorleri Candida'nin demir agisindan zengin
konakg1 hiicrelere, 6zellikle de eritrositlere zarar vermesine yardimci olur, bdylece
kandidiyazis sirasinda yiiksek konsantrasyonda demir igeren konakgi proteinlerine

erisim saglanir. Dolayisiyla hemolizinler, patojenin hayatta kalmasini ve konakg¢ida
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kaliciligimi saglayan temel viriilans faktorleri olarak kabul edilir (Silva ve ark.,
201;Ramos-Pardo ve ark.,2023).

2.6.3.Degisen cevre kosullarina uyum saglama, dimorfizm ve fenotipik
degisim

Candida tiirleri gesitli morfolojik formlarda ¢ogalabilme yetenegi gosterir. Bu
yetenege dimorfizm denir. Polimorfizm ise Candida’larin kommensal bir formdan,
bulundugu ortamdaki degisikliklere bagli olarak patolojik bir forma gecisini ifade eder.
Blastosporlarin hiflere morfolojik gecisi ile karakterize edilir ve aradaki ge¢is formu
psodohiftir. Mayadan hif formuna gegis, patojenik forma gecistir. Hifal form invaziftir
ve bu formda hiicreler konak¢i dokuya aktif penetrasyon ve indiiklenmis endositoz

yoluyla girerler(Talapko ve ark., 2021;Czechowicz ve ark., 2022).

Candida tiirleri, enfeksiyonlari ortaya ¢ikarmak i¢in genis bir viriilans faktorii
cephaneligi kullanir. Hastaliktaki spesifik rolleri enfeksiyon bdlgesine ve mantarin
morfolojik durumuna bagh olarak degisebilir. Blastospor, hifa veya psodohifa gibi
farkli  morfolojiler, hiicre  yapigmasmi, bagirsak  mukozal bariyerinden
penetrasyonu/translokasyonu ve enfeksiyonun erken evrelerinde kan dolasimina
yayillmasint kolaylastirarak veya konak¢min bagisiklik tepkilerini  baskilayarak
enfeksiyon ve hastalik gelisimini biiyiik olclide etkileyebilir(Ramos-Pardo ve ark.,
2023).

Dimorfizm olgusu Candida tiirlerinin ¢evredeki besin eksikligi, sicaklik, pH,
oksijen veya serum varligindaki degisikliklere uyum saglama adaptasyonudur.
Fenotipik degisimin Onemli bir 6zelligi, tersine cevrilebilirligi ve hif formundan

biiyiiyen blastokonidialara doniis olasiligidir (Czechowicz ve ark., 2022).

C. albicansve C.dubliniensis'in gergekten polimorfik mantarlar oldugu
dogrulanmistir. Ayn1 zamanda C. parapsilosisve C. tropicalistarafindan yalanci hif
olusturulur. Bu yetenege sahip olmayan Candida tiirlerinin bir &rnegi, yalnizca son

derece ince blastosporlar seklinde biiyiiyen C. glabrata'dir (Czechowicz ve ark., 2022).
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2.6.4.Biyofilm iiretimi

Biyofilm, hiicrelerin hiicre dis1 bir matriks ile ¢evrelendigi, belirli islevleri
yerine getirmede uzmanlastig1 ve birbirleriyle iletisim kurdugu, oldukga heterojen, cok
hiicreli ve ¢ok katmanli, ti¢ boyutlu bir yap1 olarak tanimlanir. Biyofilmler, hiicre disi
bir matrkis i¢ine gomiilmiis ylizeyle iliskili mikroorganizma topluluklaridir.Biyofilm
kanallar1 hiicrenin besin, hava ve su ile beslenmesini kolaylastirarak ona yeni "c¢ok
hiicreli" 6zellikler kazandirir. Biyofilm, antimikrobiyallere ve konak savunma
mekanizmalarina kars1 oldukg¢a direnglidir.Biyofilm olusumu, baz1 Candida tiirleri igin
onemli bir viriilans faktoriidiir; ¢linkii maddelerin matriks yoluyla niifuzunu sinirlayarak
ve hiicreleri konak¢inin bagisiklik tepkilerinden koruyarak antifungal tedaviye nemli
bir diren¢ kazandirir.C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalisveC. glabrataizolatlarinin
olusturdugu biyofilmler, biyofilm olusturamayan izolatlarla karsilastirildiginda daha
yiilksek morbidite ve mortalite oranlariyla iliskilendirilmistir. Ayni zamanda g¢ogu
mikroorganizmanin tercith edilen ve yaygin biiyiime sekli oldugu da agikca
belirtilmektedir. Candida cinsinin maya benzeri mantarlar1 arasinda klinik olarak ilgili
tirlerin neredeyse tamami biyofilm olusturur (Silva ve ark., 2012; Talapko ve ark.,
2021; Czechowicz ve ark., 2022).

2.7.Candida’larm Olusturdugu Enfeksiyonlar

Candida’larin neden oldugu enfeksiyonlar yiizeysel, kutandz, mukozal ve
sistemik enfeksiyon olarak simiflandirilabilir. Candida’lar agi1z boslugunu, cildi, genital
organlari, solunum sistemini ve gastrointestinal sistemin geri kalanini enfekte ettiginde
enfeksiyon yiizeysel tip olarak siniflandirilir. invaziv kandidiyazis ise kandidemi,
menenjit ve endokardit gibi son derece ciddi durumlarla karakterize bir tablodur.
Hastanede yatan hastalarda ve bagisiklik sistemi zayiflamis olanlarda invaziv
enfeksiyon, yliksek insidans ve yayginlik oranlariyla dnemli bir morbidite vemortalite

nedenidir(Mba ve Nweze, 2020).
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2.7.1. Kutan6z vemukozal enfeksiyonlar

2.7.1.1.0ral kandidoz

Yaygin olarak "pamukcuk" olarak adlandirilan oral kandidiyaz, dil ve diger oral
mukozal bolgelerin enfeksiyonlarini kapsar ve mantarin asir1 biliylimesi ve yiizeysel
dokularin istilas1 ile karakterizedir.Insan immiin yetmezlik viriisi (HIV) pozitif
bireylerde ve bagisiklik sistemi zayif olan bireylerde oral kandidiyaz en yaygin oral
firsatg1 enfeksiyondur.C. albicans, vakalarin %95 kadarini olusturur.C. albicansyaygin
olarak agiz mukozasinda kolonize olan ve saglikli bireylerin agiz bosluklarindan
kolayca izole edilen, her yerde bulunan kommensal bir organizmadir.C. albicans'in
zararsiz bir kommensal durumdan patojenik bir duruma gegisi birgok predispozan
faktore baghidir. Kandidiyaz insidansinda devam eden artis, genis spektrumlu
antibiyotiklerin, immiinostipresif ajanlarin, kalict tibbi cihazlarin ve kateterlerin artan
kullaniminin ve kati organ ve hematopoietik hiicre transplantasyonlarindaki artigin

yansimasidir (Vila ve ark., 2020;Pena ve ark., 2021).

Oral kandidiyaz, intraoral, faringeal ve perioral bolgeleri etkileyerek siklikla
agri, tat kayb1 ve yiyeceklere kars isteksizlik gibi durumlara yol agar. Ayrica, bagisiklik
sistemi zayifladiginda veya konak¢i ortaminda bir bozulma oldugunda, trakeal veya
0zofageal yayilma ve hatta sistemik yayilma riski vardir ve bu da hayat1 tehdit edici
olabilir. Oral kandidiyaz, albicans digt Candida tiirlerinden de kaynaklanabilir.
C.glabrata,  C.guillermondii,  C.krusei,  C.parapsilosis,  C.pseudotropicalis,
C.stellatoidea, C.tropicalis, C.keyfr ve C.dubliniensis gibi mikroorganizmalar da oral
kandidozdan sorumludur ve bu tiirler giderek daha yaygin ve dnemli hale gelmektedir

(Gheorghe ve ark.,2021).

2.7.1.2.0zefagus kandidozu

Candidatiirleri 6zefagusun normal florasinda bulunur. Konak savunma
mekanizmalarinin bozulmasiCandida tiirlerinin 6zefagus mukozasinda ¢ogalmasina ve
yapiskan plaklar olusturmasma izin verir. Ozefagus kandidiyazi, HIV ile enfekte
hastalarda yaygin goriiliir. HIV ile enfekte hastalarin yaklasik %10-15'i yasamlari
boyunca ozefagial kandidiyaz, hastalarin diger %85-90"1 ise orofaringeal kandidiyaz

gelistirir.Bununla birlikte, HIV pozitif hastalar arasinda bu enfeksiyonun egilimi,
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yiiksek diizeyde aktif antiretroviral tedavinin etkinligi nedeniyle azalmaktadir.
Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi patojen ile konakgi arasindaki etkilesimin bir sonucudur,
Ozellikle viicudun bagisiklik durumuna ve hastanin baska bir hastaliga sahip olup
olmadigma baghdir. Giinlimiizde diyabet, peptik tllser gibi komorbiditeler veya organ
nakli yapilan hastalara verilen antibiyotik ve kortikosteroid gibi ilaglar nedeniyle HIV
dis1 hastalarda artis goriilmektedir (Mohamed ve ark.,2019).

Ozefagial kandidiyaz esas olarak Candidaalbicans tarafindan olusturulur.
Bununla beraber C. glabrata, C. tropicalisveC.dubliniensisgibi diger albicans dis1
Candida tiirleri de 6zefagial kandidiyaz tablosuna sebep olabilir. Ozefagial kandidiyaz
ciddi morbidite ile iliskilidir ve hastaliga atfedilen disfaji, odinofaji, retrosternal gogiis
agris1 ve asirt kilo kaybi nedeniyle etkilenen kisilerin yagam kalitesini olumsuz yonde
etkiler. Endoskopik incelemede siklikla beyaz mukozal plak benzeri lezyonlar, eritem
ve mukozaya yapisik eksiidalar goriiliir. Biyopsi veya mukozal firgalama oOrnekleri
Candida tiirlerinin psddohifasini ortaya ¢ikarir ve 6zefagial kandidiyaz tanisinda tercih
edilen yontemdir. Mikrobiyolojik dogrulama, tiir tayini ve antifungal duyarhlik,
endoskopik olarak elde edilen numunelerin kiiltiirii yoluyla elde edilir (Olum ve ark.,
2020).

2.7.1.3.Vulvovaginal kandidoz

Vulvovajinal kandidiyaz ¢ogunlukla polimorfik firsat¢r mantar C. albicans’in
neden oldugu alt kadin {ireme sisteminin son derece yaygin bir mukozal
enfeksiyonudur. Normal insan mikrobiyotasinin bir iiyesi olan C. albicans, genellikle
vajinal liimeni asemptomatik olarak kolonize eder. Bununla birlikte, semptomatik
enfeksiyon, Oncelikle vajinadaki mantarin asir1 ¢ogalmasinin ve ardindan epitel
istilasinin  ve viriilans efektorlerinin  iiretiminin neden oldugu asir1 mukozal
inflamasyondan kaynaklanir. Yaygin hastalik belirtileri arasinda vajinal kasinti, yanma,
agr1 ve kizariklik bulunur. Cogunlukla bunlara, dokiilmiis epitel, bagisiklik hiicreleri,
maya ve vajinal sividan olusan vajinal akinti eslik eder. Vulvovaginal kandidiyaz, tiim
kadinlarin yaklasik %75'ini yasamlar1 boyunca en az bir kez etkiledigi tahmin edilen, en

yaygin insan Candida enfeksiyonudur (Willems ve ark., 2020;Farr ve ark.,2021).
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Vulvovaginal kandidiyaz i¢in risk faktorleri arasinda antibiyotik kullanimi,
cinsel aktivite, yliksek Ostrojen igeren oral kontraseptifler, hamilelik, sodyum glukoz
kotransporter 2 (SGLT2) inhibitorlerinin kullanimi, lokal savunma mekanizmasi
bozukluklari, gen polimorfizmleri, alerjiler, serum glikoz seviyeleri, psikososyal stresve
kontrolsiiz diyabet vardir.Invazif ve oral kandidiyazin aksine,vulvovaginal kandidiyaz
immiin sistemi yeterli ve diger agilardan saglikli kadmlarin hastaligidir (Willems ve

ark., 2020;Satora ve ark.,2023).

C. albicans, vulvovaginal kandidiyaz vakalarinin %90'indan fazlasinin sebebi
iken, albicans dis1 diger Candida (NAC) tiirleri de etiyolojik etken olarak
tanimlanmistir. Bazi durumlarda, NAC tiirlerinin prevalansi orantisiz derecede
yiksektir ve %50'yi asmaktadir. NAC tirlerinden C. glabrata, vulvovaginal
kandidiyazin ikinci 6nde gelen nedeni olarak kabul edilir (vakalarin ~%8'), C. krusei,
C. parapsilosisve C. tropicalisise geri kalanin ¢ogunlugunu olusturur. NAC tiirlerinin
neden oldugu enfeksiyonlarda vajinal semptomlarin genellikle C. albicans'in neden
oldugu wvulvovaginal kandidiyaz sirasinda yasananlardan daha hafif oldugu
bildirilmektedir. Bununla birlikte, azol ila¢ sinifina karsi dogal diren¢ ve kazanilmis
diren¢ mekanizmalari, NAC tiirlerinin tedavisini karmasik hale getirebilir(Willems ve

ark., 2020;Farr ve ark., 2021).

2.7.1.4 Kronik mukokutanoz kandidoz

Kronik mukokutanéz kandidiyaz,Candida tiirlerinin neden oldugu cilt, tirnaklar
ve mukozalarda tekrarlayan veya kalici enfeksiyonlarla karakterize olan, l6kosit
fonksiyonu veya endokrin sistemin baskilanmasi gibi ¢esitli genetik bozukluklar sonucu
gelisen heterojen bir sendrom grubunu igerir.Kronik mukokutandz kandidiyaz vajinayzi,

Ozefagusu, cildi ve diger organlari tutabilir(Procop ve ark., 2017;Jing ve ark.,2024).

Candida'ya kars1 bagisiklik tepkileri hem dogustan hem de kazanilmig
bagisikliktan olusur. Bu yollardaki kusurlar, tek veya ana klinik belirti olarak kronik
mukokutandz kandidiyaz ile ortaya c¢ikan bagisiklik sistemi hastaliklarina neden
olabilir. Kronik mukokutandz kandidiyaz tablosunun gelisiminde rol oynayan durumlar
arasinda; hipogamaglobulinemi varligi veya yokluguyla seyreden timik displazi,

hipoparatiroidizm ve fagositlerde fagositoz sonrasi mayalarin oldiiriilememesine yol
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acan miyeloperoksidaz eksikligi ile karakterize kronik graniilomatdz hastalik sayilabilir.
Basta C. albicansolmak tizere diger Candida tiirleri de bu tabloya sebep olabilir (Procop
ve ark., 2017; Cinicola ve ark., 2024;Jing ve ark., 2024).

Kronik mukokutan6z kandidiyazi olan ¢ocuklarda Candida tiirleri ile tekrarlayan
enfeksiyonlar goriiliir. Enfeksiyonlar mukozal veya invaziv olabilir ve izole edilebilir
veya diger enfeksiyonlarla iliskili olabilir. Ayrica bu hastalarin erken donemlerindeki
siddetli immiin diizensizlik, ¢esitli otoimmiin hastaliklara neden olur ve normal biiyiime
ve gelismeyi etkiler. Tibbi bakim karmagiktir ve genellikle sistemik mantar 6nleyici ve
bagisiklik sistemini baskilayici ajanlarin bir kombinasyonunu gerektirir(Shamriz ve

ark.,2020).

2.7.1.5.Gastrointestinal kandidoz

Siklikla orofarengeal hastaligin bir uzantis1 olarak trakea ve bronslarin mukoz
membranlar1 ile hemen hemen tiim sindirim sisteminde Candida enfeksiyonu
gdzlenebilir. Ozofajit, gastrit, enterit ve perianal hastaliklarin gelistigi olgular
bildirilmistir. Ozellikle gastrodzefagial bileske, Candida enfeksiyonlarinin sik gelistigi
bir bolgedir. Hematolojik maligniteli hastalarda diisik pH ortami1 bu bolgede
enfeksiyonun sik goriilme egiliminde olmasini agiklayabilir. Disfaji, retrosternal agri,
{ist gastrointestinal kanama ve bulanti goriilebilen semptomlardir. Ozellikle
yenidoganda 6zefageal kandidoz, orofarengeal pamukguk sonrasinda da gozlenebilir

(Procop ve ark., 2017).

2.7.1.6. Deri ve tirnak kandidozu

Deri enfeksiyonlart siklikla el ve ayak parmak aralari, kasik ¢izgileri, kadinlarda
meme alt1 gibi nemli, kivrimli bolgelerde gelisir. Onikomikoz veya paronisi, tirnak
cevresindeki deri katlantisinin enfeksiyonuna verilen isimdir. Sik gozlenen bir diger

klinik tablo da yenidoganda bebek bezi dermatitidir (Procop ve ark., 2017).

2.7.2.Dissemine kandidoz

Invaziv kandidiyazis, Candida tiirlerinin kan dolasimi1 enfeksiyonunu ve

Candida tiirlerinin viicudun steril bdlgelerineyayillmasindan kaynaklanan derin
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dokukandidiyazinikapsar.Invaziv kandidiyazis yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina
sahiptir. Oliim oranlar1 %40 ile %55 arasinda degismektedir(Riera ve ark., 2022;Soriano
ve ark., 2023)

Invaziv Candidaenfeksiyonlarmim ¢ogu bes patojen tarafindan tetiklenir: C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis , C. parapsilosisve C. krusei. C. albicansen yaygin
Candida tiirii olmasma ragmen C. glabrata, C. parapsilosisve C. tropicalis'in neden
oldugu albicans dis1 kandidemi son yillarda giderek artmaktadir ve bazi serilerdeki
vakalarin %50'sinden fazlasindan sorumludur.Albicans dis1 Candida tiirlerinin goriilme
siklig1 cogu bolgede genellikle bolgedeki antifungal kullanimi, bireysel risk faktorleri
ve Candida tiirlerinin molekiiler suslarini i¢eren salginlar gibi farkli faktorler tarafindan

belirlenir(Riera ve ark., 2022; Soriano ve ark., 2023).

Invaziv kandidiyazis her zaman olmasa da siklikla kandidemi ile birlikte goriiliir.
Candida’larin nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarinin dordiincii en yaygin nedeni
oldugu belirtilmektedir.  Cogu durumda invaziv kandidiyazis, hastanin kendi
florasindan kaynaklanir ve boyle bir enfeksiyonun gelisme riski, Candida tarafindan
kolonize edilen viicut bolgelerinin sayisiyla birlikte artar. Her ne kadar ¢ogu invaziv
kandidiyazis vakasindan sorumlu tiir C. albicansolsa da son yillarda albicans dis1 tiirlere
bagh invazif enfeksiyonlarin giderek daha fazla oldugu kaydedilmistir. Bu durum
yalnizca viriilans ve patojenite acisindan degil ayn1 zamanda direng profillerinin de
tirler arasinda farklilik gostermesi agisindan onemlidir. C. albicansgenellikle
antifungallerin tiim ana gruplarina kars1 duyarl olsa da C. glabrataazollere kars1 direng
kazanabilir. C. parapsilosisve C. guilliermondii ekinokandinlere karsi, C. lusitaniae
amfoterisine daha az duyarl olabilir ve C. krusei izolatlar1 dogal olarak flukonazole
direnglidir. Bu nedenle, albicans dis1 tiirlere dogru goézlenen kayma, uygun ampirik
tedavinin se¢ilmesini daha da zorlastirmaktadir. Bir diger endise ise C. auris'in ortaya

¢ikmasidir (Camp ve ark.,2020).

Invaziv kandididiyazise zemin hazirlayan pek ¢ok faktdr bulunmaktadir. Yogun
bakimda uzun siireli yatis, mekanik ventilasyon, total parenteral beslenme ve santral
vendz kateteter kullanimi en 6nemli faktorlerdir. Ozellikle santral vendz kateter ve total
parenteral beslenme, ereadikasyonu ¢ok gii¢ olan Candida biyofilm tiretimiyle iligkili

oldugu gosterilmistir.  Genis spektrumlu antibiyotiklerin  yaygin  kullanima,
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kortikosteroidler, kemoterapotik ajanlar, ndtropeni, malignensi ve diger komorbid

durumlar da invaziv kandidiyazis olusumuna yol acar (Riera ve ark., 2022).

Invaziv kandidiyazis tanisinda kan kiiltiirleri ve steril bolgelerden alinan
orneklerin histopatolojik incelenmesi esastir. Kan kiiltiirleri, I CFU/ml konsantrasyonda
pozitiflesir ve Candida tiirlerini tespit etmede yiiksek etkinlik gosterir(Barantsevich ve
Barantsevich, 2022).

Invaziv kandidiyazisin klinik belirti ve semptomlarinin yelpazesi genistir, ancak
hastanin durumu antibiyotik tedavisiyle diizelmiyorsa, 6zellikle de yiiksek riskli bir
hastada Candida spp.ile kolonizasyon gézlemlenmisse, her zaman invaziv bir mantar
hastalig1 diisiiniilmelidir. Invaziv kandidiyazisin sonucunu iyilestirmek icin uygun bir
antimikotik tedavinin derhal baglatilmas1 esastir. Direng modellerindeki farkliliklar gz
Oniine alindiginda, antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglart heniiz mevcut olmadiginda

dogru antimikotik ajani se¢mek i¢in tiir diizeyinde hizli tanimlama gereklidir(Camp ve
ark., 2020).

Invaziv kandidiyaziste antifungal tedavinin erken baslatilmasinin mortaliteyi
azalttig1 gosterilmistir ancak kan kiiltiirleri alindiktan sonraki 24 saat i¢inde antifungal
tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Candida spp.'nin iiremesi genellikle 24 saatten
uzun silirdiigi i¢in kiiltlir sonuglarina gore tedaviyi baslatmak tedavide basariyr olumsuz
yonde etkiler. Bu nedenle antifungal tedavilerin ¢ogu, mikrobiyolojik enfeksiyon kaniti
olmaksizin siirekli olarak atesi olan ve invaziv kandidiyazis gelistirme riski yiiksek olan

hastalardaampirik olarak baslatilir (Soriano ve ark., 2023).

Invaziv kandidiyazis tedavisinin yonetiminde en énemli adimlardan biri kaynak
kontroliidiir. Kaynak kontrolii, Candida’larin tibbi cihazlarda kalici bir enfeksiyon
odag1 olusturan biyofilm olusturma Ozelligi nedeniyle onemlidir. Kaynak kontrolii
intravaskiiler kateterlerin, protez cihazlarin ve protez eklemlerin ¢ikartilmasini; enfekte
materyalin bosaltilmasini ve altta yatan patolojinin cerrahi olarak diizeltilmesini igerir
(Soriano ve ark., 2023).
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2.7.3.Diger kandidozlar

2.7.3.1.Uriner sistem kandidozu

Bakteriyel 1YE'ye ek olarak, fungal IYE giderek daha sik goriilen bir hastane
enfeksiyonu haline gelmistir ve Candida tiirleri en yaygin organizmalardir. Kandiduri,
klinik belirti ve semptomlarin yani sira idrarda Oonemli sayida Candida spp.'nin
bulundugu bir durumdur (>10° CFU/mL idrar). Calismalar, idrar kiltiirinde en sik
gozlenen tiirtin C. albicansolmasina ragmen idrardaki Candida izolatlarmin %50'den
fazlasinin albicans dis1 tiirler oldugunu gdstermistir. Bunlarin arasinda ozellikle C.
glabrataantifungallere karst 6nemli 6lgiide direnglidir ve tedaviye karst hizla direng
gelistirir (Deng ve ark.,2023; Konje ve ark.,2023).

Uzun siireli veya sik antimikrobiyal kullanimi, diabetes mellitus varligi, idrar
yolu kateteri kullanimi, kadin cinsiyet, idrar yollarinda obtriiktif bir durum, bdbrek
nakli, biiyiilk batin cerrahileri, ileri yas ve total parenteral beslenme gibi durumlar
Candida’larin idrar yolu enfeksiyonu gelistirmesi igin risk teskil eder(Odabasi ve
Mert,2019;Konje ve ark., 2023).

Kandidiirisi olan hastalarin cogu asemptomatik oldugundan, antifungal ajanlarin
kullanilmasina karar verilmesi ve optimal tedavi stratejisinin nasil belirlenecegi hala
sorun teskil etmektedir. Kandidiiri, cesitli risk faktorlerine yatkin olabilen, hastanede
yatan hastalarda yaygin olarak goriiliir. Ayaktan tedavi goren geng, saglikli hastalarda
tekrarlayan kandidiiri nadirdir ve bu nedenle etiyolojik faktorlerin belirlenmesi i¢in ileri

tetkiklere ihtiyag vardir (Deng ve ark., 2023).

2.7.3.2.Merkezi sinir sistemi kandidozu

Merkezi sinir sisteminin mantar enfeksiyonu genellikle HIV enfeksiyonu,
transplantasyon sonrasi immiinsiipresyon, kortikosteroid kullanimi ve kanser
kemoterapisinden dolayr bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda goriilen bir tablodur.
En sik izole edilen organizmalar Cryptococcus neoformans, Candida spp. ve

Aspergillus spp.’dir. Mucorales sinifi ise daha az siklikta goriiliir(Khaba ve ark.,2022).

Merkezi sinir sistemi kandidozu baska bolgelerden hematojen yayilim ya da

norosiriirji prosediirleri sirasinda meydana gelebilen komplikasyonlar sonras1 dogrudan
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yayilim ile meydana gelir. Klinik tablo meningoensefalit, beyin apsesi ve enfarktiisten
felce kadar degisir.Ates, ense sertligi ve zihinsel durum degisikliginden olusan klasik
semptom tg¢liisii hastalarin yalnizca az bir kisminda mevcuttur. Merkezi sinir sistemi
(MSS) Candida enfeksiyonlar1 siklikla kotii prognozla iliskilidir.Bu enfeksiyonlar,
mevcut tedaviye ragmen oldukga oliimciildiir. Tipik olarak, MSS kandidiazisi menenjit

veya mikroabseler olarak ortaya ¢ikar (Argersinger ve ark.,2021;Khaba ve ark., 2022).

Merkezi sinir sistemi kandidozundaC. albicansbaskin tiir olsa da albicans
olmayan Candida tirleri de MSS'ye ulasabilir.Mevcut veriler, Candida
enfeksiyonlarinda bes tiirlin baskin oldugunu gostermektedir: C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei ve C. tropicalis. C. albicansen sik goriilen tiir olmaya devam
etse dealbicans dis1 Candida enfeksiyonlarinin goriilme sikligi son yillarda artmaktadir

(Fraga-Silva ve ark.,2022).

2.7.3.3.Endokardit

Fungal endokardit, tiim enfektif endokardit (IE) vakalarmin yalnizca %2 ila
%A4'linii olusturan nadir bir durumdur.Kombine klinik ve cerrahi tedaviye ragmen ciddi
komplikasyonlar ve kotii prognozla iliskilidir. Iyilestirilmis teshis Onlemlerine ve
tedaviye ragmen fungal endokardit,mortalitesi %54'e varan liimciil bir hastalik olmaya
devam etmektedir(Brito Monteiro ve ark., 2021; El Hajj ve ark.,2023).

Fungal endokardite en sik Candida ve Aspergillus tiirleri neden olur. C.
albicansfungal endokarditin en sik goriilen etiyolojik ajani olmasina ragmen, C.
parapsilosisalbicans dis1 en yaygin etken tiirdiir (Brito Monteiro ve ark., 2021;Casey ve
ark., 2023).

Fungal endokardit ¢ogunlukla predispozan risk faktorleri olan hastalarda ortaya
cikar. Ac¢ik kalp ameliyati, protez greftler, santral vendz kataterler, uzun siireli
antibiyotik tedavisi, intravendz ilag kullanimi, 6nceden var olan konjenital kalp
defektleri, immiinsiipresyon durumu, uzun siireli fungemi ve uzun siireli kortikosteroid
kullanimut risk faktorleri arasindadir. Taninin ekokardiyografi ve ¢oklu kan kiiltiirleri ile

dikkatle takip edilmesi gerekir (Brito Monteiro ve ark., 2021;Casey ve ark.,2023).
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2.8. CandidaEnfeksiyonlarinda Tam

Candida tiirleri mantar enfeksiyonlarinin 6nde gelen etiyolojik ajanlaridir. Yakin
zamana kadar C. albicansen patojenik maya olarak kabul ediliyordu. Ancak albicans
dig1 Candida suslar1 artik mantar enfeksiyonunun etken ajanlari olarak giderek daha
fazla bildirilmekte ve bu da tiirlere 6zgii tanimlamay1 hem epidemiyolojik amaclar hem
de wuygun antifungal tedavinin uygulanmasi agisindan klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarmin 6nemli bir rolii haline getirmektedir. Albicans dis1 Candida suslarinin
neden oldugu enfeksiyonlar C. albicansenfeksiyonlarina olduk¢a benzese de viriilans
faktorleri ve antimikrobiyal duyarlilik kaliplart birbirinden farklidir (Evren ve
ark.,2022).

Candida tiirlerinin dogru tanimlanmasi, bu tiirler arasinda antifungal duyarlilik
kaliplarinin farkli olmasi nedeniyle 6nemlidir ayrica dogru bir tanimlama,enfeksiyonlari
onleme ve tedavi i¢in antifungal ilaglarin se¢iminde yardimci olur (Eghtedar Nejad ve

ark., 2020).

2.8.1.Geleneksel yontemler

Candida’larin tanimlanmasi i¢in en yaygin kullanilan yontemler geleneksel
yontemlerdir. Geleneksel yontemlerde tanimlama tiirlerin morfolojik, fiziksel ve
kimyasal ozelliklerine gore yapilmaktadir. Geleneksel yontemler kiiltiir, mikroskopi,
germ tlip testi, hif-blastospor-klamidospor olusumunun gozlenmesi, karbonhidratlarin
fermentasyonu-asimilasyonu ve kromojenik besiyerlerine ekimi kapsar. Laboratuvar
pratiginde, mikrobiyoloji laboratuvarlarinin biiyiik g¢ogunlugu yukarida belirtilen
geleneksel yontemlerden en az birini kullanir. Ancak, bunlarin higbiri%100
giivenilirlige sahip degildir.Tanimlama molekiiler yontemlerle karsilagtirildiginda pek
dogru degildir ve bazen tiirlere yanlis tan1 konur.Gelencksel yontemlerin Candida
enfeksiyonlar1 igin, gecikmis veya yanlis taniya yol agabilecek ¢esitli sinirlamalari
vardir. Bu yontemler zaman alicidir, yetenekli personel gerektirir ve klinik 6rneklerde
diisiik seviyelerde Candida tiirii hiicrelerini tespit etmek icin yeterince hassas
olmayabilir. Ek olarak, geleneksel yontemler kullanilarak tiir tanimlama, farkli Candida
tirleri arasindaki yiliksek fenotipik benzerlik nedeniyle zor olabilir(Evren ve ark.,
2022;Lorenzo-Villegas ve ark.,2023).
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2.8.1.1.Germ tiip

Maya hiicrelerinin filament6z uzantisina germ tiip ad1 verilir. Bu filament6z yap1
maya hiicresinin yaklasik yaris1 kadar genistir ve lig-dort kat1 uzunlugundadir. Gergek
germ tiip yapisit C. albicanstarafindan {tiretilir. Germ tiip yapist ger¢ek hif yapisinin
baslangi¢ fazini olusturur. Germ tiipiin baslangi¢ yerinde (boyun kisminda) yalanci hif
igin karakteristik olan daralma goriilmez. C. tropicalis yalanci germ tiip olusturur. C.
tropicalis’in olusturdugu yalanci germ tiipiin boyun kisminda bir daralma goézlenir.
Germ tiip goriildiigiinde C. albicansén tanimlamasi yapilabilir fakat C. dublinensis’in
de germ tiip olusturdugu akilda tutulmalidir. C. albicansizolatlarinin %5'i germ tiipii
tiretmemektedir. Germ tiip yapist gézlenmediginde misir unlu agara ekim yapilmalidir.
Misir unlu agar, mikroskopta klamidospor, diizenli aralikli blastokonidya, hif ve
pseudohif yoniinden incelenir. Klamidospor ve diizenli aralikli blastokonidya goriilmesi
durumunda C. albicansén tanimlamasi yapilabilir (Sahiner ve ark., 2010; Procop ve
ark., 2017;Evren ve ark., 2022).

Germ tiip testi ¢alisilacagi zaman test edilecek maya kolonisinden bir miktar
steril 6ze ucuyla alinarak, 0,5 ml tavsan veya insan plazmasi veya serumu igeren steril
bir test tiipiinde siispanse edilir. Hazirlanan karisim 35°C’de iki saati gegmemek iizere
inkiibe edilir. Maya-serum siispansiyonundan alinan bir damla lam-lamel arasi, 151k
mikroskobunda, X40 biiyiitmede germ tiip varlig1 yoniinden incelenir. iki saatten fazla
inkiibe edilen 6rneklerin incelenmesi gegerli degildir (Procop ve ark., 2017; Chaabaawi
ve ark.,2022).

Germ tiip testi mikrobiyoloji laboratuarlarinda hala C. albicans'n hizli
tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Hizli olmasina ragmen test subjektiftir. Uzun
blastokonidya yapilar1 germ tiip pozitifligi olarak degerlendirilebilir. Bu ylizden germ
tiip testi deneyimli personel gerektirmektedir. Ayrica, germ tiip testininC.dubliniensis 'te
de pozitif olmas1 veC. tropicalis‘te goriilen yalanci germ tiip yapisi testin 6zgilligiini
azaltan durumlardir (Cardenes ve ark., 2002;Evren ve ark.,2022). Sekil 4’te germ tiip

yapist gosterilmistir.



Sekil 4. Germ tiip yapisi(Atalay ve ark., 2012)

2.8.1.2.Musir unlu tween-80 agara ekim

Misir unlu tween-80 agar besiyeri Candida tiirlerinin kiiltir ve mikroskopiye
dayali tanisin1 saglayan diger bir geleneksel yontemdir. Misir unlu tween-80 agar
preparatlar1 klamidospor, gercek hif, yalanci hif ve blastokonidya yapilar1 yoniinden
incelenir. Yalanci hif, ger¢ek hif ve klamidospor olusturma ve blastokonidyumlarin
sekli ve dizilisi Candida’larin tanimlanmasinda kullanilan mikroskobik 6zelliklerdir.
Yalanct hif ve blastokonidyumlarin tespiti incelenen izolatin Candida oldugunu
gosterir. Tiir diizeyinde tanimlama ise sadece klamidospor varliginda miimkiindiir.
Klamidospor yapisinin goriilmesi C. albicansolasi tanisin1 koyar (Procop ve ark.,
2017;Walsh ve ark., 2020;Evren ve ark., 2022).

Misir unlu tween-80 agar besiyerindeki mikroskobik inceleme SDA gibi baska
bir kat1 besiyerindeki kiiltiiriin ardindan gergeklestirilir. Misir unlu tween-80 agara ekim
klamidospor olusumunu indiikleyen diisiik oksijen ortamini saglayan Dalmau ekim
yontemiyle yapilir. SDA gibi bir kati besiyerindeki kiiltiirde iireyen maya
kolonilerinden bir miktar steril 6ze yardimiyla almir. Oze 45 derecelik a1 ile tutulup
misir unlu tween-80 agar besiyerinin yiizeyine 1 cm araliklarla birbirine paralel 3-4
cizgi ekim yapilir. Bir lamel alevden gecirildikten sonra ekim ¢izgilerinin {izerini
kaplayacak sekilde besiyeri ylizeyine konur. Plaklar daha sonra 25 derecede 72 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda lamel iizerinden X40 biiyiitmede inceleme
yapilir(Procop ve ark., 2017; Walsh ve ark., 2020; Chaabaawi ve ark., 2022;Evren ve
ark., 2022). Sekil 5’te musir unlu tween-80 agarda farkli Candida tiirlerine ait

morfolojiler gosterilmistir.
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g i )
Sekil 5. Misir unlu tween-80 agarda farkli Candida tiirlerinin olusturdugu
morfolojilera: C. albicans, b: C. glabrata (Alam ve ark., 2014)

Misir unlutween-80 agar besiyeri ile Candida’larin incelenmesi en az 72 saat
gerektiren,zaman alici bir yontemdir.Misir unlu tween-80 agar genellikle klamidospor
olusumunun belirlenmesi ve olas1 tanimlama icin bunlarin hifler, psddohifler ve diger
mantar yapilariyla iligkilerinin belirlenmesi i¢in tavsiye edilir ve yalnizca cins araliginin
daraltilmasina yardimei olur. Bu besiyerinin nadir goriilenler disinda yaygin goriilen
Candida tiirlerinin tanimlanmasinda basarili oldugu goriilmiistiir. Mikroskobik
degerlendirme sonuglar1 genellikle subjektiftir ve tiirlerin tanimlanmasina iligkin karar
deneyime ve tiliriin 6zelliklerine baghdir ve kulugka siiresi gibi ¢esitli faktorler de

morfolojik farklilasmay etkileyebilir (Evren ve ark., 2022).

2.8.1.3.Kromojenik besiyerleri ile tanmimlama

Kromojenik besiyerleri, Candida’lan tire spesifik enzim aktivitesi ile olusan
koloni rengine gore ayirt eden hizli tan1 yontemleri arasindadir.Candida tiirlerinin
miimkiin oldugunca cabuk tanimlanmasi ve ayirt edilmesi ihtiyaci, laboratuvarlari
tirlere 6zgili enzimlerle kromojenik substratlar1 kullanarak Candida tanimlamasina izin
veren kromojenik besiyerlerine yoneltmistir. Kromojenik besiyerleri bazi maya
tirlerinin varsayimsal tanimlanmasina izin verir ve 6zellikle MALDI-TOF MS sistemini
kullanmayan laboratuvarlar olmak iizere ¢ogunlukla bulasici hastaliklara sebep olan
suslarin tanimlanmasi i¢in kullanilir.Kromojenik besiyerleri Klinik 6rneklerin ilk kiiltiiri
icin kullanilabilir. Kromojenik besiyerleri ile karisik kiiltiirlerin sonucu kisa siirede
belirlenir.Candida tiirlerinin kromojenik besiyerleriyle tanimlanmasi besiyerinin

markast ve hatta numunenin alindig1 yer gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilir.
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Kromojenik besiyerlerinin dezavantajlar1 ise genis bir renk yelpazesine sahip
olmalarindan dolay1 ¢ok sayida Candida tiiriinii tanimlamakta zorluk yasanmasi ve
diger mantar besiyerlerine gore pahali olmalaridir. Candida tiirlerinin tanimlamasinda
kullanilan baglica kromojenik besiyerlerii CHROMagar Candida, Chromogenic
Candida agar, Sabouraud kloramfenikol agar,Albicans ID (bioMerieux), Candichrom
albicans (International Mycoplasma), Candiselect (Sanofi Diagnostic, Pasteur) gibi
besiyerleridir(Copur ve ark., 2014;Kinikli ve ark.,2018;Evren ve ark., 2022).

CHROMagar Candida besiyeri, segici ve ayirt edici 6zellikte kromojenik bir
besiyeridir. CHROMagar Candida besiyeri Candida tiirlerini renk ve morfolojik
ozelliklerine gore ayirt eder. CHROMagar Candida besiyerine ekilen izolatlar 37° C’de
48-72 saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirilir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra renk
ve sekil bakimindan koloniler belirginlesir. Fakat 48 saat sonra yapilan degerlendirmede
kolonilerin renk ve sekilleri daha belirgin hale gelir. CHROMagar Candida besiyerinde
acik yesil koloniler C. albicans, metalik mavi koloniler C. tropicalis, beyaz sinirlari
olan pembe-tiiylii koloniler C. krusei, pembe ve diizgiin koloniler C. parapsilosis,
lila’kahverengi koloniler C. glabrata, beyaz koloniler diger Candida tiirleri olarak
degerlendirilir(Nii ve ark., 2003; Kinikli ve ark., 2018;Ciirtik ve ark.,2023;Garoussi ve
ark., 2024). Sekil 6’da farkli Candida tiirlerinin CHROMagar Candida besiyerinde

olusturdugu farkli renk ve morfolojiler gosterilmistir.

C. tropicalis

C. albicans C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei

Sekil 6. Farkli Candida tiirlerinin CHROMagar Candida besiyerinde olusturdugu farkli
renk ve morfolojiler(Sahand ve ark., 2005)
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2.8.1.4. Biyokimyasal testler ile tammlama

2.8.1.4.1. Ureaz testi

Ureaz testi bir mayanin iireaz enzimi olusturma yetenegini ortaya koyar. Uygun
substratlarin varliginda {ireaz {ireyi pargalayip amonyak olusturur ve amonyak da pH’y1
yiikselterek fenol kirmizisi indikatoriinde koyu sar1 renkten pembemsi kirmiziya bir
renk doniisiimiine neden olur. Ureaz testi iireaz pozitif olan Cryptococcus tiirleri ve
Rhodotorula tiirlerinin identifikasyonunda yararlidir Klinik orneklerde karsilagilan
Candida tiirlerinin hemen hemen tiimii iireaz negatiftir; bu durumun istisnast C.
lipolytica ve C. krusei’nin bazi kdkenleridir ve bunlarin her ikisi de inositolii asimile

etmezler(Murray ve ark., 2009).
2.8.1.4.2.Hizh trehaloz testi

Hizli trehaloz testi ile C. glabrata’nin 6n identifikasyonu 3 saat iginde
yapilabilir. Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI),C. glabrata’nin
identifikasyonu i¢in esas olarak trehaloz asimilasyonuna dayanan hizli bir test
yontemini yeni onaylamistir. Trehaloz testleri yalanci pozitif sonuglar verebilir ancak bu
gibi sonuglar maya hiicrelerinin kiiciik olmasi ve germ tiip olusturmamasi gibi
ozellikleriyle birlikte degerlendirilirse azaltilabilir. C. glabratatrehalozu hizla hidrolize
eder ancak maltozu hidrolize etmez (diger mayalar maltozu hidrolize edebilir)(Murray
ve ark., 2009).

2.8.1.4.3.Karbohidrat asimilasyon testleri

Mayalarn tiir diizeyindeki identifikasyonunda esas dayanak noktasi, karbohidrat
asimilasyon testidir. Bu test bir mayanin oksijen varliginda belirli bir karbohidrat1 tek
karbon kaynag: olarak kullanabilme yetenegini dlcer. Giiniimiizde rutin klinik izolatlar
icin klasik Wickerham ve Burton yonteminin kullanimini gereksiz kilan ¢ok sayida
giivenilir ticari kitler (API 20C AUX, API ID32C gibi) ile otomatik ve yar1 otomatik
sistemler bulunmaktadir. Bu testlerin higbiri Wickerham-Burton yontemiyle%100

uyumlu olmadiklari gibi birbirleri ile de her zaman uyum gostermezler (Murray ve ark.,
2009).
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2.8.1.4.4. Karbohidrat fermantasyon testleri

Klinik orneklerden izole edilen fermentatif mayalar karbondioksit ve
alkololustururlar. Bu nedenle gaz olusumu fermentasyonun bir gostergesidir.
Besiyerinin pH’s1 degismeyebilir. Test en ¢ok Candida’nin degisik tiirlerinin ayriminda
kullanilir; Cryptococcus ve Rhodotorula tiirleri fermentasyon yapmazlar(Murray ve
ark., 2009).

2.8.2. Serolojik yontemler ile tanimlama

Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda geleneksel yontemlerin zaman alict olmast,
serolojik yontemler gibi hizli tan1 koyan testlerin &n plana ¢ikmasini saglamistir. invazif
Candida enfeksiyonlarinda hastanin serum veya diger viicut sivilarinda Candida hiicre
duvar1 kaynakli antijenlerin arastirtlmas1 Candida’larda serolojik testlerin temelini
olusturur. Candida hiicre duvarinda bulunan B-(1,3)-d-glukan ve mannan antijenleri
serolojik testlerle tespit edilebilir. Mannan antijeni Candidalara spesifikken -(1,3)-d -
glukan patojen mayalarin ¢ogunda bulunur. -(1,3)-d-glukan birgok patojen mantarda
bulundugundan c¢apraz reaksiyonlara sebep olabilir. C. albicans’a bagl invazif
enfeksiyonlarda germ tiip antikoru bakilmasi diger bir serolojik alternatiftir(Murray ve
ark., 2009;Eggimann ve ark.,2011; Us, 2016).

Invazif Candida enfeksiyonlarmda olusan antijenler immiin mekanizmalarla
temizlendiginden serumda kisa siire bulunurlar. Bundan dolay: yiiksek riskli hastalarda
serolojik testlerin diizenli yapilmasi, candidemi gelisimi ve olusan tablonun seyrini

takip agisindan 6nem tasir(Us, 2016).

Candida enfeksiyonlarinda kullanilan serolojik testlerin duyarlilik ve 6zgiilligii
hasta gruplarina, enfeksiyon bdlgesine, izolatin tiiriine ve gradient testkosullarina baglh
olarak degismektedir. Bundan dolay1 serolojik testler tanida tek basina kullanilmaz;
Klinik ve radyolojik bulgular ve diger tani testlerinin birlikte degerlendirilmesi ile tani

konur(Us, 2016).
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2.8.3.0tomatize sistemler ile tanimlama

2.8.3.1.Phoenix ile tanimlama

BD Phoenix™ cihaziyla Candida tiirleri biyokimyasal oOzelliklerine gore
isimlendirilir.  Bu otomatize sistem ile tanimlama oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarima dayanir. Okuma 6-16 saatte bir, 84 kuyulu plakalarda AST kullanilarak
gerceklestirilir(Bardet ve Rolain, 2018).

2.8.3.2.MALDI-TOF MS ile tanimlama

MALDI-TOF MS, mikroorganizmalarin tanimlanmasina yonelik onemli bir
teknolojik gelismedir. Kullanim1 kolay, hizli, dogru ve uygun maliyetli oldugundan
bakteriyel tanimlama icin yaygin olarak kullanilir. Sistem ayni zamanda Candida’lan
tiir diizeyinde tanimlama konusunda da giivenilir bir yontemdir. Kiitle spektrometresi ile
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tiirlere 6zel diizeyde dogru tanimlama,
kullanilan ticari olarak mevcut sisteme gore degisiklik gosterebilir. Maya tiirleri igin
cesitli raporlar %90 ila %96 arasinda bir dogruluk orani gdstermektedir; bu ayni
zamanda yaklasik %4 ila %]10'Tuk bir kismin atlanabilecegi veya yanlis

tanimlanabilecegi anlamina da gelir(Evren ve ark.,2022).

MALDI-TOF MS, proteinler gibi biiyiikk, ugucu olmayan biyomolekiillerin
lyonizasyonuna ve buharlagsmasina izin veren bir iyonizasyon teknigi kullanir. MALDI-
TOF MS analizinde numuneler bir matriksle karistirilarak hazirlanir ve bu da
numunenin matriks i¢inde kristallesmesiyle sonuglanir. Matris ve mikrobiyal materyalin
kristallestirilmesinden sonra, metal plaka kiitle spektrometresine sokulur ve kisa lazer
darbeleriyle bombardimana tutulur. Desorbe edilen ve iyonize edilen molekiiller,
elektrostatik bir alan araciligiyla hizlandirilir ve vakuma tabi tutulan bir metal ugus tiipii
araciligiyla bir dedektore ulasana kadar disar1 atilir; daha kiigiik iyonlar daha biiyiik
iyonlardan daha hizli hareket eder. Boylece, biyoanalitler, degisen yogunluklara sahip
kiitle-ylik oranitepe noktalarindan olusan bir kiitle spektrumu olusturur. Dolayisiyla bir
spektrum, tiir veya cins diizeyinde tanimlama igin bir veritabani elde edilir (Croxatto ve
ark., 2012).
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2.8.4.Molekiiler yontemler ile tanimlama

Candida’larinklasik tanmist1 mikroskopi, kiiltiir ve biyokimyasal testler gibi
yaklasimlara dayanir. Tiim bu yontemler, enfeksiyoz etkenin klinik 6rneklerden izole
edilmesini ve kiiltiirlenmesini gerektirir; bu islem ¢ogu Candida tiirii i¢in yaklasik 48
saat siirer ve bazi ornekler veya tiirler i¢in daha fazla zaman gerektirebilir. Bununla
beraber, tanimlama prosediirleri 6zel uzmanlik gerektirir, belirsiz sonuglar saglayabilir,
genellikle zaman alicidir ve etkili bir taniya ulasmada daha fazla gecikmeye neden olur.
Bu nedenle, tanisal molekiillerin dogrudan tespitine dayali alternatif yontemlerin
gelistirilmesine olan ilgi artmaktadir. Toplu olarak molekiiler tan1 olarak adlandirilan bu
yaklagimlar, dogrudan klinik 6rneklere uygulanma potansiyeline sahiptir ve belirli DNA
dizilerinin tespitini icerir. Baz1 yeni molekiiler yontemlerhem etkenin tiiriinii hem de

ilag direnci profilini kolayca teshis edebilme yetenegindedir(Arastehfar ve ark.,2019).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), giiclendirilmis fragman uzunlugu
polimorfizmi (AFLP), PCR-kisitlama uzunlugu fragmani polimorfizmleri (PCR-RFLP),
polimorfik DNA'nin rastgele amplifikasyonu (RAPD), multipleks PCR, yuvalanmis
polimeraz zincir reaksiyonu (i¢ ice PCR gibi molekiiler teknikler ), DNA dizilimi, ugus
kiitle spektrometresinin matris baglantili lazer desorpsiyon/iyonizasyon siiresi (MALDI-
TOF MS), DNA parmak izi, tek iplikli konformasyonel polimorfizm (SSCP) analizi ve
gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (gergek zamanli PCR) Candida tiirlerinin
tanisinda kullanilabilen molekiiler yontemlerdir. Rutin laboratuarlarda Candida’larin
tanimlanmasi i¢in kullanilan en giivenilir yontem, ITS bdlgesinin ve/veya D1-D2
alaninin Sanger dizilemesidir. Ancak, ITS bélgesinin ¢oziintirliik eksikligi ve genomda
ITS'nin homolog olmayan kopyalarinin varligi nedeniyle yakindan iligkili mantar
tiirlerini ayirt etmede sinirlamalari var gibi goriinmektedir. Dizileme, Candida tiirlerinin
kesin bir sekilde tanimlanmasini saglar ancak zaman alicidir ve kalifiye personel

gerektirir(Eghtedar Nejad ve ark.,2020;Barantsevich ve Barantsevich,2022).

DNA tespitine dayali yontemlerin yaygin bir dezavantaji, DNA tespitinin canlt
hiicrelerin varligiyla mutlaka iligkili olmayabilecegidir. Yani 6lii hiicrelerden de DNA
izolasyonu yapilabilir. Bu nedenle, son zamanlardaki birka¢ yaklasim, aktif olarak
transkripsiyona ugrayan genlerden RNA tespitine dayanmaktadir; bunlar canhi

hiicreleridaha iyi temsil eder(Arastehfar ve ark., 2019).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hedeflenen bir DNA segmentinin segici
amplifikasyonunu saglayarak birka¢ saat iginde bu dizinin (amplikon) milyonlarca
kopyasini iiretir.PCR, gelistirilen ilk niikleik asit amplifikasyon yontemidir. Yuvalanmig
PCR, gercek zamanli PCR, multipleks PCR vb. dahil olmak tizere yeni ve gelismis PCR
varyasyonlari mevcuttur. PCRAspergillus,Candida, Mucorales ve
Pneumocystisjirovecii  enfeksiyonlarinin  tanist  ig¢in  kullanilir.  Kiiltiir tabanli
yontemlerden daha hassas olmasi, kiiltiirii yapilamayan tiirleri tespit edebilmesi, daha az
zaman alic1 olmasi ve bir¢ok klinik 6rnek tiirline uygulanabilmesinden dolayr mantar
niikleik asitlerinin tespiti i¢in PCR analizi en iyi teshis stratejisi olabilir(Arastehfar ve
ark., 2019;Fang ve ark., 2023).

PCR, Candida spp.nin 2-4 saat i¢inde tanimlanmasini ve enfeksiyonun
kalicihigimi veya ¢ozliniirligiinii gostererek izlenmesi olasiligini saglar. Patojenik bakteri
veya virlislerin neden oldugu enfeksiyonlarin tanisinda oldukga etkili olan PCR tabanli
testler, invaziv kandidiyazis tanisinda daha diistik giivenilirlige sahiptir. Sorun, kandaki
Candida hiicrelerinin sayisinin diisitk olmasindan (genellikle 1 CFU/mL'nin altinda) ve
mantarin ve DNA'sinin insan viicudunda ve cevrede genis dagilimindan ve insan ve
mantar DNA's1 arasindaki benzerlikten kaynaklanmaktadir. YinedePCR testlerinin daha
da gelistirilmesi invaziv kandidiyazis tespit oranini artirabilir(Barantsevich ve
Barantsevich, 2022)

2.9.Candida Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antifungal Ajanlar

2.9.1.Ekinokandinler

B-(1,3)-d-glukan, mantar hiicre duvari yapisinin 6nemli bir bilesenidir ve
hayvan hiicrelerinde bulunmaz, bu nedenle antifungal ajanlar igin iyi bir hedeftir. p-
(1,3)-d- glukanin sentezi, B-(1,3)-d-glukan sentaz olarak adlandirilan UDP-glikoz (1,3)-
d-glukan- B-(3)-d-glukoziltransferaz tarafindan katalize edilir. Enzimin alt birimine
baglanan ekinokandinler, onun aktivitesini inhibe eder. p-(1,3)-d-glukan biyosentezinin
engellenmesi, mantar hiicre duvarimin yapisal anormalliklerine yol acar. Hiicre duvar
yapisinin bozulmasi ozmotik basingta dengesizliklere ve bunun sonucunda biiyiime
inhibisyonuna yol agar. Ekinokandinler,Candida tiirleri i¢in fungisidal etki gosterirler.

Ekinokandinlerin MIK degerleri araligi, Candida tiirlerine bagl olarak 0,007 pg/ml ile
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32 pg/ml arasinda degisir. Ekinokandinler, esas olarak Candida, Aspergillus tiirleri ve
baz1 diger patojenik mantarlarin neden oldugu invaziv enfeksiyonlarin tedavisi igin
onerilir(Altintas ve Sahiner, 2021;Barantsevich ve Barantsevich, 2022; Szymanski ve
ark.,2022).

Ekinokandinlerin gastrointestinal sistemden emilimi zayif oldugundan hastalara
sadece parenteral yoldan verilirler.Ekinokandinler, merkezi sinir sistemi ve gozler harig
olmak iizere farkli organ ve dokularda genis dagilim gosterir.Bu nedenle goz ici iltihabi
veya fungal menenjit tedavisinde kullanilmazlar. Bu antifungal ajanlar proteinlere giiglii
bir sekilde baglanir (%97-99). Yar1 6miir 9 ila 133 saat arasindadir, bu nedenle giinde
bir kez veya haftada bir kez (rezafungin) uygulanirlar. Hastanin klinik yaniti tedavi
stiresini etkiler. Cogu hasta semptomlarin diizelmeye baslamasindan7 giin veya en fazla
14 giin tedavi edilmelidir. Ekinokandinler ¢ogunlukla karacigerde, bir miktar ayrica
adrenal bezlerde ve dalakta hidroliz ve N-asetilasyon yoluyla metabolize edilir.
Metabolitleri ¢ogunlukla safra ve gaitayla atilir. Ekinokandinler karaciger, dalak,
bagirsak, bobrek ve akcigerde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu dokularda
konsantrasyonlar1 plazmadakinden iki ila on alti kat daha yiiksek olabilir.
Ekinokandinler P-glikoprotein ailesini etkilemez ve sitokrom P450 i¢in zayif
substratlardir. Geriatrik hastalarda uygulanan doz uygun ayarlama gerektirmez. Yaslhlar,
geng hastalara kiyasla farmakokinetikte degisiklik gostermezler. Ekinokandinler
bobreklerden atilmaz, bu nedenle bobrek yetmezligi olan yash hastalara ve diyalize
giren hastalara giivenle uygulanabilirler. Bir hasta ekinokandin tedavisi sirasinda birkag
ilag aliyorsa, ekinokandinlerin ilag-ila¢ etkilesimi ¢ok az oldugundan bu ilaglar
ayarlamak gerekli degildir. Bunun istisnas1 karaciger yetmezligi olan hastalarda
kaspofunginin 6zel doz ayarlamasidir(Altintas ve Sahiner, 2021;Barantsevich ve
Barantsevich, 2022; Szymanski ve ark.,2022).

2.9.1.1.Mikafungin

Mikafungin,Candida tiirleri ve azole direngli Aspergillus cinsi mantar
patojenlerine kars1 giliclii bir antifungal aktiviteye sahip ekinokandin tiirevi bir
antifungaldir. Plazma proteinlerine, esas olarak albiimine ve daha az oranda al-asit
glikoproteine o6nemli olgiide (> %99) baglanir ve yar1 omri 11 ila 17 saattir.

Mikafungin, P-glikoprotein pompa igin bir substrat degildir ve aktivitesini etkilemez.
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Cesitli sitokrom P450 izoenzimleri tarafindan metabolize edilir. Ilag metabolitleri safra
ve idrarla atilir. Ilacinyiizde birinden az1 idrarla degismeden atilir. Mikafungin, invaziv
kandidiyazis, kandidemi, 0zofageal kandidiyazis, abdominal apseve peritonit
vakalarinda kullanilir. Hematopoietik kok hiicre nakli yapilan hastalarda veya
graniilositopeni  durumundaCandida enfeksiyonlarinin  profilaksisinde  kullanilir.
Mikafungin ayrica insan makrofaj aktivasyonunu giiclendirerek bagisiklik sistemini

etkiler (Szymanski ve ark.,2022).

2.9.1.2.Kaspofungin

Kaspofungin suda ¢oziinen, yari sentetik, lipopeptit yapisinda bir ekinokandin
tirevi antifungaldir. Kaspofungin, bircok Candida ve Aspergillus tiirliniin yani sira
Pneumocystis jirovecii'ye karsi da antifungal aktiviteye sahiptir. C. parapsilosisve C.
guilliermondii’ye, bunun yaninda Trichosporon beigelii, Rhizopus arrhizus ve
Fusarium tiirlerine karsi aktivitesi orta diizeydedir. Kaspofungin plazma proteinlerine
yiiksek oranda (%97) baglanir ve insan viicudunda 9-11 saatlik bir yar1 6mre sahiptir.
Yar1 émrii uzun oldugundan giinde tek doz seklinde hastaya verilir. Ila¢ karacigerde
metabolize edilir ve metabolitler esas olarak gaita (%35) ve idrar (%41) yoluyla atilir.
Az miktarda (%2) kaspofungin idrarla degismeden atilir. Klinik uygulamada,
kaspofungin invaziv aspergillozlu (A. fumigatus'un neden oldugu) ve iliskili nétropenisi
olan hastalarda ve ayrica kanser hastalarinda, HIV enfeksiyonlu hastalarda, allojenik
hematopoietik kok hiicre nakli hastalarinda ve organ nakli hastalarinda mantar
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in kullanilir. Kaspofungin, vorikonazol ve polien direngli
Aspergillus fumigatus'a karsi tedavi i¢in kullanilir. Kaspofungin insan serumundaki
rifampisin ve takrolimus konsantrasyonlarini azaltabilir. Tedaviye yanit alinamamasi
veya sitokrom p-450 indiikleyen ilaglarin es zamanli kullanimi durumunda,
kaspofungin'in giinlilk dozu yiikseltilmelidir. Hipoalbiiminemi ve karaciger yetmezligi
olan hastalarda, kaspofungin dozlar1 kisiye gore ayarlanmalidir(Szymanski ve ark.,

2022).

2.9.2.Azoller

Azol grubu antifungaller azol halkasindaki azot atomlarimin sayisina gore

imidazol ve triazol olmak iizere ikiye ayrilir. Klotrimazol, mikonazol ve ketokonazol
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imidazollere; flukonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol triazollere aittir.
Azoller, p-450-bagimli 14 alfa-sterol demetilaz1 inhibe eden antifungallerdir ve
sitokromp-450 inhibisyonu nedeniyle yiiksek ila¢ etkilesimlerine neden olurlar.
Ergosterol sentezinin bozulmasi hiicre zar1 biitlinliigiinii bozar. Bu ilaglar i¢in bagka etki
mekanizmalart da vardir; 6rnegin, bu ilaglarin membrana baglanarak hiicresel solunumu
inhibe edebilir, membran gecirgenligini degistirebilir ve mantar hiicre membranindaki
fosfolipitlerle toksik reaksiyonlar yoluyla mantar hiicresinin 6liimiine neden olabilir.
Imidazoller soliisyon, losyon, vajinal tabletler ve kremler gibi cesitli topikal formlarda
olabilir. Imidazoller tinea versicolor, kiitandz ve vaginal kandidiyazis ve
dermatomikozlarin tedavisinde kullanilir. Imidazolllerin sistemik kullanimi &nemli
toksik etki gosterdiginden triazoller gelistirilmistir. Triazoller sistemik ve kiitandz
Candida enfeksiyonlarinda kullanilir. Azol ajanlarinin antifungal aktivitesi, mantar
zarindaki ergosterol sentezinin azalmasindan kaynaklanir(Altintas ve Sahiner,

2021;Barantsevich ve Barantsevich, 2022;Rakhshan ve ark., 2023).

2.9.2.1.Flukonazol

Flukonazol, mantar hiicrelerinde ergosteroliin biyosentezinde gorev alan 14a-
sterol demetilaz enzimini secici olarak inhibe ederek etki gosteren bir azol antifungal
ilagtir. Flukonazol, mantar sitokrom p-450'ye kars1 6zgiil segiciligi nedeniyle diger
azollerden farklidir. 14a-sterol demetilaza odaklanan etki mekanizmasi onu 6zellikle
Candida spp. veCryptococcus neoformans'in neden oldugu enfeksiyonlarla miicadelede
etkili bir ilag haline getirir. Triazoller arasinda, triazollerden birinci nesil antifungal ajan
olan flukonazol, diger azollere gore kiyasla birkag ek faydaya sahiptir. Bu ek
faydalardan biri daha genis bir antifungal aktivite spektrumudur. Flukonazol, oral ve
intravendz uygulanabilir. Flukonazol, yenidogan terapisinde kullanimiyla kanitlandigi
gibi oldukea etkili ve glivenlidir. Terapideki giivenligi géz oniine alindiginda, genellikle
mikrobiyal diren¢ gelisimini destekleyen bir ila¢ olarak yaygmn sekilde
kullanilir(Janowskive ark.,2024).

C. auris, C. glabratave C. parapsilosis'te flukonazole kars1 yaygin bir direng
gortliir.C. kruseiflukonazole kars1 intrensek direnclidir.C.dubliniensis,
C.guilliermondi,C. kefyr, C. lusitaniae ve C. krusei'nin flukonazole direngli oldugu

diistiniilmektedir (Barantsevich ve Barantsevich, 2022; Carmo ve ark., 2023).
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Flukonazol kan-beyin bariyerine iyi niifuz eder. Oral uygulamadan sonra tam
emilim gosterir. Giinde bir kez uygulanmasi yeterlidir.Degismemis ilacin %70-80'i
idrarla atilir; bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi gerekir (Carmo ve ark.,
2023).

Flukonazol, orofaringeal, 6zofageal, vajinal, peritoneal ve genito-iiriner kandida
enfeksiyonlari, yaygin kandidiyazis ve kriptokokal menenjitin tedavisi i¢in onay
almistir. ilag ayrica koksidioidomikozise karsi iyi bir aktiviteye sahiptir ve kronik

mukokutan6z kandidiyaziste ketokonazole iyi bir alternatiftir(Carmo ve ark., 2023).

2.9.2.2.Vorikonazol

Vorikonazol, flukonazolden tiiretilen, sentetik, ikinci nesil bir triazol antifungal
ilagtir ve genis spektrumlu antifungal aktivite gdstermektedir. Invaziv Aspergilloz i¢gin
birincil tedavi olarak kullanilmaktadir. Ayrica hem tedavi hem deprofilaksideCandida
tiirlerine kars1 da etkilidir(Li ve ark.,2023).

Vorikonazol genellikle iyi tolere edilmesine ragmen yaygin yan etkiler arasinda
gorsel ve isitsel hallisinasyonlar, deliryum, periferik néropati, hepatotoksisite,
fototoksisite, periostitis, osteokondrit, deri kanserleri, kardiyak aritmiler, alopesi, tirnak
degisiklikleri, hiponatremi ve hiperkalemi yer alir (Guarascio ve ark.,2021; Li ve ark.,
2023).

Vorikonazol esas olarak sitokrom p-450 izoenzimleri tarafindan oksidatif olarak
ve ikincil olarak CYP3A4 ve CYP2C9 enzimleri tarafindan metabolize edilir, ayrica
kendisi bir CYP3A4 inhibitoriidiir, bu nedenle vorikonazol ciddi ilag¢ etkilesimlerine
sebep olur. Yas, CYP2C19 gen polimorfizmleri, hepatik fonksiyon durumu, ilag
etkilesimleri gibi faktorler disiiniildiigiinde vorikonazoliin farmakokinetigi bireyler

arasinda degiskenlik gosterir. Bu durum da klinik yanitta degiskenlige neden olur (Li ve
ark., 2023).

2.9.3.Poliyen Antifungaller

Baslangigta bir toprak aktinomigeti olan Streptomyces nodosus'tan elde edilen

polienler, mantar hiicre membraninda bulunan ergosterole geri doniisiimsiiz olarak
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baglanir. Bu baglanma, iyon kanallarimin olusumuna ve proton ve monovalent
katyonlarin kaybina sebep olur ve bunun sonucunda depolarizasyon ve konsantrasyona
bagli hiicre 6liimii meydana gelir. Polienler ayrn1 zamanda membran gegirgenligini
artiran serbest radikallerin olusumunu saglayarak oksidatif hasara da neden olur (Carmo
ve ark., 2023).

Nistatin ve Amfoterisin B polien antifungallerdir. Amfoterisin B ve lipid
formiilasyonlar1 sistemik mantar enfeksiyonlarinda kullanilirken nistatin ciddi yan

etkilerinden ve zayif gastrointestinal emiliminden dolay1r sadece topikal olarak

kullanilmaktadir(Carolus ve ark.,2020; Altintas ve Sahiner, 2021;Carmo ve ark., 2023).

2.9.3.1.Amfoterisin B

Amfoterisin B ve lipit formiilasyonlari, mevcut tek sistemik polienlerdir. Lipit
formiilasyonlart daha az toksiktir ve hastalar tarafindan daha 1iyi tolere
edilir Amfoterisin B'nin kullanimi siklikla karsilasilan bireysel tolerans sorunlari ve

nefrotoksisite nedeniyle sinirlidir(Barantsevich ve Barantsevich, 2022).

Geleneksel AmB, genis bir antifungal aktivite spektrumuna sahiptir, ancak
memeli hiicre membranlarindaki kolesterole de baglanabilir ve bu da AmB ile iligkili
yaygin bir yan etki olan nefrotoksisiteye yol acabilir. AmB'nin fungal ergosterole olan
afinitesi memeli kolesteroliinden daha fazladir ve bu da ilacin yalnizca fungal hiicrelerin

varhiginda salinmasini saglar (Akinosoglou ve ark., 2024).

Amfoterisin B,Candida, Aspergillus, Cryptococcus ve Fusarium tiirlerinin sebep

oldugu sistemik enfeksiyonlarda, mucormikozis ve endemik mikozlarin tedavisinde

kullanilir (Carolus ve ark., 2020).

2.9.3.2.Nistatin

Polien tiirevi bir antifungaldir. Gastrointestinal sistemden zayif emilimi ve ciddi
sistemik yan etkilerinden dolay1 sadece topikal olarak kullanilmaktadir.
Candidatiirlerinin  sebep oldugu kiitandz, mukokiitandz ve gastrointestinal

enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilir(Carolus ve ark., 2020).

42



2.9.4 Pirimidin sentez inhibitorleri

2.9.4.1.Flusitozin(5-FC)

5-FC'nin etki sekli antifungal ajanlar arasinda benzersizdir, ¢linkii DNA, RNA
ve protein sentezini hedefler. 5-FC bir on ilagtir, yani aktivasyonu igin bilesigin
pirimidin kurtarma yoluyla metabolize edilmesi gerekir, burada yikici bir substrat olarak
etki eder ve ardindan toksik niikleotidlerin iiretimi ve DNA ve protein sentezinin

bozulmasina neden olur(Delma ve ark.,2021).

5-FC, yaygin patojenik mayalara kars1 genis bir aktivite spektrumu sergiler.5-
FC, insan kriptokokozu ve kandidiyazini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.ilag ¢ok
cesitli Candida tiirlerine karsi etkilidir. Aspergillus vekromoblastomikozun bazi
etkenleri 5-FC'ye daha az duyarhidir (Delma ve ark.,, 2021;Barantsevich ve
Barantsevich, 2022).

5-FC, bobrekler tarafindan atilir ve bobrek fonksiyonu bozuk hastalarda doz
azaltilmalidir. 5-FC viicudun ¢esitli bolgelerine ve bolmelerine iyi dagilir; idrar yolu,
beyin ve goz veya kalp kapakgiklar1 enfeksiyonlar: gibi diger antifungal ajanlarin siirh
ilag penetrasyonu olan viicut bolgelerindeki mantar enfeksiyonlarinin tedavisi ig¢in
ozellikle Onemlidir. Amfoterisin B ile kombinasyon halinde uygulandiginda, 5-FC
kriptokokal menenjit ve kompleks Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde altin standart

haline gelmistir (Delma ve ark., 2021).

2.9.5.Griseofulvin

Penicillium griseofulvum'un metabolik bir iirlinii olan griseofulvin mantar
mikrotiibiillerine baglanarak mitotik igcik olusumunu bdylece hiicre replikasyonunu

onleyerek etki gosteren bir antifungaldir (Carmo ve ark., 2023).

Griseofulvin gastrointestinal sistemden emilir ve derinin keratinize yapilarina
ulasir, bu da dermatofitoz ve onikomikoz tedavisindeki basarisin1 hakli ¢ikarir.
Griseofulvin Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton tiirlerine kars1 fungistatik
bir ilag gorevi goriir. Ancak, dimorfik mantarlar, maya (Malassezia ve Candida) veya
kromoblastomikoz ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde etkisizdir. Griseofulvinin

biyolojik yar1 émrii kanda 9 ila 24 saattir ve karaciger mikrozomal enzim sistemi
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tarafindan metabolize edildikten sonra idrar ve diskiyla atilir. Mide bulantisi, kusma ve
ishal en sik bildirilen yan etkilerdir ancak fotosensitivite, petesi, pruritus ve irtiker de
bildirilmistir. Griseofulvin porfiri hastalarinda kullanilmamalidir, ¢linkii varfarinin
biyoyararlanimin1 azaltarak antikoagiilan etkisinin azalmasina neden olur ve ayrica
etanol ile disiilfiram benzeri reaksiyonlara neden olur. Yan etkiler ve tehlikeli ilag-ilag
etkilesimleri g6z oniline alindiginda, griseofulvin kullanimi ¢ogu durumda terbinafin ve

azoller ile degistirilir (Carmo ve ark., 2023).

2.9.6.Alilaminler

Alilaminler ergosterol sentezini inhibe eden antifungallerdir. Bunu skualen
epoksidazi inhibe ederek yaparlar. Skualen epoksidaz inhibisyonu skualen birikimine ve
ergosterol sentezi inhibisyonuna neden olur. Ergosterol sentez inhibisyonu mantar hiicre
zar1 yapisinin bozulmasina yol agar. Skualen birikimi fungisidal aktiviteden, ergosterol

sentez blokaj1 fungistatik aktiviteden sorumludur(Leung ve ark, 2022).

Terbinafin ve naftifin alilamin grubunda yer alan antifungallerdir. Terbinafin
oral ve topikal olarak kullanilirken naftifin sadece topikal kullanilir(Dalal ve ark.,
2022). Oral yoldan alindiginda terbinafin cilt ve tirnak yataklarinda yogunlasir ve
nispeten diisiik kan dolasimi1 konsantrasyonlarina sahiptir, bu da onu onikomikoz ve
kutandz mantar enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in iyi bir ilag yapar. Terbinafin,
dermatofitler,C. albicansve Scopulariopsis brevicaulis ile iligkili enfeksiyonlart,
ozellikle azol antifungal ilaglar tolere edemeyen hastalarda tedavi etmek icin kullanilir

(Carmo ve ark., 2023).

2.10.Antifungal ilaclara Diren¢

Son birka¢ dekadda geleneksel antimikrobiyallerin patojenlerle miicadelede
giderek etkisiz hale geldigi goriilmiistiir. Bu durum, invaziv mantar enfeksiyonlarinda
kullanilan antifungal cesitliliginin yetersizligi, coklu ilaca direngli mantar tiirlerinin
ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi diisiiniildiiglinde antifungalller agisindan endise verici bir
tablo olusturmaktadir. Invaziv mantar enfeksiyonlarnda kullanilan antifungal
cesitliliginin kisithilig1 ve ¢oklu ilaca direngli mantar patojenlerinin artig1 artan mortalite

ve morbidite oranlartyla iliskilendirilmistir (Lee ve ark.,2021;Bilal ve ark., 2022).
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Antifungal direng, o tiirlin ¢ogu izolatinin biiyiimesini durduran ve/veya izolati
Oldiiren antifungal ila¢ konsantrasyonlarinda izolatin biiylime yetene§i olarak
tamimlanmaktadir. Antifungal direng; intrensek (birincil)diren¢ ve kazanilmis(ikincil)
direng olarak iki farkli sekilde goriilmektedir. Intrensek(birincil) antifungal direncte
mantar tiirleri islevsel veya yapisal 6zellikler nedeniyle belirli bir antifungal ilaca karsi
direng gosterir. Bu kararli durum ayni tiiriin tim suslarinda goriiliir ve 6nceki antifungal
maruziyetten kaynaklanmamistir. Intrensek dirence C. auris ve C. Kkrusei’nin
flukonazole direngli olmas1 6rnek olarak gosterilebilir. Kazanilmig(ikincil) direng ise bir
antifungale duyarli olan tiiriin suslarinda evrimlesebilir. Bu direng tiirli genellikle klinik
veya in vitro ortamda antifungale uzun siireli maruziyetten sonra gelisir. Mutasyonlar
veya kromozomal yeniden diizenlemeler, antifungal aktivitenin veya mantar stres
yanitinin etkilerini gecersiz kilan genlerin asir1 ifadesine neden olabilir. Bu degisiklik,
ilag tedavisinin baskis1 azaltildiginda veya kaldirildiginda orijinal duruma geri
donebilir. Baz1 mutantlar, gelecekteki ila¢ baskisindan bagimsiz olarak direngli fenotipi

koruyabilir(Fisher ve ark.,2022;Czajka ve ark.,2023).

Antifungal ilaglarin sik ve profilaktik olarak kullanimi diren¢ gelisiminde biiyiik
rol oynar. Antifungal ila¢ direncinin olusumunda bir¢ok adaptif mekanizma rol oynar.

Bunlar;(Lee ve ark., 2021).

1) Ilag hedeflerindeki degisiklikler
2) Efliikks pompalarinin asir1 ekspresyonu
3) Stres tepkilerinin modiilasyonu

4) Genomik modifikasyonlar

Azol grubu antifungallere kars1 goriilen direng edinilmis veya kazanilmis
olabilir. Azol direnci ozellikle albicans digi Candida tiirlerinde artis gostermektedir.
Candida’larda azollere karsi diren¢ birden fazla mekanizma ile meydana gelebilir,
ancak en yaygin olanlar1 ilag disar1 atma pompalarinin ekspresyonu ve lanosterol 14a-
demetilaz iiretiminden sorumlu olan ERGI1 genindeki up-regiilasyon veya
mutasyonlardir.Candida'nin biyofilm iiretme yetenegi, azol direncine katkida bulunan

bir diger mekanizmadir(Logan ve ark.,2022).
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Ekinokandinlere kars1 direncin en yaygin sekli 1,3-B-D-glukan sentazinin FKS1
genindeki mutasyonlar1 igerir. Bu mutasyonlarla iligkili amino asit degisimleri,
ekinokandin duyarliliginin 6nemli 6lgiide azalmasina neden olur ve bu mutasyonlar,
ekinokandin smifinin tiim iyeleri arasinda c¢apraz dirence neden olur. Ekinokandin
direncinin bir baska mekanizmasi, up-regiilasyon kitin iiretimini igerir( Logan ve ark.,
2022).

Amfoterisin B'ye karsi edinilmis diren¢ nadirdir ve direng genellikle dogasi
geregi daha az duyarli mantar suslarinin secilmesiyle gelisir. Amfoterisin B'ye direng,
mantar hiicre zarmin ergosterol bileseninde bir azalma ile karakterize edilir. Candida
izolatlarmin bir alt kiimesinde, ERG genlerindeki mutasyonel kusurlarin ergosterol

sentezini etkiledigi gosterilmistir (Logan ve ark., 2022).

Edinilmis direng, baz1 ERG genlerindeki (ERG1, ERG2, ERG3, ERG4, ERG®6,
ERGI11) degisiklikler nedeniyle hiicre zarindaki ergosterol igerigindeki azalmanin bir
sonucudur. Bu nedenle, hiicresel sterol konsantrasyonlarini azaltan bir azol gibi bir
antifungal ile tedavi, polien direncine yol agabilir. Direncin edinilmesi son derece
nadirdir ¢linkii amfoterisin B'ye diren¢ kazandiran mutasyonlar, konaktan gelen dis

streslere kars1 toleransi 6nemli 6l¢lide azaltir(Tortorano ve ark.,2021).

Monoterapide kullanildiginda ortaya ¢ikan flusitozin direnci, FCY2, FCY1 ve
FURI1 genlerindeki mutasyonlara baglanmistir. C. glabrata’da, arginin homeostazisi,
hiicre duvar1 yeniden sekillenmesi ve Fps ailesinden akuagliseroporinler, flusitozin

direncinin mekanizmalar1 olarak ortaya ¢ikmistir(Tortorano ve ark., 2021).

Biyofilm bir diger 6nemli ila¢ direnci mekanizmasidir. Hiicre disi matriks
(ECM), mikroorganizmalar ile ilag veya konak bagisiklik tepkisi arasinda fiziksel bir
bariyer gorevi goriir ve yiiksek konsantrasyonlarda antifungal ilaglar1 tolere edebilen

hiicrelerin gelisimini destekler(Tortorano ve ark., 2021).

Flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol,Candida biyofilmlerini ortadan
kaldirmada basarisiz olurken, ekinokandinler ve amfoterisin B lipid formiilasyonlari

geng ve olgun biyofilmler arasindaki farkliliklarla antibiyofilm aktiviteleriyle bilinirler.
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Ayrica ekinokandinler Candida biyofilmlerine kars1 in vitro aktiftir, ancak tiirlere bagl
olarak farkliliklar gozlenir(Tortorano ve ark., 2021).

2.11. Antifungal Duyarhlik Testleri

Antifungal duyarlilik testleri, saf bir kiiltiirde iiretilmis belirli bir mantar susunun
bir antifungal ilaca duyarliligin1 belirler. Antifungal duyarlilik testleri, sivi veya kati
ortamda ilacin tanimlanmis konsantrasyonlarinda biiylime inhibisyonunu degerlendiren

fenotipik yontemlerdir (Durand ve ark.,2021).

Bir Candida izolatinin antifungal duyarliligi antimikrobiyal ajan secimi ve
invaziv kandidiyazis tedavisi i¢in temel bir tastir. Antifungal duyarlilik testi performansi
ve analizi i¢in diizenli olarak giincellenen kilavuzlar yayinlayan iki biiyiik kurum vardir:
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Birligi Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST). Her iki kurum da mantarlarda test performansi
icin yerlesik Oneriler yayinlasa daantifungal duyarlilik analizinin baz1 yonleri hakkinda
yeterli bilgiye sahip degillerdir. EUCAST su anda ne C. guillermondii igin
antifungallerin minimal inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK) degerlendirilmesi
hakkinda bilgi ne de Candida tiirleri i¢in kaspofungin ve isavukonazol yorumlayici
kilavuzlart sunmaktadir. Yogun bakim finitelerinde kan dolagimi enfeksiyonu
salginlarina neden olabilen C. auris'in her iki sistemde de herhangi bir kilavuzu yoktur.
Yayimlanan tek Oneriler, flukonazol ve 5-florositozin hari¢ tiim azoller i¢in bilgi
igermeyen ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri tarafindan verilen gegici MIK

siir degerleridir (Barantsevich ve Barantsevich,2022).

Son yillarda invaziv fungal enfeksiyonlar icin risk faktorlerine sahip hasta
sayisinin artmast invaziv fungal enfeksiyonlarda artisa neden olmustur. Bu durum
beraberinde yapilan antifungal duyarlilik testlerini 6n plana ¢ikarmistir. Ekinokandin
sinifi antifungallerin bulunmasi, azollerin sayisinin artmasi ve C. auris, C. glabratagibi
tirlerde edinilmis diren¢ ortaya c¢ikmasi antifungal tedavide dogru in vitro duyarlilik

verilerine olan ihtiyaci arttirmistir(Berkow ve ark.,2020).

Antifungal duyarlilik testleri klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda, daha ok

mayalar i¢in yapilir. Bununla birlikte, kiiltiirde tespit edilen her mantar patojeni igin
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duyarlilik testi 6nerilmez. Steril olmayan viicut bolgelerinden izole edilenler genellikle
tedavi edilmez ve antifungal duyarlilik testi calisilmasit gerektirmeyebilir. Bazi
patojenler i¢in tercih edilen antifungal ilag, patojenin uygun sekilde tanimlanmasiyla
ampirik olarak tedavi edilebilir ve klinik basarisizlik olmadig: siirece duyarlilik testi
gerektirmeyebilir. Antifungal duyarlilik testlerinin dnemi mantar enfeksiyonu invaziv
oldugunda, edinilmis ilag¢ direncinden siiphelenildiginde veya hasta beklenmedik bir
sekilde tedavide basarisiz oldugunda ortaya ¢ikar. Bu durumlarin her biri i¢in, in vitro
duyarhilik oriintiisiinii bilmek, klinisyene tedavi secimleri veya degisiklikleri yaparken

bilgi verecektir (Berkow ve ark., 2020).

2.11.1.Makrodiliisyon yontemi

CLSI tarafindan oOnerilen,mikrodiliisyonda oldugu gibi RPMI 1640 sivi
besiyerinin kullamldigi, MIK degerlerinin gérsel olarak saptandigi tiip diliisyon
yontemidir. Yogun emek isteyen ve zaman alici bir yontemdir. Rutinde kullanim ig¢in

uygun degildir (Sewell ve ark., 1994;Van Eldere ve ark., 1996; Ener, 1996).

2.11.2.Mikrodiliisyon yontemi

Broth mikrodiliisyon, bir ilacin in vitro aktivitesinin, bilinen bir ilag
konsantrasyonuna sahip sivi besiyerindeki bir test organizmasimna karsi ol¢iildiigi
islemdir. Gelistirilen ilk yontemlerden biridir. Broth mikrodiliisyonda, standart bir
ortam, antifungal bir ilacin 2 kat seri seyreltmeleri ve dnceden belirlenmis miktarda test
organizmas! inokulumu igeren bir test tiipli veya mikrotitre plakasi kullanilir. Bu
deneyin son noktasi, test organizmasinin biiyiimesini 6nceden belirlenmis bir dereceye
kadar azaltan ilag konsantrasyonu (MIK) olarak okunur. Makrodiliisyon, izlenen orijinal
yontem olsa da mikrodiliisyon klinik laboratuvarda kullanim i¢in daha kolay

benimsenmistir (Berkow ve ark., 2020).

Klinik laboratuvarlarda broth mikrodiliisyon testi i¢in kabul edilen iki standart
vardir: CLSI tarafindan belirlenen broth mikrodiliisyon standardi ve EUCAST
tarafindan belirlenen broth mikrodiliisyon standardi. Her iki standart farkli glikoz
konsantrasyonlar1 olsa da ayni ortami ve gradient testin son noktasini tanimlamak igin

ayni kriterleri kullanir. Ayrica su anda klinik kirilma noktalar1 ve dolayisiyla antifungal
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diren¢ ve/veya duyarlilik i¢in yorumlar gelistirmek i¢in benzer kriterleri kullanirlar ve

bu da nihayetinde benzer sonuglara ulastirir. Ancak bu standartlarin 6nemli bazi

farkliliklar1 vardir ve bunlarasagidaki tabloda 6zetlenmistir(Berkow ve ark., 2020).

Tablo 1.CLSI ve EUCAST ’egoére broth mikrodiliisyon yontemleri arasindaki temel
farkliliklarin karsilagtirilmasi

PARAMETRE CLSI M27-A4 EUCAST E.DEF
7.3.1
RPMI ortamnin glikoz igergi %0,2 glikoz %2 glikoz
Plaka iizerinde test edilecek
En az 1 280 fg/ml veya test edilecek en | en yiiksek
Antifungal ajanin hazirlanmast yiiksek konsantrasyonun10 kati dan konsantrasyondan en az 200
stok konsantrasyonun hazirlayin kat daha yiiksek
hangisi daha biiyiikse onu kullanin konsantrasyonlarda
hazrlayin
; oy o Alt kiiltiirlin sayist
Organizmanin hazirlanmasi Mayay1 en az iki kez alt kiiltiire alin
tanimlanmamustir
Diiz tabanli kuyucuklara
Mikro seyreltme plakast U seklinde kuyulara sahip plakalar sahip dokuyla iglenmis
plakalar

Mayalar 0.5x10% ia 2.5x10* hiicre/ml
filamentli mantarlar (dermatotif
olmayan). 0.4x10# ila 5x10* hiicre/ml
filamentli mantarlar (dermatotif). 1x103
ila 3x10* hiicre/ml

Mayalar 1x10° ila 5x10°
hiicre/ml filamentli
mantarlar 2x10° ila 5x10°
hiicre/ml

Indkuliim boyutu

Okuma yontemi Gorsel Spektrofotometrik

Biiyiimede %100 azalma veya ilk optik

Amfoterisin B okumasi olarak berrak kuyu

Biiylimede >%90 azalma

Diisiik buharlagsmali
kapaklarin kullanim tavsiye
edilir

Tavsiye

CLSI'nin kaspofungin i¢in ¢esitli maya tiirlerine kars1 sinir degerler gelistirmis
olmasina ragmen, kaspofungin testlerinde sorunlar mevcuttur. Bazi laboratuvarlarda
duyarli izolatlarin diren¢li olarak smiflandirilmasiyla birlikte laboratuvarlar arasi
yiiksek degiskenlik, kaspofunginin tek basma ekinokandinlere duyarlilik ic¢in bir
alternatif olarak kullanilmamasi gerektigi onerisine yol agmistir. Bu nedenle, EUCAST
kaspofungin i¢in maya sinir degerleri tanimlamamistir. Bu sorunlar, kaspofungin direnci

igin alternatif olarak kullanilabilen anidulafungin veya mikafungin ile gradient test
yapildiginda karsilasilmaz (Berkow ve ark., 2020).
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2.11.3.Disk difiizyon yontemi

Duyarhilik testine yonelik en eski yaklagimlardan biridirve Ozellikle kaynak
kisitli ortamlarda bir¢cok klinik laboratuvarda yaygin olarak kullanilmaya devam
etmektedir. Disk difiizyon testi ucuzdur, tekrarlanabilirdir ve yorumlanmasi kolaydir

(Berkow ve ark., 2020).

Disk diflizyon testi, sabit konsantrasyonda antifungal ilag¢ ile doyurulmus kagit
disklerin kullanimi ile yapilir. Antifungal madde agara yayilir ve diskin etrafinda
inhibisyon bdlgesi olarak adlandirilan bir alan olusur. Bu bolgenin capi, antifungal
maddenin disk difiizyon degeri olarak okunur. Bu ¢ap ilacin agar ortamindan difiizyon
hizina ve izolatin o ilaca duyarliligina baghdir(Berkow ve ark., 2020;Altintas ve
Sahiner,2021).

CLSI, mayalarda disk difiizyon duyarlilik testi igin standartlastirilmig bir
protokol gelistirmistir. Disk difiizyon testi i¢in Onerilen ortam, testin maksimum
tekrarlanabilirligi i¢in %2 glikoz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi boyast (GMB) iceren
Mueller-Hinton agar besiyeridir. Glikoz ilavesi mantar biiyiimesini destekler ve metilen
mavisi boyasinin ilavesi inhibisyon zonunun belirgin olmasini saglar. Besiyerinin pH"
oda sicakliginda 7,2 ile 7,4 arasinda olmalidir. CLSI, disk difiizyon testi ig¢in
inokulumun, broth mikrodiliisyonda oldugu gibi ml bagina 1x10¢la 5x%10¢hiicrelik
stispansiyonu Onermektedir. Steril bir ekiivyon ¢ubugu hazirlanan hiicre slispansiyonuna
batirilir, fazla siviyr ¢ikarmak i¢in tiipilin i¢ duvarina sikica bastirilir ve daha sonra tiim
agar yiizeyini toplam 3 kez cizmek i¢in kullanilir, her seferinde inokulumun plaka
boyunca esit sekilde dagildigindan emin olmak igin plaka yaklasik 60° dondiiriiliir.
Plaka en az 3 dakika, ancak 15 dakikadan fazla olmamak iizere kurutulduktan sonra,
diskler agara yerlestirilir ve yiizeyle tam temas saglamak icin hafifce bastirilabilir.
Birden fazla disk kullaniliyorsa, merkezden merkeze 24 mm'den daha yakin
olmamalidirlar. 35°C + 2°C'de 20 ila 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, her disk icin
zon ¢api, bliylimenin belirgin bir sekilde azaldig1 noktada en yakin milimetreye kadar

ol¢iilir(Berkow ve ark., 2020; Altintag ve Sahiner, 2021).

Disk diflizyon yontemi, teknik olarak basit ve ucuz olmast ve az

ekipmangerektirmesi nedeniyle Candida’lar ig¢in ideal bir test yontemidir. Disk
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difiizyon sonuglar1 ile broth mikrodiliisyon ile elde edilen MIK sonuglar1 arasinda
biiyiilk oranda uyum belirlenmistir. Broth mikrodiliisyonla disk difiizyonu arasindaki
kategorik uyum>%90 ve cogu durumda>%95 olma egilimindedir. Bu yontemin
sinirlamasi, bir MIK degeri saglamamasidir. Bolge cap1 yorumlayici dlgiitleri, bolge
caplarinin bircok izolatin MIK degerleriyle karsilastirilmasiyla gelistirilmistir. Daha
sonra bu degerler, MIK ve hasta sonucuyla genel korelasyona dayali olarak yorumlayici
Olclitlere dontstiirilmiistiir. Bunun anlami, disk diflizyon O6l¢iitlerinin yalnizca
halihazirda kirilma noktalar1 bulunan mantar/antifungal kombinasyonlar1 igin
gelistirilebilecegidir.  Bu, disk  diflizyonunun  kirilma  noktalar1  bulunan
Candidaizolatlarinin >%90"1 igin yararli oldugu anlamima gelse de bu yontem ortaya
cikan tiirler veya yeni gelistirilen antifungal ilaglar i¢in yararh degildir ¢ilinkii sonucu

yorumlamanin bir yolu yoktur (Berkow ve ark., 2020).

2.11.4.Gradient test yontemi

Broth mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemlerine bir alternatif, gradyan
difiizyon seritlerinin kullanilmasidir. Bunlar, bir tarafinda Onceden tanimlanmus,
kurutulmus bir antifungal ila¢ gradyan1 ve diger tarafinda bir konsantrasyon 6lcegi ile
isaretlenmis ince plastik veya kagit seritlerdir. Bu seritler, disk difiizyon yonteminde
oldugu gibi maya siispansiyonu ile asilanmis agar yiizeyine yerlestirilir. 24 ila 48 saatlik
inkiibasyondan sonra, antifungal ajanin difiizyonundan kaynaklanan mantar
biiyiimesinin inhibisyonu nedeniyle seritlerin etrafinda bir elips goriilebilir. MIC, elipsin
Olcegi gectigi noktada okunur. Tim onayli antifungal ilaglar icin seritler mevcuttur.
Kullanim kolayliginin yani sira, gradyan diflizyon seritlerinin disk difiizyona gore sahip
oldugu bir avantaj da MIK degeri iireterek antifungal duyarlihigi dlgme yetenegidir.
Gradyan difiizyonla iiretilen MiK degerleri, broth mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen
degerlerle karsilastirildiginda uyumludur (Berkow ve ark., 2020;Durand ve ark., 2021).

Gradyan difiizyon yonteminin broth mikrodiliisyon yonteminden farkli olarak
bir avantaji amfoterisin B'nin test edilmesidir. Broth mikrodiliisyon testi ile Candida
tiirlerinin amfoterisin B'ye karst MIK degerleri 0,25 ila 1 pg/ml araliginda siki bir
sekilde kiimelenmistir. Ancak gradyan difiizyon seritleri kullanildiginda ¢ok daha genis
ve cesitli bir MIK degeri aralif1 elde edilir. Bu, amfoterisin B testinin gradyan difiizyon
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seritleri kullanilarak yapildiginda daha giivenilir oldugunu goéstermektedir (Berkow ve
ark., 2020).

Gradyan test yontemi ile antifungal duyarlilik belirlenmesinde besiyeri
ortaminin se¢imi Oonem arz eder. Bu yontemde RPMI bazli agar besiyeri en uygun
besiyeri olarak goriiliir. Bazi laboratuvarlarda disk difiizyon yonteminde oldugu gibi %2
glikoz ve 0.5 pg/ml metilenmavisi eklenmis Mueller-Hinton agar besiyeri
kullanilmaktadir(Altintas ve Sahiner, 2021).

2.11.5.AKkis sitometrisi

Akis sitometrisi ile antifungal duyarlilik ¢alisma bir antifungalin varliginda
hiicre canliligindaki degisikliklerin saptanmasiyla degerlendirilir. Bu yaklasim,
inkiibasyon siiresini azalttig1 i¢in hiicre sayimina gore tercih edilir. Antifungal ilacin
seri diliisyonlar1 ve floresan boya ile boyanmasinin ardindan, mantar hiicreleri bir akis
sitometresi  kullanilarak floresanslar1 agisindan Olgiiliir.Floresandaki ve hiicre
canliligindaki degisiklikler antifungal kaynakli hasarin bir gostergesi olarak yorumlanir.
MIK, bilinen bir in vitro duyarliligi olan bir izolatla karsilastirildiginda, pozitif
hiicrelerin veya yliksek floresans gosteren hiicrelerin yiizdesinin bir esik degerinin
tizerinde oldugu belirli bir antifungal ilacin en diisiik konsantrasyonu olarak
tanimlanabilir (Berkow ve ark., 2020;Durand ve ark., 2021).

Akis sitometrisinin referans antifungal duyarlilik yontemleriyle karsilagtirilmasi
birden fazla tiir ve birden fazla antifungal i¢in umut verici verilerle sonuglanmistir. Kisa
sonu¢ alma siiresine ragmen (30 dakika ila 1 saat), antifungal duyarlilik ¢alismak icin
akis sitometrisi klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilmamaktadir.
Standartlastirilmig  protokoller eksiktir. Ayrica teknik uzmanhk gerektirir ve
laboratuvarlarin ¢ogu bu tiir aletlerle donatilmamistir (Berkow ve ark., 2020;Durand ve
ark., 2021).
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2.11.6. Ticari olarak gelistirilen antifungal duyarhhk testleri

2.11.6.1.MALDI-TOF kiitle spektrometrisi

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani (MALDI-TOF)
kiitle spektrometrisi, protein profillerini dogrudan klinik izolatlardan tespit eder ve hem
bakteri hem de mantarlarin tanimlanmasi i¢in klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
temel bir ara¢ haline gelmistir. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi antifungal duyarlilik
testleri i¢in de incelenmistir. Mantarlarin antifungale maruziyeti protein bilesiminin
degisimine neden olur. Bu protein degisimiyle bir mantar izolatinin duyarli veya
direncli fenotipi belirlenebilir. Genel olarak, bir mantar izolati bir antifungal ilag
konsantrasyonuna maruz birakilir ve MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile analiz edilir
ve ilagsiz bir kontrole kiyasla protein yapisindaki herhangi bir degisiklik, antifungal
kaynakli hasarin bir gostergesi olarak yorumlanir. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile
elde edilen antifungal konsantrasyonlari broth mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen
MIK degerleriyle uyum igindedir. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi uzun inkiibasyon
stiresi nedeniyle kullanim1 uygun goériilmemektedir (Berkow ve ark., 2020;Durand ve
ark., 2021).

2.11.6.2. Vitek2 maya panelleri

Vitek 2 maya duyarlilik paneli (bioMérieux, Hazelwood, MO, ABD), klinik
olarak ilgili Candida tiirleri igin tiir tespiti ve bir MIK degeri belirlemek iizere
spektrofotometrik algilamalar yapan antifungal duyarlilik testlerine yonelik tam
otomatik bir sistemdir. Temel olarak, hem test edilecek mayanin bir mantar
sispansiyonu hem de 4 ila 6 farkli konsantrasyonda kurutulmus antifungal kartlar
okumanin otomatik olarak degerlendirildigi sisteme dahil edilir. Ortalama 12 ila 14 saat
sonra her bir antifungal icin bir MIK degeri rapor edilir(Berkow ve ark., 2020;Durand
ve ark., 2021).

Vitek2 maya panellerinin sagladigi otomasyon, yiiksek test hacmi olan klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in idealdir. Ozel mikoloji egitimi gerektirmez ve broth
mikrodiliisyonla karsilastirilabilir dogru sonugclar iireten hizli bir antifungal duyarlilik
yontemidir. Hem CLSI hem de EUCAST referans yontemleriyle uyum genel
olarak>%95"tir (Berkow ve ark., 2020;Durand ve ark., 2021).
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2.11.6.3.Sensititre yeast one panelleri

Sensititre YeastOne panelleri kolorimetrik olarak antifungal MIK’i belirleyen
ticari olarak hazirlanmis bir broth mikrodiliisyon plakasidir. Diger broth mikrodiliisyon
formlar1 gibi, Sensititre YeastOne paneli antifungal ilacin seri diliisyonlarini iceren 96
kuyucuklu bir plakadan olusur. Sensititre YeastOne panelleri diger yontemlerden farkli
olarak canli mantarlar tarafindan oksitlendiginde maviden pembeye doéniisen hiicre
canliliginin bir gostergesi ve kolorimetrik biiyiime gostergesi olan resazurin (alamar
blue)igerir. MIC'ler, 24 saatlik inkiibasyondan sonra, kuyucuklarn mavi kaldigi
(bliylime olmadigl) en diisiik antifungal konsantrasyonlar olarak belirlenir ve CLSI
kesme noktalarina gére yorumlanir. Bu nedenle mantar biiyiimesi ve MIK tayini
tanimlanmis bir biiylime miktarindan ziyade kuyudaki bir renk degisimine dayanir. Su
anda, referans yontemlerle yiiksek diizeyde uyumu ve uygulanabilme ve okunabilme
kolayligt ~ nedeniyle,  yontem  klinik  laboratuvarlarda  yaygin  olarak

kullanilmaktadir(Berkow ve ark., 2020;Durand ve ark., 2021).

2.11.7.Molekiiler yontemler

Antifungal direncin molekiiler tespiti, PCR, hibridizasyon, hedefldizileme veya
tim genom dizileme gibi niikleik asit bazli testlere dayanir. Molekiiler yontemlerde
antifungal direngle iligkili oldugu bilinen genetik degisikliklerin saptanmasi hedeflenir.
Mantarlarda kazanilmis direng, cogunlukla antifungal hedefleri ve tasiyicilari kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin yani sira bu lriinlerde yer alan transkripsiyon faktorlerinden
kaynaklanmaktadir.Molekiiler yontemler ile antifungal duyarlilik ¢alisilmasinin en
onemli avantaji tedavi sirasinda gelisen diren¢ mekanizmalarinin direkt tespitidir.
Yiiksek duyarlilik ve verimlilige sahip alele 6zgii diren¢ durumunu saptayan gergek
zamanli PCR kullanimi ilaca direngli suglarin hizli ve kolay belirlenmesini saglamakta

ve tedavinin yonetimine yardimci olur(Altintag ve Sahiner, 2021; Durand ve ark., 2021)
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Cahsmaya Alinacak Izolatlarin Se¢imi

Calismaya Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvar’'na génderilen ve Van Yiiziincii Yil Universitesi
Hastanesi’nde tan1 ve tedavi nedeniyle takip edilen hastalarin kan kiiltiirlerinden izole
edilen, otomatize sistemlerle tanimlanan ve in vitro antifungal duyarlilik testleri
calisilan 63 Candida susu dahil edildi. izole edilen suslar boncuklu saklama tiiplerinde -
80°C’de sakland1. 63 Candida susu, 63 ayr1 hastadan izole edilmistir.

3.2.Calismada Kullanilan Besiyerleri

SDA besiyerinin hazirlanmasi: Dekstroz, kazeinin pankreatik sindirimi,
hayvan dokusunun peptik sindirimi karisimi ve bakteriyolojik agar iceren hazir toz
igerikten 65 gram tartildiktan sonra 1000 ml distile suya eklendi. Karigim 121°C’de 15
dk boyunca otoklavlandi. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 50°C’ye sogutulan besiyeri, ¢ap1 9

cm olan steril petri kaplarma 20’ser ml olacak sekilde dagitilmistir.

Metilen Mavili Miiller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi:1 litre, metilen
mavili %2 glukoz igeren miiller hinton agar besiyeri hazirlamak i¢in 38 gram miiller
hinton toz agar ve 20 gram glukoz tartilip 1 litre distile suda ¢oziilmiistlir. 1 litre
besiyerine 0,0005 mg metilen mavisi eklemis olmak icin 0,5 gram metilen mavisi
tartilip 100 ml distile suda ¢ozlinmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pl alinip besiyerine
ilave edilmistir. Sterilizasyon i¢in hazirlanan besiyeri 121°C’del5 dk boyunca
otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 50°C’ye sogutulan besiyeri, ¢ap1 9 cm olan

steril petri kaplarina 20’ser ml olacak sekilde dagitilmistir.

RPMI1640 Besiyerinin Hazirlanmasi:Candida suslarinin sivi mikrodiliisyon
yontemiyle antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi yonteminde sodyum bikarbonat
icermeyen, L- glutamin ve %2 glukoz igeren Roswell Park Memorial Institute
(RPMI%?2 G) 1640 sivi1 besiyeri kullanilmistir. Besiyeri 2 kat giigte (RPMI, MOPS Free
Asit ve glukoz 2 kat konsantrasyonda kullanilmistir) olacak sekilde hazirlanmistir. 1
litrelik besiyeri hazirlamak i¢in 20,8 g RPMI 1640 besiyeri, 69,06 g MOPS Free Asit
tamponu ve 36 g glukoz 900 ml distile suda ¢ozlinmiistir. 1 M NAOH ¢ozeltisi ile
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besiyeri pH degeri 7.0(6,9-7,1 kabul edilebilir degerler) olacak sekilde ayarlanmistir. 1
L olan son hacme ulasmak icin distile su kullanilmistir. Hazirlanan ¢6zelti 22 pm por
capl bir filtreden gegirilerek steril edilmis, 100ml’lik hacimlere bdliinerek +4°C’de
saklanmistir.  Hazirlanan besiyeri standart bir sus kullanilarak tireme kontrolii

yapilmustir.

CHROMagar Candida besiyeri : Hazir plak seklinde temin edilip

kullanilmustir.

3.3.Calismada Kullamlan Antifungal Maddeler

e Amfoterisin B (Toz, disk ve gradient test)
e Flukonazol (Toz, disk ve gradient test)
e Vorikonazol (Toz, disk ve gradient test)

e Mikafungin (Toz ve gradient test)

3.4.Geleneksel Yontemlerle Identifikasyon

3.4.1.Germ tiip testi

SDA besiyerinde 37°Cde 24-48 saat boyunca inkiibe edilmis Candida
kolonilerinden steril 6ze yardimiyla bir miktar alinip 0,5 ml insan plazmasi bulunan test
tiipiine eklenerek karistirildi. Hazirlanan karisim 37°C’de 2 saati gegmeyecek sekilde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra steril 6ze yardimiyla karisimdan bir miktar almnip
lam-lamel aras1 direkt preparat hazirlandi. Preparat X40 objektifle 151k mikroskobunda
incelendi. Maya hiicresinden bogumlanma olmadan ¢ikan, maya hiicresinin yaklasik 3-4
kat1 uzunlugundaki hif benzeri yapilar germ tiip olarak degerlendirildi. Maya
hiicresinden bogumlanma gostererek ¢ikan hif benzeri yapilar ise yalanci germ tiip
olarak degerlendirildi. Germ tiip olusturan Candida izolatlar1 C. albicans; yalanci germ
tiip olusturanlar C. tropicalis ve germ tiip olusturmayanlar non-albicans Candida olarak

degerlendirildi (Procop ve ark., 2017).
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3.4.2.Kromojenik besiyeri ile tanimlama

SDA besiyerinde 37°C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edilmis Candida izolatlari
steril bir 6ze yardimiyla CHROMagar Candida besiyerine ekildi. CHROMagar Candida
besiyeri 37°C’de 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri,
Candidakolonilerinin olusturdugu renk ve goriinim yoniinden incelendi. Agik yesil
koloniler C. albicans, metalik mavi koloniler C. tropicalis, beyaz sinirlari olan pembe-
tilylii koloniler C. krusei, pembe ve diizgiin koloniler C. parapsilosis, lila/kahverengi
koloniler C. glabrata, beyaz koloniler ise diger Candida tiirleri olarak
degerlendirildi(Ni ve ark., 2003; Kkl ve ark., 2018; Ciiriik ve ark., 2023;Garoussi ve
ark.,2024).

Sekil 7. CHROMagar Candida besiyeri ile farkli Candida tiirlerinin olusturdugu farkli
renk ve morfolojiler(Jain ve ark., 2012)

3.5. Otomatize Sistemlerle Identifikasyon

3.5.1. BD Phoenix™ (Becton Dickinson, ABD)

Identifikasyonu yapilan suslara, BD Phoenix M50 (Becton Dickinson, ABD)
otomatize sisteminde, Candida’lar i¢in Phoenix 50 NMIC paneli kullanilarak

tanimlama yapildi. SDA plaklarindan saf olarak elde edilen kolonilerden steril ekiivyon
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ile alinarak Phoenix ID sivisi igerisinde 0,5 McFarland maya stispansiyonu hazirlandi.
Mikropipetle 25 pl maya siispansiyonundan alimip AST tiipline konulup paneldeki
yuvasina bosaltildi ve cihaza tamitilip yerlestirildi. Candida’larin tir diizeyinde

tanimlanmasi 16-20 saat sonra gerceklesti.

3.5.2.MALDI-TOF MS

Izolatlarin dogrudan SDA besiyerinden elde edilen taze kiiltiirlerinden analiz yapildi.
Candida izolatlarmin bir giinliik ve iki giinliik kiiltiirlerinden alinan koloniler 48 noktali
paslanmaz c¢elik plaka (VITEK MS, bioMe'rieux, Fransa) lizerine siriildii. Plaka
tizerinde ekstraksiyon, her noktanin 0.5 pl %28,9’luk formik asit c¢ozeltisi ile
kaplanmas1 ve numunelerin 5 dakika boyunca kurumaya birakilmasiyla gerceklestirildi.
Daha sonra her bir numuneye 1 pl CHCA matrisi (a-siyano-4-hidroksisinamik  asit)
pipetlendi ve MALDI-TOF MS ile analiz 6ncesi havada kurutuldu. Kuruma sonrasi
plaka MALDI-TOF kiitle spektrometrisi cihazina (VITEK-MS) yiiklendi. Spektrum
analizi i¢in VITEK® MS veri taban1 (MYLA 4.9 yazilim programi ve kiitiiphanesi)
kullanildi. Bu spektrumlardan elde edilen pikler, belirli bir tir, cins veya
mikroorganizma ailesi i¢in karakteristik modelle karsilastirildi ve bu, organizmanin
tanimlanmasiyla sonuglandi. Uretici firma talimatlarina gore giiven degeri 60 ile 99,9
arasinda degisiyorsa “kesin tanimlama”, giliven degeri 60'mm altindaysa “belirsiz
tamimlama” olarak kabul edildi. Kalite kontrol suslar1 C. albicansATCC 90028 idi. Her
calisma igin aleti kalibre etmek {izere E. coli ATCC8739 kullanild:.

3.6.PCR Yontemi ile identifikasyon

3.6.1. DNA izolasyonu

Candida ornekleri Saboroud Dekstroz agarda (SDA) 37°C'de 48 saat boyunca, 2
ayr1 pasaj kullanilarak inkiibe edildikten sonra ¢alismaya alindi. Candida’larin DNA
izolasyonu i¢in genomik DNA izolasyon kiti (NucleoGene, Tiirkiye) kullanildi. Buna

gore;

2 ml tiip igindeki 5x10° hiicre, 5000 devirde 10 dk boyunca santrifiij edildi ve
siipernatant: atildi. Hiicre pelleti 100 pul TE Tamponda yeniden siispanse edildi.
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400 pl Lizis Tamponu, 20 pl proteinaz K eklendi ve numune bir termo

calkalayicida 60° C’de ve 550 rpm’de 35 dakika boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra tiipe 400 ul Baglama Tamponu eklendi ve 15 saniye

boyunca vortekslendi.

Karigimin 800 pl’si dondiirme kolonuna aktarildi ve 2 dakika boyunca 10000

devirde santrifiijlendi. Alt tiipteki s1v1 atildi ve kolon bir toplama tiipiine yerlestirildi.

500 pl Yikama Tamponu dondiirme kolonuna eklendi. 10 000 devirde 1 dakika
boyunca santrifiijlendi. Siviyr iceren alt tiip atildi ve kolon bir toplama tiipiine

yerlestirildi.

750 pl Yikama 2 Tamponu dondiirme kolonuna eklendi. 10000 devirde 1 dakika
boyunca santrifiijlendi. Siviyr igeren alt tiip atildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine

yerlestirildi.

Dondiirme kolonu, rezidii etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 10.000 devirde 3 dakika

boyunca santrifiijlendi.

Dondiirme kolonu, steril 1,5 ml’lik bir mikrosantrifiij tlipine aktarilda.
Dondiirme kolonunun merkezine 200 pl Aritma (Eliisyon) Tamponu eklendi ve oda

sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

Dondiirme kolonu 10000 devirde 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Elde edilen
stvi DNA igerir ve kullanima hazir durumdaydi. Uzun siireli saklama i¢in-20°C'de
saklandi. Kullanilan Candida primerlerinin baz dizilimi ve amplikon uzunlugu tablo

2’de verilmistir.
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Tablo 2.Candida tiirleri i¢in kullanilan primerlerin bazdizilimleri ve uzunlugu

. < . ez o Amplikon
Primer Ad1 Baz Dizisi 5°-3 boyu (bp) Kaynak
_ F:TTT ATC AAC TTG TCA CAC CAG A Susever ve
C. albicans 273 SRR
R: ATC CGG CCT TAC CAC TAC CG Yegenoglu, 2012
. Krusel o o
R:AAA AAG TCT AGT TCG CTC GG Yegenoglu, 2012
o F:CAATCC TAC CGC CAG AGGTTAT Susever ve
C. tropicalis 357 SIS
R:TGG CCA CTAGCA AAATAAGCGT Yegenoglu, 2012
~ |F:GCCAGAGATTAAACTCAACCAA Taira ve ark.
C. parapsilosis 297 :
R: CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC 2014
F:TTA TCA CAC GAC TCG ACACT Susever ve
C. glabrata . 423 Yesenodlu. 2012
R:CCC ACA TAC TGA TAT GGC CTA CAA egenoglu,
o F:GCG ATA CGT AGT ATG ACT TGC AG Taira ve ark.
C. lusitaniae 137 '
R:GAT ATT TCG GAG CAA CGC CTA ACC 2014
F:CTT CCA AAG GTC AGA AGT ATG TCC
C. kefyr 532 Erbas ve ark.,

R:CTT CAAACG GTCTGAAACCT

2017

PCR karigiminin hazirlanmast i¢in HotStart Mastermix (2X) (Nucleogene,

Tiirkiye) kullanildi. Karisim miktarlar1 Tablo 3’de gosterildigi gibi hazirlanmistir

Tablo 3.Candida tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilan PCR karigiminin igerigi

Icerik Miktar
2XHotStart Mastermix 12,5 ul
F Primer 0,5ul
R Primer 0,5ul
DNAaz, RNAaz igermeyen deiyonize su 7,5ul
DNA 4ul
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Toplam 25ul

PCR karisgimlart soguk blok {izerinde hazirlandi. Hazirlanan karigim
amplifikasyon islemi i¢in termal dongii cihazina yerlestirildi. Is1 dongiisii Tablo 4’de
gosterildigi gibi ayarlandi. Termal dongiiden ¢ikarilan amplikonlar elektroforez islemi
icin 4°C’de muhafaza edildi. Tablo 4’te Candida tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilan

PCR dongii agamalar1 gosterilmistir.

Tablo 4.Candida tiirlerini tanimlamak i¢in PCR dongii asamalari

Asamalar Sicakhk Siire Siklus Sayisi
On denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C 10 sn

Baglanma 60°C 40sn 40

3.6.2. Agaroz jel hazirlanmasi

Calismada %1,5 ‘luk agaroz jel kullanildi. 1,5 gr agaroz hassas terazide tartildi.
Uzerine 100 ml distile su eklendi. Mikrodalga firinda kaynamayacak sekilde 1sitilarak
agaroz eritildi. Hazirlanan ¢ozelti 50°C’ye sogutulduktan sonra Sul syber safe jel boyasi
eklendi. Elektroforez tepsisine uygun tarak konuldu. Jel, hazirlanan tepsiye 6mm
kalinliginda olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakildi. Yaklasik 25-30 dk sonra jel
soguyup katilagarak hazir duruma geldi.

3.6.3. 0,5X TBE hazirlanmasi

0,5XTBEiginfirmadan (Hydra,
Tiirkiye)haziralinan10XTBEs1visindan1/20oranindadiliisyonyapildi. 10X TBEs1visindan
50mlalind1.Uzerine950mldistilesueklenerek 1000ml’yetamamlandi. Soguyup katilasan
jeltepsiilebirliktejeltankinayerlestirildi.Jeldeki tarak dikkatli bir sekilde
cikarildi.Uzerinejeligececeksekildehazirlanan0,5XTBE tamponu

eklendi.Jelamplikonlarinyiiklenmesii¢inhazirdurumagetirilmisoldu.
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3.6.4. PCR Uriinlerinin Jel Elektroforez ile Goriintiilenmesi

Elektroforeze yiiklenmek tizere hazir olan Candida amplikonlar1 +4°C’den
cikarildi. Sul amplikon+2pul yiikleme boyasi karistirildi. Tk kuyucuga ve son kuyucuga
DNA Ladder plus’tan Tul yiiklendi.100-3000baz
ciftiarasindaayrimyapabilenDNAIladderkullanildi. 2. ve 3.kuyucuga pozitif kontrol
olarak C. albicansATCC 90028 ve C. parapsilosiSATCC 22019 standart suslari, 4.
kuyucuga negatif kontrol olarak K. pneumoniae ATCC 700603 standart susu yiiklendi.
Daha sonra diger 6rnekler sirayla kuyucuklara eklendi. Yiikleme islemi bittikten sonra,
Candida tiirlerini tanimlama i¢in 70voltta 90 dk yiirlitme yapildi. Yiiriitme islemi
bittikten sonra jel, goriintileme sistemi (Bio-Rad ChemicDoc XRS+ Image Lab

Software) kullanilarak okutuldu.

3.7. Kullanilan Antifungal Duyarhlik Yoéntemleri

3.7.1. Broth(sivi) mikrodiliisyon yontemi

Izole edilen Candida suslarmin vorikonazol, flukonazol, mikafungin ve
amfoterisin B’ye karst in vitro duyarliliklarn EUCAST E.DEF versiyon 7.3.2 Mayalar
I¢in Antifungal Ilaglarin Sivi Diliisyonla Minumum Inhibitér Konsantrasyonlarmi

Belirleme YOntemi Onerilerine gore belirlenmistir.

3.7.1.1. inokulumun hazirlanmasi

-80°C’de boncuklu tiiplerde saklanan Candida suslart SDA besiyerine
ekilmistir.35+ 2° C’de, 24-48 inkiibasyonu yapilan suslar SDA besiyerine ikinci kez
ekilmis; 35 + 2° C’de, 24-48 saat inkiibe edilmistir. 2. pasajdan sonra inkiibasyonu
tamamlanan saf kiiltiirden ¢api en az 1 mm olan 5 ayr1 koloni alinmuis, steril distile suda
siispansiyonu yapilmistir. Siispansiyon bir vorteks karistiricida 15 sn  siireyle
karistirtlmistir. Hiicre yogunlugu 530 nm dalga boyundaki bir spektrometrede 0,5
McFarland standardina ayarlanmistir. Sonug olarak 1-5 x 10°KOB/mL’lik siispansiyon
elde edilmistir. Bu siispansiyon steril distile suda 1/10’luk sulandirim: yapilarak 1-5 x

10°KOB/mL’lik bir son ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.
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3.7.1.2. Stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan mikafungin, flukonazol, vorikonazol ve amfoterisin B toz
seklindetemin edilmistir. Amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve mikafungin icin
¢oziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilmistir. Antifungal tozlarin temin
edildigi dretici firmanm bildirdigi ilag potensi gboz Oniine alinarak ve
Agirlik (g) = Hacim (L) x Konsantrasyon (mg/L) [ Etki giici (mg/g) formiilii
kullanilarak istenen konsantrasyonda antifungal stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Hazirlanan antifungal soliisyonlar tek seferde kullanilacak hacimlerde steril polipropilen
viyallere konulup -80°C’de saklanmistir. Stok soliisyonlar 6 ay i¢inde kullanilmistir ve

¢oOziinen stok soliisyonlar tekrar dondurulmamistir.

Steril saklama tiiplerine alinan stok soliisyon -80° C’de 6 ay1 gegmemek sartiyla
saklanmistir. Antifungalin dondurulmadan Once tamamen ¢6ziinmesini saglamak
onemlidir. Bazi antifungallerin ¢oziilmesi zor olabilir. Bu durum yapay olarak yiiksek

MIC’lere neden olur. Kullanilmak {izere ¢ézdiiriilen tiip geri dondurulmamaistir.

Amfoterisin B’nin Hazirlanmasi: Amfoterisin B’nin temin edildigi firmanin
bildirimine gore potensi (etki giicii) %100’diir, yani 1 gram Amfoterisin B antifungal
toz preparatinda 1000 miligram Amfoterisin B mevcuttur. Firmanin Amfoterisin B i¢in
bildirdigi ¢oziici ise DMSO (dimetilsiilfoksit)’dur. Amfoterisin B igin test araligi
0,008-4 mg/I’dir. 3200mg/I konsantrasyonda 0,01 litre (10 ml) hacminde stok soliisyon

hazirlamak i¢in;

“Coziici Hacmi (mL): Agirlik (g) x Potens (mg/g) / stok antifungal

konsantrasyonu (mg/L)” formiiliine gore:
10ml=Agirlik(g)x1000(mg/g) /3200(mg/qg)
Agirlik(g)=0,032 gram=32 mg

Potensi  %100(1gramda 1000 mg) olan Amfoterisin B’den 3200mg/I
konsantrasyonunda 10 ml hacminde stok soliisyon hazirlamak i¢in 32 mg Amfoterisin B

antifungal toz kullanilmistir.

10 ml hacmindeki stok soliisyon 250ul’lik hacimlere boliinerek saklandi.
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Flukonazol’un  Hazirlanmasi:Flukonazol’iin  temin edildigi  firmanin
bildirimine gore potensi (etki giicii) %98’dir, yani 1 gram flukonazol antifungal toz
preparatinda 980 miligram Flukonazol mevcuttur. Firmanin Flukonazol igin bildirdigi
¢Oziicii DMSO (dimetilsiilfoksit)’dur. Flukonazol i¢in test araligi 0,125-64 mg/1’dir.

5120mg/1 konsantrasyonda 0,01 litre (10 ml) hacminde stok soliisyon hazirlamak ig¢in;

“Coziici Hacmi (mL): Agirhk (g) x Potens (mg/g) / stok antifungal

konsantrasyonu (mg/L)” formiiliine gore:
10 ml=Agirlik(g)x980(mg/g) /5120(mg/g)
Agirlik(g)=52,24 mg

Potensi  %98(1 gramda 980 mg) olan Flukonazol’den 5120mg/1
konsantrasyonunda 10 ml hacminde stok soliisyon hazirlamak igin 52,24 mg Flukonazol

antifungal toz kullanilmistir.
10 ml hacmindeki stok soliisyon 250ul’lik hacimlere boliinerek saklanir.

Vorikonazol’iin Hazirlanmasi: Vorikonazol ‘iin temin edildigi firmanin
bildirimine goére potensi (etki giicii) %99’dur, yani 1 gram Vorikonazol antifungal toz
preparatinda 990 miligram Vorikonazol mevcuttur. Firmanin Vorikonazol i¢in bildirdigi
¢oziicii ise DMSO (dimetilsiilfoksit)’dur. Vorikonazol i¢in test araligi 0,016-8 mg/1’dir.

3200mg/1 konsantrasyonda 0,01 litre (10 ml) hacminde stok soliisyon hazirlamak igin;

“Coziici Hacmi (mL): Agirhik (g) x Potens (mg/g) / stok antifungal

konsantrasyonu (mg/L)” formiiliine gore:
10mI=Agirlik(g)x990(mg/g) /3200(mg/qg)
Agirlik(g)=32,32 mg

Potensi  %99(1 gramda 990 mg) olan Vorikonazol’den 3200mg/I
konsantrasyonunda 10 ml hacminde stok soliisyon hazirlamak igin 32,32 mg

Vorikonazol antifungal toz kullanilmistir.
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Mikafungin’in Hazirlanmasi: Mikafungin’in temin edildigi firmanmn
bildirimine gore potensi (etki giicii) %97°dir, yani 1 gram Mikafungin antifungal toz
preparatinda 970 miligram Mikafungin mevcuttur. Firmanin Mikafungin i¢in bildirdigi
¢oOziicii ise DMSO (dimetilsiilfoksit)dur. Mikafungin i¢in test aralig1 0,016-8 mg/1’dir.

3200mg/l konsantrasyonda 0,01 litre (10 ml) hacminde stok soliisyon hazirlamak i¢in;

“Coziici Hacmi (mL): Agirlik (g) x Potens (mg/g) / stok antifungal

konsantrasyonu (mg/L)” formiiliine gore:
10ml=Agirlik(g)x970(mg/g) /3200(mg/g)
Agirlik(g)=32,98 mg

Potensi  %97(1 olan Mikafungin’den 3200mg/I

konsantrasyonunda 10 ml hacminde stok soliisyon hazirlamak i¢in 32,98 mg

gramda 970 mg)

Mikafungin antifungal toz kullanilmistir.

Amfoterisin B’nin Broth Mikrodiliisyonda Kullanilmasi: Oncelikle 1 adet

stok sollisyon -80° C’den ¢ozliinmek iizere ¢ikarilmistir. 1°den 10’a kadar
numaralandirtlmis 10 ayri steril viyal (steril ependorf tiipii) ve 10 ayri steril falkon tiipii
hazirlanmistir.  Falkon tiiplerinin her birine 19,8 ml RPMI 1640 sivi besiyeri
konulmustur. 3200 mg/l konsantrasyonda 250 pl hacmindeki stok soliisyon iizerine 250
ul distile su eklenerek yeni konsantrasyon 1600mg/I’ye diisiiriilmiistiir. Bu islemden
sonra stok sollisyonun yeni hacmi (250+250) 500 pl olmustur. Tablo 5’te EUCAST in

amfoterisin B i¢in 6nerdigi plak hazirlama asamalar1 gosterilmigtir.

Tablo 5. EUCAST'e gore Amfoterisin-B i¢in plak hazirlama

iki kat giicteki
RPMI %2 G ile
1:100
Antifung Céziiciinii iki kat giigteki | sulandirim
. o i
Basamak ;(no?;zr}tr)asy ERIELS ﬁggmi il 1R|;(I;?)I e e sk(z)lr;rszsr:trasyon
(uL) (kL) s1-lland1r1m (mg/L)
(Mikroorganizm
a eklendikten
sonra)
1 1600 |Stok 240 0 /138 mL +200 8 ug/mL
2 1600 | Stok 120 120 38 mL +200 4 pg/mL
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3 1600 | Stok 60 180 38 mL +200 2 pg/mL

4 1600 |Stok 60 420 /138 mL +200 | pg/mL

5 200  |Basamak4 | 120 120 /138 mL +200 0,5 ug/mL
6 200  |Basamak 4 60 180 /128 mL +200 0,25 pg/mL
7 200  |Basamak 4 60 420 /138 ML+200 1 125 ug/mL
8 25 Basamak7 | 120 120 /1:‘28 mL +200 0,06 ug/mL
9 25 Basamak 7 60 180 /13'8 mL +200 0,03 pg/mL
10 25 Basamak 7 60 420 /128 ML+200 1 4 016 pg/mL

Basamak: Yeni konsantrasyonu 1600 mg/1’ye diisiiriilen stok soliisyonundan 1.
tiipe 240 pl alinmistir. (1. Antifungal Tiipii)

Basamak: Stok soliisyonundan 120 pl alinmig, 120 ul distile su ile 2. tiipe
aktarilip karistirilmistir. (2. Antifungal Tiipt)

Basamak: Stok soliisyonundan 60 pl alinmig, 180 pl distile su ile 3. tiipe
aktarilip kanistirtlmistir. (3. Antifungal Tiipii)

Basamak: Stok soliisyonundan 60 pl alinmig, 420 pl distile su ile 4. tiipe
aktarilip kanistirtlmistir. (4. Antifungal Tiipii)

5., 6. Ve 7. basamaklar i¢in stok soliisyonu olarak 4.tiip kullanilmistir.

5.

Basamak: 4. Tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmis, 120 pl distile su ile 5.
tiipe aktarilip karistirilmistir. (5. Antifungal Tiipii)

Basamak: 4. tiipten 60 ul alinmig, 180 ul distile su ile 6. tiipe aktarilip
karistirllmastir. (6. Antifungal Tiipii)

Basamak: 4. tiipten 60 pl alinmig, 420 pl distile su ile 7. tiipe aktarilip
karistirllmistir. (7. Antifungal Tiipii)

8., 9. ve 10. basamaklarda stok soliisyonu olarak 7. tiip kullanilmistir.

8.

10.

Basamak: 7. tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmis, 120 pl distile su ile 8.
tiipe aktarilip karistilmistir. (8. Antifungal Tiipii)

Basamak: 7. tiipten 60 ul alinmig, 180 ul distile su ile 9. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (9.Antifungal Tiipii)

Basamak: 7. tiipten 60 pl alinms, 420 pl distile su ile 10. tipe aktarilip
karistirilmigtir. (10.Antifungal Tiipii)
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Bu islemlerden sonra daha 6nce hazirlanmis, numaralandirilmis (1’den 10’a
kadar) ve her birine 19,8 ml RPMI s1v1 besiyeri konulmus 10 falkon tiipiiniin her birine
200 upl antifungal soliisyonundan eklenmistir. (1. Antifungal tiipiinden 1. Falkon
tiiptine. ..seklinde). Boylecelikle her bir antifungal ¢ozelti 100 kat sulandirilmistir. Elde
edilen besiyeri ve antifungal karisimi (19,8 ml+200 pl=20 ml) 20 Candida susu

calismak i¢in yeterli olmustur.

Mikrodiliisyon Plaklarimn Hazirlanmasi, inokiilasyonu ve Inkiibasyonu:
EUCAST onerilerine goére doku kiiltiirii i¢in muamele edilmis, steril plastikten
tiretilmis, tek kullanimlik, diiz tabanli kuyucuklari olan, 96 kuyucuklu (8x12;8 satir,12
stitun), kuyucuklar1 en az 300 pl kapasiteli mikrodiliisyon plaklari kullanilmigtir.

Mikrodiliisyon plaginin 1. siitunundan 10. siitununa kadar, hazirlamis odugumuz
besiyeri ve antifungal karisimindan 100 pl konulmustur (1. falkon tiiplinden 1. siituna,
2. falkon tiiptinden 2. siituna...seklinde). 11. ve 12. siituna antifungal icermeyen RPMI
1640 besiyerinden 100’er pl konulmustur. 12. siituna 100 ul distile su konulmustur
(besiyeri sterilite kontrol kuyucugu). Mikrodiliisyon plaginin 1. siitunundan 11.
stitunundaki kuyucuga kadar maya siispansiyonundan 100 pl dagitilmistir. Antifungalin
konsantrasyonu yaritya inmis oldu (200 kat sulandirim). 11. siitundaki kuyucuk tireme
kontrol kuyucugu, 12. silitundaki kuyucuk besiyeri kontrol kuyucugu olarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan mikrodiliisyon plaklar1 35 + 2° C’lik etiivde 24 + 2 saat

inkiibe edilmistir.

Mikrodiliisyon ~ Plaklarinin ~ Okunmasi:  inkiibasyonu  tamamlanan
mikrodiliisyon plaklar1 spektrofotometrik mikroplak okuyucu ile 530 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 &lgiilerek okunmustur. Amfoterisin B icin MIK degeri ilag
icermeyen kontrol kuyucuguna gore liremede e >%90 inhibisyona yol agan en diisiik

konsantrasyon olarak degerlendirilmistir.

Flukonazol’un Broth Mikrodiliisyonda Kullanilmasi: Oncelikle 1 adet stok
soliisyon -80° C’den ¢6ziinmek iizere ¢ikarilmistir. 1’den 10°a kadar numaralandirilmis
10 ayn steril viyal (steril ependorf tiipii) ve 10 ayr steril falkon tiipii hazirlanmistir.
Falkon tiiplerinin her birine 19 ml RPMI 1640 siv1 besiyeri konulmustur. 5120 mg/1
konsantrasyonda 1 ml (1000 pl) hacmindeki stok soliisyon iizerine 1 ml (1000 pl) distile
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su eklenerek yeni konsantrasyon 2560mg/I’ye diisiiriilmiistiir. Bu islemden sonra stok
solisyonun yeni hacmi (1000+1000) 2000 pl olmustur. Tablo 6’da EUCAST’in

flukonazol i¢in 6nerdigi plak hazirlama agamalar1 gosterilmistir.

Tablo 6. EUCAST'e gore Flukonazol i¢in plak hazirlama

iki kat giicteki
RPMI %2 G ile
iki kat 1:100 sulandirim
Basama Konsantrasvo Antifungali | Coziiciinii | giicteki sonrasi
K n (Mg/L) y Kaynak |n hacmi n hacmi RPMI1%2G | konsantrasyon
9 (uL) (uL) ile 1:100 (mg/L)
sulandirim (Mikroorganizm
a eklendikten
sonra)
1 2560 Stok 1000 0 rlngl_m'- 1 |64 ug/mL
2 2560 Stok 500 500 #9Lm'- 1132 ug/mL
3 2560 Stok 250 750 1m9Lm'- 1 |16 ug/mL
4 2560 Stok 250 1750 1m9Lm'- 1|8 pgmL
Basamak 19mL+1
5 320 i 500 500 | 4 pg/mL
Basamak 19mL+1
6 320 i 250 750 | 2 pg/mL
7 320 Basamak 250 1750 [B¥MLFL L emE
4 mL
8 40 Basamak 500 so0 |POMFL o5 ugmL
7 mL
9 40 Easamak 250 750 1m9LmL 1 1025ug/mL
10 40 Basamak 250 1750 | MEFL 16 195 pg/mL
7 mL
1. Basamak: Yeni konsantrasyonu 2560 mg/I’ye diisiiriilen stok soliisyonundan 1.

tiipe 1000 pl alinmigtir. (1. Antifungal Tiipii)

2. Basamak: Stok soliisyonundan 500 pl alinmig, 500 ul DMSO ile 2. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (2. Antifungal Tiipii)

3. Basamak: Stok sollisyonundan 250 pl alinmis, 750 pl DMSO ile 3. tiipe aktarilip
karigtirllmistir. (3. Antifungal Tiipii)
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4. Basamak: Stok soliisyonundan 250 pl alinmisg, 1750 ul DMSO ile 4. tiipe
aktarilip karistirilmistir. (4. Antifungal Tiipii)

5., 6. ve 7. basamaklar i¢in stok soliisyonu olarak 4.tiip kullanilmistir.

5. Basamak: 4. Tiipten (yeni stok soliisyonu) 500 ul alinmis, 500 ul DMSO ile 5.
tiipe aktarilip karigtirilmistir. (5. Antifungal Tiipii)

6. Basamak: 4. tiipten 250 pl almmis, 750 pl DMSO ile 6. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (6. Antifungal Tiipii)

7. Basamak: 4. tiipten 250 upl alinmis, 1750 pl DMSO ile 7. tlipe aktarilip
karigtirllmistir. (7. Antifungal Tiipii)

8., 9. ve 10. basamaklarda stok sollisyonu olarak 7. tiip kullanilmistir.

8. Basamak: 7. tiipten (yeni stok soliisyonu) 500 pl alinmig, 500 ul DMSO ile 8.
tiipe aktarilip kanistilmistir. (8. Antifungal Tiipii)

9. Basamak: 7. tipten 250 pl alinmis, 750 pul DMSO ile 9. tiipe aktarilip
karigtirllmistir. (9.Antifungal Tiipii)

10.  Basamak: 7. tiipten 250 pl alinmig, 1750 pul DMSO ile 10. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (10.Antifungal Tiipii)

Bu islemlerden sonra daha once hazirlanmig, numaralandirilmis (1’den 10’a
kadar) ve her birine 19 ml RPMI s1v1 besiyeri konulmus 10 falkon tiipiiniin her birine
Iml(1000 pl) antifungal soliisyonundan eklenmistir. (1. Antifungal tiipinden 1. Falkon
tiipiine...seklinde). Boylecelikle her bir antifungal ¢ozelti 20 kat sulandirilmistir. Elde
edilen besiyeri ve antifungal karigimi (19 ml+1ml =20 ml) 20 Candida susu ¢alismak

icin yeterli olmustur.

Mikrodiliisyon Plaklarmmin Hazirlanmasi, inokiilasyonu ve inkiibasyonu:
EUCAST onerilerine goére doku kiiltlirii i¢in muamele edilmis, steril plastikten
iretilmis, tek kullanimlik, diiz tabanl kuyucuklari olan, 96 kuyucuklu (8x12;8 satir,12

siitun), kuyucuklari en az 300 pl kapasiteli mikrodiliisyon plaklar1 kullanilmistir.

Mikrodiliisyon plaginin 1. siitunundan 10. siitununa kadar, hazirlamis odugumuz
besiyeri ve antifungal karisimindan 100 pl konulmustur (1. falkon tiiplinden 1. siituna,
2. falkon tiiptinden 2. siituna...seklinde). 11. ve 12. siituna antifungal icermeyen RPMI
1640 besiyerinden 100’er pl konulmustur. 12. siituna 100 pl DMSO konulmustur

(besiyeri sterilite kontrol kuyucugu). Mikrodiliisyon plagmin 1. siitunundan 11.

69



stitunundaki kuyucuga kadar maya siispansiyonundan 100 pl dagitilmistir. Antifungalin
konsantrasyonu yartya inmis oldu (40 kat sulandirim). 11. siitundaki kuyucuk iireme
kontrol kuyucugu, 12. siitundaki kuyucuk besiyeri kontrol kuyucugu olarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan mikrodiliisyon plaklar1 35 + 2° C’lik etiivde 24 + 2 saat

inkiibe edilmistir.

Mikrodiliisyon ~ Plaklarimn ~ Okunmasi:  inkiibasyonu  tamamlanan
mikrodiliisyon plaklar1 spektrofotometrik mikroplak okuyucu ile 530 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 odlgiilerek okunmustur. Flukonazol ig¢in MIK degeri ilag
icermeyen kontrol kuyucuguna gore iiremede >%>50 inhibisyona yol agan en diisiik

konsantrasyon olarak degerlendirilmistir.

Vorikonazol’iin Broth Mikrodiliisyonda Kullamilmasi: Oncelikle 1 adet stok
sollisyon -80° C’den ¢dziinmek iizere ¢ikarilmistir. 1°’den 10°a kadar numaralandirilmis
10 ayn steril viyal (steril ependorf tiipli) ve 10 ayr steril falkon tiipii hazirlanmistir.
Falkon tiiplerinin her birine 19,8 ml RPMI 1640 s1v1 besiyeri konulmustur. 3200 mg/I
konsantrasyonda 250ul hacmindeki stok sollisyon iizerine 250pul DMSO
(dimetilsiilfoksit) eklenerek yeni konsantrasyon 1600mg/I’ye diisliriilmiistir. Bu
islemden sonra stok soliisyonun yeni hacmi 500(250+250) pl olmustur. Tablo 7°de

EUCAST’in vorikonazol i¢in 6nerdigi plak hazirlama asamalar1 gosterilmistir.

Tablo 7.EUCAST'e gore Vorikonazol i¢in plak hazirlama

iki kat giicteki
RPMI %2 G ile
iki kat 1:100 sulandirim
Basama | Konsantrasyo Antifungali | Coziiciinii | giicteki sonrasi
K n (Mg/L) y Kaynak |n hacmi n hacmi RPMI1%2G | konsantrasyon
9 (uL) (uL) ile 1:100 (mg/L)
sulandirim (Mikroorganizm
a eklendikten
sonra)
19,8 mL +
1 1600 Stok 240 0 200 uL 8 ug/mL
19,8 mL +
2 1600 Stok 120 120 200 uL 4 ug/mL
19,8 mL +
3 1600 Stok 60 180 200 uL 2 ug/mL
19,8 mL +
4 1600 Stok 60 420 200 uL 1 ug/mL
Basamak 19,8 mL +
5 200 4 120 120 200 uL 0,5 ug/mL
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Basamak 19,8 mL +
6 200 i 60 180|500 L. 0,25 pg/mL
Basamak 19,8 mL +
7 200 4 60 420 200 uL 0,125 pg/mL
Basamak 19,8 mL +
8 25 = 120 120 {500 L 0,06 pg/mL
Basamak 19,8 mL +
9 25 = 60 180|500 L. 0,03 pg/mL
Basamak 19,8 mL +
10 25 = 60 420|500 L 0,016 pg/mL
1. Basamak: Yeni konsantrasyonu 1600 mg/I’ye diisiiriilen stok soliisyonundan 1
tiipe 240 pl alinmigtir. (1. Antifungal Tiipii)
2. Basamak: Stok soliisyonundan 120 pl alinmis, 120 ul DMSO ile 2. tiipe aktarilip
karistirllmistir. (2. Antifungal Tiipii)
3. Basamak: Stok soliisyonundan 60 pl alinmig, 180 pul DMSO ile 3. tiipeaktarilip
karigtirllmistir. (3. Antifungal Tiipii)
4. Basamak: Stok soliisyonundan 60ul alinmis, 420 pl DMSO ile 4. tiipe aktarilip

karistirllmastir. (4. Antifungal Tiipii)

5., 6. Ve 7. basamaklar i¢in stok soliisyonu olarak 4.tiip kullanilmigtir.

5.

Basamak: 4. Tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmig, 120 ul DMSO ile 5.
tiipe aktarilip karigtirilmistir. (5. Antifungal Tiipii)

Basamak: 4. tipten 60 pl alinmig, 180 pl DMSO ile 6. tiipe aktarilip
karistirllmustir. (6. Antifungal Tiipii)

Basamak: 4. tiipten 60 pl alinmis, 420 pul DMSO ile 7. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (7. Antifungal Tiipii)

8., 9. ve 10. basamaklarda stok soliisyonu olarak 7. tiip kullanilmigtir.

8.

10.

Basamak: 7. tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmig, 120 ul DMSO ile 8.
tiipe aktarilip karistilmistir. (8. Antifungal Tiipii)

Basamak: 7. tiipten 60 pl alinmis, 180 pul DMSO ile 9. tiipe aktarilip
karistirtlmigtir. (9.Antifungal Tiipii)

Basamak: 7. tiipten 60 pl alinmig, 420 pl DMSO ile 10. tiipe aktarilip
karistirtlmistir. (10.Antifungal Tiipii)
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Bu islemlerden sonra daha 6nce hazirlanmis, numaralandirilmis (1’den 10’a
kadar) ve her birine 19,8 ml RPMI s1v1 besiyeri konulmus 10 falkon tiipiiniin her birine
200 pl antifungal soliisyonundan eklenmistir. (1. Antifungal tiipiinden 1. Falkon
tiiptine. ..seklinde). Boylecelikle her bir antifungal ¢ozelti 100 kat sulandirilmistir. Elde
edilen besiyeri ve antifungal karisimi (19,8 ml+200 pl=20 ml) 20 Candida susu

calismak i¢in yeterli olmustur.

Mikrodiliisyon Plaklarimn Hazirlanmasi, Inokiilasyonu ve Inkiibasyonu:
EUCAST onerilerine goére doku kiiltiirii i¢in muamele edilmis, steril plastikten
tiretilmis, tek kullanimlik, diiz tabanli kuyucuklari olan, 96 kuyucuklu (8x12;8 satir,12
stitun), kuyucuklar1 en az 300 pl kapasiteli mikrodiliisyon plaklar kullanilmigtir.

Mikrodiliisyon plagiin 1. siitunundan 10. siitununa kadar, hazirlamis odugumuz
besiyeri ve antifungal karisimindan 100 pl konulmustur (1. falkon tiiplinden 1. siituna,
2. falkon tiiptinden 2. siituna...seklinde). 11. ve 12. siituna antifungal icermeyen RPMI
1640 besiyerinden 100°er pl konulmustur. 12. siituna 100 pl DMSO konulmustur
(besiyeri sterilite kontrol kuyucugu). Mikrodiliisyon plaginin 1. siitunundan 11.
stitunundaki kuyucuga kadar maya siispansiyonundan 100 pl dagitilmistir. Antifungalin
konsantrasyonu yariya inmis oldu (200 kat sulandirim). 11. siitundaki kuyucuk iireme
kontrol kuyucugu, 12. silitundaki kuyucuk besiyeri kontrol kuyucugu olarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan mikrodiliisyon plaklar1 35 + 2° C’lik etiivde 24 + 2 saat

inkiibe edilmistir.

Mikrodiliisyon ~ Plaklarimn ~ Okunmasi:  Inkiibasyonu  tamamlanan
mikrodiliisyon plaklar1 spektrofotometrik mikroplak okuyucu ile 530 nm dalga
boyundaki absorbanslar1 6lgiilerek okunmustur. Vorikonazol igin MIK degeri ilag
icermeyen kontrol kuyucuguna gore iiremede >%50 inhibisyona yol agan en diisiik

konsantrasyon olarak degerlendirilmistir.

Mikafungin’in Broth Mikrodiliisyonda Kullanilmasi: Oncelikle 1 adet stok
soliisyon -80° C’den ¢6ziinmek iizere ¢ikarilmistir. 1’den 10°a kadar numaralandirilmis
10 ayn steril viyal (steril ependorf tiipii) ve 10 ayr steril falkon tiipli hazirlanmistir.
Falkon tiiplerinin her birine 19,8 ml RPMI 1640 s1vi besiyeri konulmustur. 3200 mg/1
konsantrasyonda 250 pl hacmindeki stok soliisyon iizerine 250 pl DMSO
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(dimetilsiilfoksit) eklenerek yeni konsantrasyon 1600mg/I’ye diisiiriilmiistiir. Bu

islemden sonra stok soliisyonun yeni hacmi 500(250+250) ul olmustur. Tablo 8’de

EUCAST’in mikafungin i¢in 6nerdigi plak hazirlama asamalar1 gosterilmistir.

Tablo 8. EUCAST'e gore Mikafungin i¢in plak hazirlama

Iki kat giicteki
RPMI %2 G ile
1:100
. . . . .. |IKikat giicteki |sulandirim
Basamak | Konsantrasy Antifunga | Coziciini RPMI%2G ile |sonrasi
Kaynak lin hacmi | n hacmi .
on (mg/L) (L) (uL) 1:100 konsantrasyon
n " sulandirim (mg/L)
(Mikroorganiz
ma eklendikten
sonra)
1 1600 | Stok 240 0 t%S mL+200 ¢ o/mL
2 1600 | Stok 120 120 i’S mL+200 1 4 g/mL
3 1600 | Stok 60 180 i’S mL+200 1, g/mL
4 1600 | Stok 60 420 ﬁ’S mL+200 1 o/mL
5 200 Basamak 1| 120 120 ﬁ’S ML +200 14 5\ g/mL
6 200 Basamak 1| 60 180 ﬁ’S ML +200 1655 pe/mL
7 200 Basamak 1| 60 420 ﬁ’S mL+200 16 125 ng/mL
8 25 Basamak 4| 120 120 ﬁ’S ML +200 16 06 ue/mL
9 25 Basamak 4| 60 180 ﬁ’S ML +200 16 03 pe/mL
10 25 Basamak 4| 60 420 t%S mL+200 16 016 ng/mL
1. Basamak: Yeni konsantrasyonu 1600 mg/I’ye diisiiriilen stok soliisyonundan 1.

tiipe 240 pl alinmustir. (1. Antifungal Tiipii)

2. Basamak: Stok sollisyonundan 120 pl alinmisg, 120 pl DMSO ile 2. tiipe aktarilip

karistirilmistir. (2. Antifungal Tiipii)

3. Basamak: Stok soliisyonundan 60 pl alinmis, 180 ul DMSO ile 3. tiipe aktarilip

karigtirllmistir. (3. Antifungal Tiipii)
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4. Basamak: Stok soliisyonundan 60 pl alinmis, 420 ul DMSO ile 4. tiipe aktarilip
karigtirllmistir.(4. Antifungal Tiipii)

5., 6. ve 7. basamaklar i¢in stok soliisyonu olarak 4.tiip kullanilmistir

5. Basamak: 4. Tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmis, 120 ul DMSO ile 5.
tiipe aktarilip karigtirilmistir. (5. Antifungal Tiipii)

6. Basamak:4. tipten 60 pl almmis, 180 pul DMSO ile 6. tiipe aktarilip
karistirilmistir. (6. Antifungal Tiipii)

7. Basamak: 4. tipten 60 pl alinmig, 420 ul DMSO ile 7. tiipe aktarilip
karigtirllmistir. (7. Antifungal Tiipii)

8., 9. ve 10. basamaklarda stok soliisyonu olarak 7. tiip kullanilmistir.

8. Basamak: 7. tiipten (yeni stok soliisyonu) 120 pl alinmig, 120 ul DMSO ile 8.
tiipe aktarilip kanistilmistir. (8. Antifungal Tiipii)

9. Basamak: 7. tipten 60 pl alinmig, 180 pl DMSO ile 9. tiipe aktarilip
karigtirilmistir. (9.Antifungal Tiipii)

10.  Basamak: 7. tipten 60 pl alinmig, 420 pl DMSO ile 10. tiipe aktarilip
karigtirllmigtir. (10.Antifungal Tiipii)

Bu islemlerden sonra daha once hazirlanmis, numaralandirilmis (1’den 10’a
kadar) ve her birine 19,8 ml RPMI s1v1 besiyeri konulmusg 10 falkon tiipiiniin her birine
200 pl antifungal soliisyonundan eklenmistir. (1. Antifungal tiiplinden 1. Falkon
tiipiine. ..seklinde). Boylecelikle her bir antifungal ¢ozelti 100 kat sulandirilmistir. Elde
edilen besiyeri ve antifungal karisimi (19,8 ml+200 pl=20 ml) 20 Candida susu

calismak i¢in yeterli olmustur.

Mikrodiliisyon Plaklarimin Hazirlanmasi, Inokiilasyonu ve Inkiibasyonu:
EUCAST oOnerilerine gore doku Kkiiltlirii icin muamele edilmis, steril plastikten
iretilmis, tek kullanimlik, diiz tabanli kuyucuklari olan, 96 kuyucuklu (8x12;8 satir,12

siitun), kuyucuklari en az 300 pl kapasiteli mikrodiliisyon plaklar1 kullanilmistir.

Mikrodiliisyon plaginin 1. siitunundan 10. siitununa kadar, hazirlamis odugumuz

besiyeri ve antifungal karisimindan 100 pl konulmustur (1. falkon tiiplinden 1. siituna,
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2. falkon tiiptinden 2. siituna...seklinde). 11. ve 12. siituna antifungal icermeyen RPMI
1640 besiyerinden 100’er pl konulmustur. 12. siituna 100 ul DMSO konulmustur
(besiyeri sterilite kontrol kuyucugu). Mikrodiliisyon plagmin 1. siitunundan 11.
stitunundaki kuyucuga kadar maya siispansiyonundan 100 ul dagitilmistir. Antifungalin
konsantrasyonu yartya inmis oldu (200 kat sulandirim). 11. siitundaki kuyucuk iireme
kontrol kuyucugu, 12. siitundaki kuyucuk besiyeri kontrol kuyucugu olarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan mikrodiliisyon plaklar1 35 + 2° C’lik etiivde 24 + 2 saat

inkiibe edilmistir.
Mikrodiliisyon Plaklarinin Okunmasi

Inkiibasyonu tamamlanan mikrodiliisyon plaklar1 spektrofotometrik mikroplak
okuyucu ile 530 nm dalga boyundaki absorbanslar1 dlgiilerek okunmustur. Vorikonazol
igin MIK degeri ilag igermeyen kontrol kuyucuguna gére iiremede >%50 inhibisyona

yol agan en diislik konsantrasyon olarak degerlendirilmistir.

3.7.1.3. EUCAST ve CLSI’ya gore MIK degerleri ve zon caplari

Tablo 9. EUCAST'e gore Antifungal MiK Degerleri

Amf B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
<18 <28 <0,06 S <0,016 S
C. albicans >1R 4R >0,25R >0,016 R
— — — 0,03 ATU
<18 <28 <0,125S <28
C. parapsilosis >1R 4R >0,25R >2R
<IS — IE IE
C. krusei >1R — IE IE
<18 <0,001 S IE <0,03S
C. glabrata >1R >16R IE >0,03R
<18 <28 <0,1258S IE
C. tropicalis >1R 4R >0,25R IE

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon, IE: Yetersiz kamt, ATU: Teknik belirsizlik
alan1 R: Direncli, S: Duyarh
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Tablo 10.CLSI'ye Gére Antifungal MIiK Degerleri

Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
<2 (WT) <28 <0,1258S <0258
C. albicans > 2 (Non WT) 4 SDD 0,25-0,5 | 051
— >8R >1R >1R
<2 (WT) <28 <0,1258S <28
C. parapsilosis | >2 (Non WT) 4 SDD 0,25-0,5I 41
— >8R >1R >8R
— - <0,5S <0,25S
C. krusei — — 11 051
= — >2R >1R
<2 (WT) <32 SDD — <0,06 S
C. glabrata > 2 (Non WT) >64 R — 0,121
— — — >0,25R
<2 (WT) <28 $<0,125 <0258
C. tropicalis > 2 (Non WT) 4 SDD 0,25-0,51 051
— >8R >1R >1R

MIK: Minimum inhibitr konsantrasyon, SDD: Doza bagli duyarli, R: Direngli,
S: Duyarli, WT: Wild type

Tablo 11.CLSI'ye Gore Antifungal Zon Caplari

Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
— >17S >178S >22 S
C. albicans — 14-16 SDD 15-16 | 20-21 1
— <13R <14R <I9R
— >17S >178S >16 S
C. parapsilosis - 14-16 SDD 15-16 | 14-15 1
— <13R <14R <I13R
— — >158S >22S
C. krusei - - 13-14 1 20-21 1
— - <I2R <19R
— — — >30S
C. glabrata - >15SDD - 28-29 |
— <14R — <27R
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— >178 >178S >228
L - 14-16 SDD 15-16 | 20-21 1

C. tropicalis
— <13R <14R <I9R

SDD: Doza bagli duyarli, R: Direngli, S: Duyarly, I: Orta duyarh

3.7.1.4. Cahsmada kullanilan standart suslar ve MiK degerleri

Tablo 12.Candidaparapsilosis ATCC 22019

MIC
Antimicrobial agent (mg/L) Kaynak
Target | Range
.. 0.125-

s S 0.25-0.5 |1.0  |EUCAST E.Def
Fluconazole 1 05.0 |/:32forMIC

- - methodologyVersion
Micafungin 1 0.5-2  |6.0, valid from
Voriconazale PULCRI 0>

0.03 0.06

Tablo 13.Candidaalbicans ATCC 90028

MIC
Antimicrobial Agent (mg/L) Kaynak
Target Result
Amphotericin B 0.5-2 1
Fluconazole 0.25-1 1 Aba(?i ve
: _ ’ Haliki-
Micafungin Uztan, 2011
Voriconazale

Kalite Kontrol: Calismamizda kalite kontrol susu olarak C. albicansATCC
90028 ve C. parapsilosiSATCC 22019 kullanilmistir. Her 7 sus galisildiginda bu

referans suslar test edilmistir.
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3.7.2.Gradient test yontemi

Gradient test yontemi i¢in Amfoterisin B, Flukonazol, Vorikonazol ve

Mikafungin gradient test seritleri kullanilmistir.

Candida suslarinin SDA besiyerindeki 24 saatlik taze kiltiirlerinden 1 mm
capinda 5 maya kolonisi alimip steril 5 ml %0,85 NaCl igerisine konup 15 sn
vortekslenmis ve 0.5 McFarland’a ayarlanmistir. Hazirlanan maya siispansiyonu 15 dk

i¢erisinde kullanilmistir.

Hazirlanan maya siispansiyonu steril bir ekiivyon yardimi ile metilen mavili
miiller hinton agar besiyerinin ylizeyinin tamamina 3 kez ¢izerek tamamen yayilmistir.
Birka¢ dk beklendikten sonra Flukonazol, Vorikonazol, Mikafungin ve Amfoterisin B
gradient test seritleri steril pens yardimi ile 90 mm’lik petrilerde iki tane olacak sekilde
yerlestirilmistir. Plaklar 35£2°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.

Eliptik inhibisyon zonunun gradient test seridiyle kesistigi nokta MIK((ug/ml)
degeri olarak belirlenmistir.Plaklar 24 ve 48 saat sonra iki kez degerlendirilerek MIK
degerleri kaydedilmstir.inhibisyon zonlar1 degerlendirilirken, iiretici firma ve CLSI
onerileri dogrultusunda AMB i¢in iiremenin tam inhibe oldugu (%100 inhibisyon)
deger, azoller ve ekinokandinler i¢in ise liremenin %80 inhibe oldugu deger, o
antifungal igin MIK degeri kabul edilmistir. Gradient test ydnteminde kontrol susu
olarak C. albicansATCC 90028 ve C. parapsilosiSATCC 22019 kullanilmistir.

3.7.3.Disk difiizyon yontemi
Disk difiizyon yontemi CLSI tarafindan Candida tiirlerinin bazi antifungallere

duyarliligini belirlemek i¢in standardize edilmistir.

Disk diflizyon yontemi igin Amfoterisin B 10 mg disk, Flukonazol 100 mg disk

ve Vorikonazol 1 mg disk kullanilmistir.

Candida suslarinin SDA besiyerindeki 24 saatlik taze kiiltiirlerinden 1 mm
capinda 5 maya kolonisi alinip steril 5 ml %0,85 NaCl igerisine konup 15 sn
vortekslenmis ve 0.5 McFarland’a ayarlanmistir. Hazirlanan maya siispansiyonu 15 dk

igerisinde kullanilmistir.
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Hazirlanan maya siispansiyonu steril bir ekiivyon yardimi ile metilen mavili
miiller hinton agar besiyerinin ylizeyinin tamamina 3 kez ¢izerek tamamen yayilmaistir.
Birka¢ dk beklendikten sonra Flukonazol, Vorikonazol ve Amfoterisin B diskleri
birbirlerine uzakliklar1 24 mm olacak sekilde yerlestirilmistir. Plaklar 35+2°C’de 24-48

saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra antifungallerin zon ¢aplar1 cetvelle dlgiilerek sonuglar
degerlendirilmistir. Disk diflizyon sonuglar1 CLSI M44’¢ gbre yorumlanmistir.Disk
difiizyon yonteminde kontrol susu olarak C. albicansATCC 90028 ve C.
parapsilosisATCC 22019 kullanilmistr.

3.8. istatistik Analiz

Uzerinde durulan &zellikler igin tanimlayici istatistikler, say1 ve yiizde olarak
ifadeedilmistir. Bu 6zellikler icin oran karsilastirmasinda Z testi kullanilmstir. Istatistik
anlamlilik (6nemlilik) diizeyi %5 olarak alinmig ve hesaplamalar icin MINITAB (ver:
14) istatistik paket programi kullanilmistir.

3.9. Etik Kurul Onay1

Calismamiz igin, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 14.04.2023 tarih ve 2023/04-13 sayist ile etik kurul onayi

alinmustir.
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4 BULGULAR

Calismamizda kan Kkiiltiirlerinden izole ettigimiz 63Candida susu germ tiip,
CHROMagar Candida besiyeri, MALDI-TOF MS ve BD Phoenix M50 otomatize
cihazlart ve PCR yontemiyle tiir diizeyinde tanimlanmis ve EUCAST’e gore broth
mikrodiliisyon, CLSI’ya gore disk diflizyon ve gradient test yontemleriyle in vitro
antifungal duyarhiliklar1  belirlenmistir. Broth mikrodiliisyon ve gradient test
yontemlerinde Amfoterisin B, Vorikonazol, Flukonazol ve Mikafungin; disk difiizyon

yonteminde Amfoterisin B, Vorikonazol ve Flukonazol test edilmistir.
4.1.izolatlarin Klinik ve Hasta Gruplarina Gore Dagihm

Van Van Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun Odabas Tip Merkezi’ne basvuran
hastalardan ¢esitli nedenlerle alman kan kiltiir 6rneklerinden izole edilen toplam

63Candida spp susu ¢alisma igin toplandi.

Calismaya alinan suslarin 35’1 erkek, 28’ 1 kadin hasta; 11’1 pediatrik yas
grubunda iken 52’si yetiskin hasta seklindeydi. izolatlarm %52,37’si yogun bakim
initelerinde yatan hastalardan izole edildi. Tablo 14, 15 ve 16’da izolatlarin cinsiyete,

yas gruplarina ve geldigi klinik birimlere gére dagilimi verilmistir.

Tablo 14. Izolatlarn cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Say1 Yiizde
Erkek 35 55,56%
Kadin 28 44,44%
Genel Toplam 63 100%

Tablo 15.izolatlarin yas gruplarma gére dagilimi

Yas Say1 Yiizde
Cocuk 11 17,40%
Yetiskin 52 82,60%
Genel Toplam 63 100%
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Tablo 16.1zolatlarin kliniklere gore dagilimi

Klinik Yiizde Say1

Tibbi Onkoloji Servisi 23,81% 15
Anestezi ve Reanimasyon Yogun Bakim 20,63% 13
Ig: Hataliklar1 Yogun Bakim 14,29% 9
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Yogun Bakim 9,52% 6
Cocuk Hemeatoloji Servisi 7,94% 5
Genel Cerrahi Yogun Bakim 7,94% )
Beyin ve Sinir Cerrahisi Yogun Bakim 3,17% 2
Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim 3,17% 2
Hematoloji Servisi 3,17% 2
Kardiyoloji Servisi 1,59% 1
Noroloji Yogun Bakim 1,59% 1
Plastik Cerrahi Servisi 1,59% 1
Uroloji Servisi 1,59% 1

Genel Toplam 100% 63

4.2.1dentifikasyona Ait Bulgular

4.2.1.Germ tiip testi sonugclari

Calismaya dahil edilen 63Candida susunun tamami ig¢in germ tiip testi
yapilmigtir. Germ tiip yapist gozlenenler C. albicans, yalanci germ tiip yapisi
gozlenenler C. tropicalis ve germ tiip yapisi gbézlenmeyenler non-albicans Candida
olarak tanimlandi. Buna gore 32 6rnek C. albicans, 8 ornek C. tropicalis ve 23 ornek

non-albicansCandida olarak tanimlandi. Sekil 7°de germ tiip negatif ve pozitif 6rnekler

ve yalanci germ tiip yapisi gosterilmistir.
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Sekil 8.Germ tiip calisma sonuclari. A: Germ tiip pozitif, B: Germ tiip negatif, C:
Yalanci germ tiip (ok isareti boyun kismindaki bogumlanmay1 gostermektedir).
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4.2.2. CHROMagar Candida sonuclari

CHROMagarCandida besiyerinde agik yesil koloniler C. albicans, koyu-metalik
mavi koloniler C. tropicalis, beyaz sinirlart olan, piiriizlii yiizeyli a¢ik pembe renkli
koloniler C. krusei, diizgiin yiizeyli agik pembe koloniler C. parapsilosis,
lila/kahverengi koloniler C. glabrataolarak degerlendirildi. C.kefyr ve C. lusitaniae
kolonileri diizgiin ylizeyli krem rengi olarak goriildii.Dolayisiyla CHROMagar Candida
besiyeri ile C. kefyr/C. lusitaniae ayrimi yapilamadi.PCR ile C. albicans olarak tespit
edilen bir izolat da CHROMagar besiyeri ile C. tropicalis olarak degerlendirildi. Sekil
5’te CHROMagar Candida besiyeri ile tespit edilen Candida tiirlerine Ornekler

verilmistir.
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Sekil 9.CHROMagar Candida sonuglar1 (1,2 ve 6 C.parapsilosis; 4 C.tropicalis; 3 ve 5
C.albicans,21Candida spp; 22 C. parapsilosis; 23 C. glabrata; 19,20 ve 24C.
albicans,63 C. krusei)
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4.2.3.Phoenix Otomatize Sistemine Ait Bulgular

Calismamizda Candida’lan tiir diizeyinde tanimlamak i¢in BD Phoenix M50 ve
MALDI-TOF MS otomatize cihazlart kullanildi. BD Phoenix M50 ile yapilan
tanimlamada orneklerin 31’1 C. albicans, 12’si C. parapsilosis, yedisi C. glabrata,
yedisiC. tropicalis, iigii C.kefyr ve birer tanesi S.cerevisea, C. lusitaniae ve C. krusei

olarak tanimlanda.

4.2.4. MALDI-TOF Otomatize Sistemine Ait Bulgular

Calismamizda Candida’larn tir diizeyinde tanimlamak i¢cin MALDI-TOF MS
cihazi ile yapilan galismada 6rneklerin 30°uC. albicans, 11°i C. parapsilosis, yedisi C.
glabrata, sekizi C. tropicalis,dordii C. kefyr,ikisi C. lusitaniae ve biri C. krusei olarak

tanimlandi.

4.2.5.PCR Sonuglari

Geleneksel ve otomatize sistemlerle Candida spp. olarak
belirlenenizolatlarC.albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr, C.
lusitaniae, C. dublinensis ve C. krusei tiirlerine spesifik primerler kullanilarak
multipleks PCR ile tanimlanmistir. Pozitif kontrol olarak C. albicans ATCC 90028 ve
C. parapsilosis ATCC 22019 suslari, negatif kontrol olarak K. pneumoniae ATCC
700603 susu kullanilmigtir. 63 Candida izolati multipleks PCR ile tiir diizeyinde
tanmmmlanmastir. Sekil 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve 17’de Candida izolatlarinin PCR ile

tanimlanmasina ait elektroforez goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 10.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii(1-15. suslar)

(Soldan 1. kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans
ATCC 90028 susu, 3. kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk
K.pneumoniae ATCC 700603 susu. Gortilen diger bantlar 1-15. suslara aittir.)

Sekil 11.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (16-28. Suslar)

(Soldan 1. kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C.
albicansATCC 90028 susu, 3. kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk
K.pneumoniae ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 16-28. suslara aittir.)
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Sekil 12.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (29-42. suslar)(Soldan 1.
kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans ATCC
90028 susu,3.kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucukK.pneumoniae
ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 29-42. suslara aittir.)

Sekil 13.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (43-55. suslar)(Soldan 1.
kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans ATCC
90028 susu , 3. kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk K.pneumoniae
ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 43-55. suslara aittir.)
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Sekil 14.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (56-62. suslar)

(Soldan 1. kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans
ATCC 90028 susu, 3.kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk
K.pneumoniae ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 56-62. suslara aittir.)

fi
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Sekil 15.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (21, 35, 50 ve 63. suslar)

(Soldan 1. kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans
ATCC 90028 susu, 3.kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk K.
pneumoniae ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 21,35,50 ve 63. suslara aittir.)
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Sekil 16.Candida izolatlarinin PCR elektroforez gorintiisii (32. sus)(Soldan 1. kuyucuk
ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans ATCC 90028 susu,

3. kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucukK.pneumoniae ATCC 700603
susu. Goriilen diger bant 32.susa aittir.)

Sekil 17.Candida izolatlarinin PCR elektroforez goriintiisii (3, 27 ve 30. suslar)
(Soldan 1. kuyucuk ve son kuyucuk DNA ladder (100-3000 bp), 2. kuyucuk C. albicans

ATCC 90028 susu, 3.kuyucuk C. parapsilosis ATCC 22019 susu, 4.kuyucuk K.
pneumoniae ATCC 700603 susu. Goriilen diger bantlar 3,27 ve 30.suslara aittir.)
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Tablo 17.Tani testlerinin karsilastiriimasi

. Germ | CHROMagar BD- MALDI-TOF
Izolatlar | po Candida. | PHOENIX MS HOK
C3 Pozitif | C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C5 Pozitif | C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
Cc7 Pozitif | C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C12 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C13 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C15 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C16 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C17 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C18 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C19 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C20 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C24 | Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C26 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C27 |Pozitif |C.tropicalis C.albicans C.tropicalis C.albicans
C29 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C30 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.lusitaniae C.albicans
C31 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C33 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.kefyr C.albicans
C36 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C37 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C38 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C41 | Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C42 |Pozitif | C.albicans C.parapsilosis | C.albicans C.albicans
C44 | Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C45 | Pozitif | C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C47 | Pozitif | C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C53 | Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C54 | Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C55 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C56 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C59 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans
C60 |Pozitif |C.albicans C.albicans C.albicans C.albicans

Tablo 17’nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 17°nin (Devam). Tan1 testlerinin karsilastirilmasi

. Germ | CHROMagar BD- MALDI-TOF

Izolatlar | po Candida | PHOENIX MS HOR
C1 Negatif | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C2 Negatif | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C6 Negatif | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C8 Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C9 Negatif | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
Cl14 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C22 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C25 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C43 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C48 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C52 | Negatif |C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis | C.parapsilosis
C4 Negatif | C.tropicalis S.cerevisea C.tropicalis C.tropicalis
C10 |Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
Cl11 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C34 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C46 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C51 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C61 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C62 | Negatif |C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis C.tropicalis
C23 | Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C28 |Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C39 |Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C40 | Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C49 | Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C57 | Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C58 | Negatif |C.glabrata C.glabrata C.glabrata C.glabrata
C21 |Negatif |Candidaspp |C.kefyr C.kefyr C.kefyr
C35 |[Negatif |Candidaspp |C.kefyr C.kefyr C.kefyr
C50 |[Negatif |Candidaspp |C.kefyr C.kefyr C.kefyr
C63 | Negatif |C.krusei C.krusei C.krusei C.krusei
C32 |Negatif |Candidaspp |C.lusitaniae |C.lusitaniae C.lusitaniae
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4.3. Antifungal Duyarhhk Sonug¢lari

4.3.1. Broth mikrodiliisyon sonuclari

Broth mikrodiliisyon yontemi EUCAST o6nerilerine gore calisildi. 63 Candida
izolatinin amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve mikafungin antifungallerine kars1
MIK degerleri belirlendi. Calismamizda EUCAST e gore sinir degerleri belli olan tiim
izolatlar(n=59) amfoterisin B’ye duyarli bulundu. Bir C. albicans, iki C. parapsilosis ve
tim C. glabrataizolati: flukonazole orta duyarli, digerleri duyarli bulundu. Vorikonazole
direngli bir C. albicansizolati hari¢ tiim izolatlar vorikonazole duyarli bulundu. 15 C.
albicans ve alt1 C. parapsilosis izolati mikafungine direngli, diger C.albicans,
C.parapsilosis ve tim C. glabrata izolatlar1 mikafungine duyarli bulunmustur. Tablo
18°de izolatlarm broth mikrodiliisyon yéntemiyle bulunan MIK degerleri, Tablo 19°da
ise izolatlarin tiir diizeyinde broth mikrodiliisyonla bulunan MIK degerlerine gore
dagilimi, Tablo 20°de broth mikrodiliisyon yontemiyle bulunan antifungal degerlerinin
kategorilendirilmesi, Tablo 21°de broth mikrodiliisyon yontemiyle bulunan antifungal

degerlerinin tiir diizeyinde kategorilendirilmesi gosterilmistir.

4.3.2. Disk difiizyon sonugclari

Disk difiizyon yontemi CLSI Onerilerine gore ¢alisildi. 63 Candida izolatinin
amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol antifungallerine karsi zon caplar1 6lcildii.
Amfoterisin B igin 6l¢iilen zon gaplar1 10 ve 20 mm arasindaydi. Bir C. albicans, bir C.
parapsilosis, dort C. glabratave bir C. krusei izolati flukonazole direngli, bir C.
glabrata orta duyarli, degerlendirilebilen diger izolatlar(n=51) duyarli bulundu. Bir C.
albicans, bir C. parapsilosis ve bir C. krusei izolati vorikonazole direngli,
degerlendirilebilen diger izolatlar(n=49) duyarli bulundu. Tablo 18’de izolatlarin disk
difizyon yontemiyle bulunan zon c¢aplari, Tablo 20’de disk difiizyon yontemiyle
bulunan antifungal degerlerinin kategorilendirilmesi, Tablo 21’de disk diflizyon
yontemiyle bulunan antifungal degerlerinin tiir diizeyinde kategorilendirilmesi

gosterilmistir.
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4.3.3. Gradiyent test sonug¢lari

Gradient test yontemi CLSI’1n &nerdigi MIK degerlerine gore yorumlandi. 63
Candida izolatinin gradient test yontemiyle amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
mikafungin antifungallerine karsi MIK degerleri &lgiildii. Degerlendirilebilen tiim
izolatlar8n=59) amfoterisin B ve mikafungine duyarli bulundu.C. albicans
izolatlarindan 18’1 flukonazole duyarli, besi doza bagli duyarli, altis1 direngli;
C.parapsilosis izolatlarindan ti¢ii duyarli, besi orta duyarli, ti¢ii direngli; C. tropicalis
izolatlarindan altist duyarli, biri orta duyarli, biri direngli; tim C. glabrata suslar: orta
duyarli ve flukonazole intrensek direngli olan C. krusei izolati direngli bulundu. C.
albicans izolatlarindan yedisi vorikonazole duyarli, 13’1 orta duyarli, 12’si direngli; C.
parapsilosis izolatlarindan sekizi duyarli, ikisi orta duyarl ve biri direngli ; C. tropicalis
izolatlarindan besi duyarli, ikisi orta duyarli ve biri direngli; C. krusei izolati1 orta
duyarlibulundu. Tablo 18’de izolatlarin gradient test yontemiyle bulunan MiK degerleri,
Tablo 20’de gradient test yoOntemiyle bulunan antifungal degerlerinin
kategorilendirilmesi, Tablo 21°de gradient test yontemiyle bulunan antifungal

degerlerinin tiir diizeyinde kategorilendirilmesi gosterilmistir.

95



Tablo 18.izolatlarm mikrodiliisyon yontemi, gradient test ve disk difiizyon
yontemleriyle bulunan MIK degerleri

Sus PCR Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
No MDY | GT |(DD|MDY | GT |DD|MDY | GT |DD|MDY | GT
C3 |[C.albicans | 0,03 | 0,125 | 14 | 0,125 2 26 | 0,016 | 0,75 |28 | 0,06 | 0,012
C5 |C.albicans | 0,03 | 0,012 | 15| 0,125 4 32 | 0,016 1 32 | 0,016 | 0,012
C7 |C.albicans | 0,03 0,19 | 16 | 0,125 4 26 | 0,016 | 0,75 |28 | 0,03 | 0,023
C12 | C.albicans | 0,125 | 0,125 | 18 | 0,125 8 26 | 0,016 1 28 | 0,016 | 0,012
C13 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 14 | 0,125 6 26 | 0,016 1 28 | 0,016 | 0,012
C15 | C.albicans | 0,03 | 0,094 | 14 | 0,125 4 26 | 0,016 1 32| 0,03 | 0,016
C16 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 18 | 0,125 8 26 | 0,016 1 30 | 0,03 | 0,023
C17 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 14 | 0,125 8 26 | 0,016 1 28 | 0,016 | 0,006
C18 | C.albicans | 0,06 | 0,047 | 16 | 0,125 1 26 | 0,016 | 0,047 | 28 | 0,03 | 0,008
C19 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 15 | 0,125 1 28 10,016 | 0,75 |30 |0,016 | 0,012
C20 | C.albicans | 0,125 | 0,032 | 20 | 0,225 | 0,25 | 36 | 0,016 | 0,016 | 38 | 0,016 | 0,008
C24 | C.albicans | 0,125 | 0,047 | 14 | 0,125 2 26 | 0,016 | 0,25 |28 | 0,03 | 0,006
C26 | C.albicans | 0,03 | 0,064 | 18 | 0,125 8 26 | 0,016 | 0,25 |28 | 0,03 | 0,008
C27 | C.albicans | 0,25 0,5 11 4 8 12 8 16 12 | 0,06 | 0,016
C29 | C.albicans | 0,03 0,5 11]0125| 05 |30|0016| 05 |26 |0,016| 0,012
C30 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 16 | 0,125 2 300,016 | 05 |28|0,016 | 0,004
C31 | C.albicans | 0,03 0,12 | 16 | 0,125 2 28 | 0,016 | 0,75 |30 |0,016 | 0,012
C33 | C.albicans | 0,016 | 0,125 | 18 | 0,125 4 2810016 | 05 |32)0,016| 0,012
C36 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 17 | 0,125 2 26 | 0,016 2 30 | 0,016 | 0,012
C37 | C.albicans | 0,06 | 0,064 | 18 | 0,125 4 28 | 0,016 1 30 | 0,016 | 0,012
C38 | C.albicans | 0,03 | 0,094 | 18 | 0,125 2 26 | 0,016 1 28 | 0,016 | 0,008
C41 | C.albicans | 0,03 0,25 | 15| 0,125 6 26 | 0,016 | 0,064 | 28 | 0,03 | 0,006
C42 | C.albicans | 0,03 0,25 |17 | 0,125 8 24 10,016 | 0,75 |30 | 0,03 | 0,006
C44 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 16 | 0,125 6 26 | 0,016 1 28 | 0,03 | 0,012
C45 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 18 | 0,125 2 28 | 0,016 1 30 | 0,016 | 0,006
C47 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 14 | 0,125 | 05 |34 0016 | 05 |34]| 0,03 | 0,016
C53 | C.albicans | 0,03 019 |14 |0,125| 0,75 | 34| 0,016 | 0,047 | 34 2 0,012
C54 | C.albicans | 0,03 0,5 16 | 0,125 2 30|0016| 05 |[32| 003 | 0,016
C55 | C.albicans | 0,03 | 0,125 | 14 | 0,125 1 340,016 | 0,047 | 34| 0,03 | 0,008
C56 | C.albicans | 0,03 | 0,094 | 16 | 0,125 2 2810016 | 05 |30/ 003 | 0,012
C59 | C.albicans | 0,03 | 0,064 | 13| 0,125 | 05 |28 0,016 | 0,032 | 30 | 0,016 | 0,023
C60 | C.albicans | 0,06 | 0,125 | 16 | 0,125 2 26 | 0,016 | 0,047 | 28 | 0,016 | 0,012

Tablo 18’nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 18 (devamm).izolatlarin mikrodiliisyon ydntemi,
yontemleriyle bulunan MIK degerleri

gradient test ve disk diflizyon

Sus er Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
No MDY | GT |DD|MDY| GT |DD|MDY | GT |DD|MDY| GT
Cl |C.parapsilosis | 0,06 | 0,38 | 12 | 0,125 8 24 ({0,016 | 0,064 |30 | 4 0,75
C2 |C.parapsilosis | 0,125 | 0,38 | 11 | 0,125 8 24 {0,016 | 0,38 |32 | 4 1

C6 |C.parapsilosis | 0,125 | 0,19 | 11 | 0,125 3 26 | 0,016 | 0,047 | 34| 4 0,75
C8 |C.parapsilosis | 0,06 0,5 |10 | 0,125 3 32 10,016 | 0,032 | 34| 2 0,5
C9 |C.parapsilosis | 0,125 | 0,38 | 10 | 0,125 2 3410016 | 0,032 | 34| 2 0,75
C14 |C.parapsilosis | 0,125 | 0,75 | 10 | 0,125 2 30 {0,016 | 0,023 | 34| 2 0,5
C22 | C.parapsilosis | 0,25 | 0,75 | 11 4 8 13| 0,06 | 0,25 | 11 2 0,5
C25 | C.parapsilosis | 0,125 | 0,38 | 10 | 0,25 2 22 ({0,016 | 0,064 |30 | 4 0,75
C43 | C.parapsilosis | 0,125 | 0,5 |19 | 0,125 3 30 {0,016 | 0,023 | 34| 4 0,75
C48 | C.parapsilosis | 0,125 | 0,38 | 11 | 0,125 3 30 | 0,016 | 0,094 | 34| 4 0,5
C52 | C.parapsilosis | 0,125 | 05 |12 4 6 28 | 0,125 4 26 (0,125 | 0,25
C4 | C.tropicalis 0,03 | 0,38 |11 0,125 | 32 26 | 0,03 | 0,75 | 28 |0,125 | 0,012
C10 | C.tropicalis 0,03 0,5 |10 | 0,125 1 26 | 0,016 | 0,064 | 26 | 0,06 | 0,032
C11 | C.tropicalis 0,03 0,5 |10 | 0,125 6 22 (0,016 | 0,19 | 30 | 0,06 | 0,016
C34 | C.tropicalis 0,125 | 0,19 | 11| 0,125 1 28 | 0,016 | 0,047 | 30 | 0,016 | 0,016
C46 | C.tropicalis 0,06 | 0,38 | 11 | 0,125 2 22 | 0,016 | 0,047 | 22 | 0,03 | 0,008
C51 | C.tropicalis 0,06 | 0,38 |13 /0125| 15 | 280,016 | 0,125 | 26 | 0,125 | 0,016
C61 | C.tropicalis 0,06 | 0,19 | 11 | 0,125 2 22 | 0,016 1 22 | 0,06 | 0,016
C62 | C.tropicalis 0,125 | 0,064 | 15 | 0,125 2 26 | 0,03 | 0,064 | 20 | 0,06 | 0,008
C23 | C.glabrata 0,125 | 0,19 |12 | 16 32 15 1 4 12 | 0,03 | 0,006
C28 | C.glabrata 0,25 | 0,19 |13 8 16 10 | 0,25 | 0,25 | 12 | 0,03 | 0,012
C39 | C.glabrata 0,06 | 0,064 | 18 4 8 12 | 0,125| 05 |28 | 0,03 | 0,006
C40 | C.glabrata 0,06 | 0,19 | 13| 0,25 1,5 | 280,016 | 0,094 | 34 | 0,03 | 0,006
C49 | C.glabrata 0,06 | 0,25 |12 1 2 22 | 0,03 05 |22] 0,03 | 0,004
C57 | C.glabrata 0,06 | 025 |11 2 4 12 | 0,06 1 14 | 0,03 | 0,006
C58 | C.glabrata 0,125 | 0,25 | 12 2 4 10 | 0,06 1 12 | 0,03 | 0,023
C21 | C kefyr 0,125 | 0,125 | 14 | 0,125 | 0,75 | 40 | 0,016 | 0,023 | 38 | 0,125 | 0,032
C35 | C.kefyr 0,25 | 0,19 | 13 | 0,125 8 15 | 0,016 2 20 | 0,25 | 0,064
C50 | C.kefyr 0,25 | 0,19 |11 0,125 | 0,25 | 34| 0,016 | 0,047 | 34 | 0,25 | 0,032
C63 | C.krusei 0,03 | 0,75 | 11 4 24 10 | 0,06 1 10 | 0,06 | 0,094
C32 | C.lusitaniae 0,03 | 0,125 | 16 | 0,125 2 30 | 0,016 | 0,023 | 36 | 0,25 | 0,023

MDY Mikrodiliisyon yontemi, GT: Gradiyent test, DD: Disk difiizyon.
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Tablo 19.1zolatlarin tiir diizeyinde broth mikrodiliisyonla bulunan MiK degerlerine gére

dagilimi

izolat

Antifungal

0,016

0,03

0,06

0,13

0,25

0,5

16

32

64

C.
albicansn(32)

Amfoterisin B

1

24

3

3

1

Vorikonazol

31

Mikafungin

16

13

Flukonazol

C. parapilosis
n(11)

Amfoterisin B

Vorikonazol

Mikafungin

Flukonazol

C. tropicalis
n(8)

Amfoterisin B

N | ([, |~ |0

Vorikonazol

Mikafungin

Flukonazol

C. glabrata
n(7)

Amfoterisin B

Vorikonazol

R I[N

Mikafungin

Flukonazol

C. kefyrn(3)

Amfoterisin B

Vorikonazol

Mikafungin

Flukonazol

C. krusein(1)

Amfoterisin B

Vorikonazol

Mikafungin

Flukonazol

C. lusitaniae
n(1)

Amfoterisin B

Vorikonazol

Mikafungin

Flukonazol

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
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Tablo 20.Mikrodiliisyon, gradient test ve disk difiizyon yontemleriyle bulunan
antifungal degerlerinin kategorilendirilmesi

Sus St Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
No MDY | GT |DD|MDY| GT |[DD|MDY| GT |DD|MDY| GT
C3 | C.albicans S S - S S S S | S R S
C5 |Calbicans | g S - S |sbD| S| S R | S| S S
C7 |C.albicans | s S | -] s |[sbD|S| S I S| R S
C12 | C.albicans S S - S R S S R S S S
C13 | C.albicans S S - S | S S R S S S
C15 | C.albicans S S - S SDD | S S R S R S
C16 | C.albicans S S - S R S S R S R S
C17 | C.albicans S S - S R S S R S S S
C18 | C.albicans S S - S S S S S S R S
C19 | C.albicans S S - S S S S | S S S
C20 | C.albicans S S - S S S S S S S S
C24 | C.albicans S S F S S S S | S R S
C26 | C.albicans S S 3 S R S S | S R S
C27 | C.albicans S S - | R R R R R R S
C29 | C.albicans S S 4 S S S S | S S S
C30 | C.albicans S S - S S S S | S S S
C31 | C.albicans S S - S S S S | S S S
C33 | C.albicans S S - S | S S I S S S
C36 | C.albicans S S - S S S S R S S S
C37 | C.albicans S S - S | S S R S S S
C38 | C.albicans S S - S S S S R S S S
C41 | C.albicans S S - S | S S S S R S
C42 | C.albicans S S - S R S S I S R S
C44 | C.albicans S S - S | S S R S R S
C45 | C.albicans S S - S S S S R S S S
C47 | C.albicans S S - S S S S I S - S
C53 | C.albicans S S - S S S S S S R S
C54 | C.albicans S S - S S S S | S R S
C55 | C.albicans S S - S S S S S S R S
C56 | C.albicans S S - S S S S | S R S
C59 | C.albicans S S - S S S S S S S S
C60 | C.albicans S S - S S S S S S S S

Tablo 20’nin devami arka sayfadadir.
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Tablo 20 (devamm).Mikrodiliisyon, gradient test ve disk diflizyon yontemleriyle
bulunan antifungal degerlerinin kategorilendirilmesi

Sus St Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Mikafungin
No MDY | GT |DD|MDY |GT |DD |MDY|GT |DD|MDY |GT
Cl |C.parapsilosis| g S - S R S S S S R S
C2 |C.parapsilosis| g S - S R S S I S R S
C6 |C.parapsilosis| g S - S I S S S S R S
C8 |C.parapsilosis| g S - S I S S S S S S
C9 |C.parapsilosis| g S - S S S S S S S S
Cl4|C.parapsilosis| g S - S S S S S S S S
C22|C.parapsilosis| g S - I R R S I R S S
C25|C.parapsilosis| g S - S S S S S S R S
C43 | C.parapsilosis| g S - S I S S S S R S
C48 | C.parapsilosis| g S - S I S S S S R S
C52 | C.parapsilosis| g S - I I S S R S S S
C4 | C.tropicalis S S - S R S S I S - S
C10| C.tropicalis S S - S S S S S S - S
C11|C.tropicalis S S p S I S S I S - S
C34 | C.tropicalis S S y S S S S S S - S
C46 | C.tropicalis S S - S S S S S S R S
C51| C.tropicalis S S - S S S S S S - S
C61 | C.tropicalis S S - S S S S R S - S
C62 | C.tropicalis S S - S S S S S S - S
C23 | C.glabrata S S | - | |SDD |SDD| - - - | s S
C28| C.glabrata S S - I SDD | R - - - S S
C39| C.glabrata S S - I SDD | R - - - S S
C40 | C.glabrata S S - I SDD | S - - - S S
C49 | C.glabrata S S - I SDD | S - - - S S
C57 | C.glabrata S S - I SsoDD | R - - - S S
C58 | C.glabrata S S - I SsDD | R - - - S S
C21 | C.kefyr - - - - - - - - - - -
C35 | C.kefyr - - - - - - - - - - -
C50 | C.kefyr - - - - - - - - - - -
C63 | C.krusei S S - R R R - I R - S
C32 | C.lusitaniae - - - - - - - - - - -

SDD: Doza bagl duyarli, R: Direngli, S: Duyarl, I: Orta duyarl.
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Sekil 18. Gradient ve disk diflizyon yontemleriyle antifungal duyarliligin belirlenmesi
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Tablo 21.Mikrodiliisyon, gradient test ve disk difiizyon yontemleriyle bulunan
antifungal degerlerinin tiir diizeyinde kategorilendirilmesi

Yontem 1?/12(1:[:‘0 Hilan Gradient Test Disk Difiizyon
%32?;3161 Antifungaller | S | 1 |[ATU|R| S| 1 [sDD| R | S |I1|sDD| R
Amfoterisin B | 32 32 - - - -
C. albicans Vorikonazol |31 7| 13 12 | 31 1
n(32) Mikafungin | 16 13 32 - -] - -
Flukonazol 31| 1 18] 3 5 6 31 1
Amfoterisin B | 11 11 11
C.parapilosis | Vorikonazol |11 8| 2 1 10 1
n(11) Mikafungin | 5 6|11 -] - -
Flukonazol 912 3 5 3 10 1
Amfoterisin B | 8 8 S i,
C. tropicalis | Vorikonazol | 8 51| 2 1 8
n(8) Mikafungin |IE|IE| IE |IE| 8 - -] - -
Flukonazol 8 6 1 1 8
Amfoterisin B | 7 7 - - - -
C. glabrata Vorikonazol [IE|IE| IE |IE| - - - e 7
n(7) Mikafungin | 7 7 -] - -
Flukonazol 7 7 7
AmfoterisinB|IE|IE| IE |IE| - - - - S ;
C. kefyr Vorikonazol |IE|IE| IE |IE| - - - - - - - -
n(3) Mikafungin |IE[IE| IE |IE| - | - - ; ] - .
Flukonazol IE|IE| IE |IE]| - - - - - |- - -
Amfoterisin B | 1 1 - - - -
C. krusei Vorikonazol IE 1 1
n(1) Mikafungin | IE 1 -] - .
Flukonazol 1 1(ID) 1(1D)
AmfoterisinB|IE|IE| IE |IE| - - - - S I . ;
C. lusitaniae |Vorikonazol |IE|IE| IE |IE| - - - - - |- - -
n(1) Mikafungin |IE|[IE| IE |IE| - | - - . - - .
Flukonazol IE|IE| IE |IE]| - - - - - - - -

SDD: Doza bagli duyarli, R:

Direngli, S: Duyarl, I:

belirsizlik alani, IE: Yetersiz kanit, ID: Intrensek direnc.
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Tablo 22.Mikrodiliisyon, gradient test ve disk difiizyon yontemleriyle bulunan
antifungal degerlerinin karsilastirmasi

Yontem S | ATU R S R
Candida AL el BM-GT | BM-GT | BM-GT | BM-GT | BM-DD | BM-DD
Tiirleri g P P P P P P
Amfoterisin B | 0,999 - - - - -
) Vorikonazol 0,001 0,001 - 0,002 0,999 0,999
C. albicans
n(32) Mikafungin | 0,002 - 0,001 | 0,244 - -
Flukonazol 0,999 0,619 0,058 0,028 0,999 0,999
Amfoterisin B | 0,999 - - - 0,999 -
... | Vorikonazol 0,454 0,496 - - 0,811 0,999
C.parapilosis
n(11) Mikafungin | 0,105 . ; 0,028 ; ;
Flukonazol 0,126 0,440 - 0,244 0,803 0,999
Amfoterisin B | 0,999 - - - - -
. Vorikonazol 0,378 0,496 - 0,999 0,999
C. tropicalis
n(8) Mikafungin - - - - - -
Flukonazol 0,570 0,999 - 0,999 0,999 -

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarli, ATU: Teknik belirsizlik alani, BM: Broth
mikrodillisyon, GT: Gradiyent test, DD: Disk difiizyon
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5. TARTISMA

Candida tiirleri mantar enfeksiyonlariin dnde gelen etiyolojik ajanlaridir (Evren
ve ark.,2022). Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, notrofil say1 ve islev bozuklugu
gibi bagisiklik sistemine bagli sorunlar, ileri yas, kemoterapi ve transplantasyon gibi
nedenlerle Candida enfeksiyonlarinin  goriilme  sikligt  artmistir(Pfaller  ve
Diekema,2007). Yakin zamana kadar C. albicansen patojenik maya olarak kabul
ediliyordu. Ancak, albicans disi Candida suslar1 artik mantar enfeksiyonunun etken
ajanlar1 olarak giderek daha fazla bildirilmekte ve bu da tiirlere 6zgii tanimlamay1 hem
epidemiyolojik amaglar hem de uygun antifungal tedavinin uygulanmasi agisindan
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin énemli bir rolii haline getirmektedir. Yaygin
olarak bilinen etiyolojik ajan C. albicans, firsat¢1 insan patojeninin baslica 6rnegidir;
ancak C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosisde on plana ¢ikmuistir.
Albicans dist Candida suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar C.
albicansenfeksiyonlarina oldukga benzese de viriilans faktorleri ve antimikrobiyal

duyarlilik kaliplar1 birbirinden farklidir. (Evren ve ark., 2022)

Candida’larin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlar1 hastanede yatan
hastalarda olduk¢a yaygindir. Kandidemi hastalarinda 6liim oran1 %20 ila %40 arasinda

degismektedir(Lorenzo-Villegas ve ark.,2023).

Candidaalbicans, Candida tiirlerinin neden oldugu sistemik enfeksiyonlarin
yaklasik %350'sinden sorumludur ve bu da onu en yaygm bulasici Candida etkeni
yapar.Candida tiirlerinindagilimindaki ~ degisiklikler gozlemlenmis ve C.glabrata, C.
tropicalis ve C. parapsilosisgibi albicans dig1 tiirlerin oranlar1 giderek daha fazla
bildirilmigtir.C. albicans, oran1 yakin zamanda Asya-Pasifik'te %64'ten %45'e ve
Avrupa'da %68'den %50'ye 6nemli Slgiide diismesine ragmen bir¢cok ¢alismada hala en

yaygin etkendir (Tiirk Dag1 ve ark.,2016).

Cin’de patojenik mayalarin yayginligi ve antifungal duyarliligini belirlemek icin
bir egitim hastanesinde yapilan 10 yillik bir retrospektif ¢calismada invaziv 6rneklerden
izole edilen 527 Candida izolati incelenmistir. Calisma 10 yil i¢inde C.
albicansizolasyonunda bir azalma ve C. albicansdisi tiirlerin yayginliginin arttigini

gostermistir. Calismada C. albicans,izole edilen en sik tiir olmasina ragmen izolatlarin
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yarisindan azini olusturmus(%49,2), bunu sirasiyla C. parapsilosis, C. tropicalis ve C.
glabrataizlemistir(Song ve ark.,2020).

Erdem ve arkadaslarinin 2012 yilinda 114 Candida izolatiyla yaptigi bir
calismada en sik izole edilen tiir C. albicans(%54,4), ikinci siklikta C. glabrataolmustur
(Erdem ve ark., 2012). 2016 yilinda Konya Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 200
Candida spp susuyla yapilan bir ¢alismada en sik izole edilen tiir C. albicans(%46,5),
ikinci siklikta C. glabrata(%18) olmustur. (Tirk Dagi ve ark., 2016). Otag ve
arkadaslarinin 2003-2006 yillar1 arasinda kan Kkiiltiirlerinden izole edilen 287 maya
izolatiyla yaptig1 ¢calismada en sik izole edilen tiir C. parapsilosisolmustur (%54). Bunu
ikinci siklikta C. albicanstakip etmistir (%21) (Otag ve ark., 2006).

Ergon ve arkadaglarinin 2011-2016 yillar1 arasinda alt1 farkli merkezle yaptigi
caligmada kan kiiltiirlerinden 2547 maya izolati elde edilmistir. C. albicansen sik
(%43,1) izole edilen tiir olmustur. C. albicans’1 sirasiyla C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei ve C. kefyr takip etmistir(Ergon ve ark.,2020).

Isvigre’de yedi iiniversite hastanesi ve 10 ayr1 3. basamak hastanenin ortak
yaptig1, 2004-2009 yillar1 arasinda prospektif olarak yapilan bir ¢aligmada kan
kiiltirlerinden izole edilen 1090 Candida izolat1 tiir diizeyinde tanimlanmistir. En sik
izole edilen tiir 675(%61,9) izolatla C. albicansolmustur. C. albicans’1 C. glabrata, C.
tropicalis ve C. parapsilosisizlemistir. Bu tiirler izolatlarin %90,7’sini olustururken geri
kalan tiirler C. dublinensis,C. krusei, C. lusitaniae, C.guillerrmondii, C. Kkefyr,
C.pelliculosa, C.famata, C.norvegensis, C.inconspicua ve C.rugosa olarak tespit
edilmistir(Orasch ve ark.,2014).

Bizim ¢alismamizda 32 izolatla en s1k(%50,7) izole edilen tir C.
albicansolurken bunu sirasiyla C. parapsilosis(11),C. tropicalis(8), C. glabrata(7),C.
kefyr(3), C. krusei(1) ve C. lusitaniae(1) izlemistir.

Uygun tedavinin zamaninda uygulanmasi ihtiyacit nedeniyle, niikleik asit
amplifikasyon yontemleri ve matriks destekli lazer desorpsiyon-iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS) gibi hizli tan1 araglar tiir tanimlamasi
i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir. Ote yandan, yiiksek maliyetleri ve her tam
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laboratuvarinin bu teknikleri kurmasmin miimkiin olmamasi nedeniyle, geleneksel
yontemler hala tani yaklasiminin temel direkleri olmaya devam etmektedir(Evren ve
ark.,2022).

Mayalarin geleneksel tanimlanmasi zaman alicidir ve mikroskopi, germ tiip testi
ve misir unu Tween-80 agarinda veya kromojenik besiyerinde alt kiiltiirlere ve ardindan

biyokimyasal testlere dayanir (Evren ve ark., 2022).

Mattei ve arkadaslarmin 2014 yilinda 135 C. albicans, 24 C. tropicalis ve 1 C.
dublinensis izolatiyla serum orneklerinde germ tiip testi yaptigi ¢calismada C. tropicalis
suslart germ tiip negatif bulunurken, C. albicansve C. dublinensis suslari bakimindan
germ tiip testi incelendiginde suslarin %96’sinda (130/136) germ tiip testi pozitif sonug
vermistir. Bu c¢aligmada C. dublinensis susu germ tiip olustururken 6 tane C.

albicanssusu germ tiip olusturmamustir (Mattei ve ark., 2014).

Chaabaawi ve arkadaslarinin 2021 yilinda 59 C. albicans, 1 C. dublinensis ve 35
C. glabrataizolat1 kullanarak yaptig1 calismada 59 C. albicans’in 52si ve C. dublinensis
izolat1 iki saatin sonunda incelendiginde germ tiip olusumu goézlenirken, C.

glabratasuslarinda germ tiip olusumu gozlenmemistir(Chaabaawi ve ark.,2022).

Cardanes ve arkadaslarinin 2002 yilinda 423 Candida izolati kullanarak yaptigi
calismada C. albicansoldugu bilinen 163 izolatin germ tiip testi sonucu 160 Grnekte
pozitif, 3 6rnekte negatif bulunmustur. Ayrica non-albicans Candida oldugu bilinen 8
Candida izolati da yanlis pozitif sonug¢ vermistir (Cardanes ve ark., 2002).Bizim
calismamizda 63Candida izolatina germ tiip testi yapilmig, 32C. albicansizolatinda

germ tiip ve 9C. tropicalis susunda yalanci germ tiip olusumu gézlenmistir.

Sahiner ve arkadaslarmin 2011 yilinda 77 Candida izolat1 kullanarak yaptigi
calismada misir unu Tween-80 agarda klamidospor olusturan 35 izolat C. albicansveya
C. dublinensis; yalanct hif yapisi ve klamidospor olusturmayan 10 izolat ise C.
glabrataolarak degerlendirilmistir. Diger izolatlarin tanisi i¢in misir unu Tween-80 agar
yol gosterici olmamistir. Ayn1 ¢alismada Candida izolatlar1 CHROMagar Candida
besiyerine ekilmis ve bunlarin 35’1 C. albicans, 14’4 C. tropicalis, 10’u C.

glabrataolarak tanimlanmis, kalan 18 sus tiir diizeyinde tanimlanamamistir. C.

106



dublinensisstandart susu CHROMagar Candida besiyerinde 24 ve 36. saatlerde C.
albicansizolatlar1 gibi parlak, acik yesil renkli koloniler olusturmustur. Inkiibasyon

stiresi uzatildikca koloni rengi koyu yesil ve mat bir gériiniime kavusmustur (Sahiner ve

ark., 2011).

Otag ve arkadaslarinin 2002-2003 yillar1 arasinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole
edilen 35 stok Candida susu ve 2003-2006 yillarinda kan kiiltiirlerinden izole edilen
287 maya susuyla yaptig1 calismada CHROMagar Candida besiyeri ile 35 stok Candida
susunun 33’4 dogru tanimlanmig, 2 Candida susu, C. lusitaniae ve C. guillermondii
diger tiirlerden ayirt edilememistir. Fakat C. guillermondi 48 saat sonra digerlerinden
farkli bir goriiniimle ayirt edilmistir. Kan kiiltiirlerinden izole edilen 287 Candida
izolatinin 265’1(%92,5) CHROMagar Candida besiyeri ile tanmimlanmistir. Ayni
caligmada germ tiip ve misir unu Tween-80 agarda klamidospor olusturan tiim izolatlar
CHROMagar Candida besiyerinde yesil renkli koloniler olusturarak C. albicansolarak
tanimlanmistir (Otag ve ark.,2006). Bizim ¢alismamizda CHROMagar Candida besiyeri
kullanilarak 31C. albicans, 11 C. parapsilosis, dokuzC. tropicalis, yediC. glabratabirC.
krusei tamimlanmig; birC. lusitaniae susu ve 1¢C. kefyr susu tir diizeyinde

tanimlanamamustir.

Geleneksel metodoloji zahmetli ve yavastir, bu nedenle daha hizli tanimlamaya
izin veren ticari yontemler gelistirilmistir.Son yillarda, mikrobiyoloji laboratuvarlari
icin uygun otomatik yontemler gelistirilmistir. Bunlara 6rnek olarak 4-48 saat icinde

mayalar1 tanimlayabilen BD Phoenix™ Yeast ID verilebilir(Marucco ve ark.,2017).

Kal Cakmakliogullar1 ve arkadaslarinin 2016-2017 yillar1 arasinda g¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 91 maya izolatiyla yaptigi calismada DNA dizi analizi,
Phoenix ve MALDI-TOF tan1 yontemleri kullanilmistir. Bu ¢alismada DNA dizi analizi
referans olarak ele alinmigtir. Buna gére Phoenix ve MALDI-TOF MS
karsilastirildiginda Phoenix i¢in %92,3, MALDI-TOF MS i¢in ise %97,8 dogruluk

oranlarina ulasilmistir (Kal Cakmakliogullari ve ark.,2018).

Er ve arkadaslarinin 2016-2017 yillar1 arasinda yaptigi bir calismada, yatan
hastalardan alinan, BD BACTEC FX kan kiiltiir cihazinda pozitif sinyal veren 92 farkli

kan kiiltiir 6rnegi gram boyamayla maya hiicresi saptandiktan sonra calismaya dahil
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edilmistir. Bu 92 6rnek germ tiip, CHROMagar Candida ve misir unu tween-80 agar
besiyerlerindeki Ozelliklerine gore degerlendirilmistr. Ayn1 zamanda bu izolatlar BD-
Phoenix ID panel ve MALDI-TOF MS otomatize sistemleri ve fungal ID MT-PCR
yontemiyle tiir diizeyinde tamimlanmistir. Calismada MALDI-TOF MS otomatize
sistemi referans yontem olarak kabul edilmistir. Geleneksel yontemlerle 92 izolatin
87°51(%94,6) tanimlanmistir. BD Phoenix otomatize sistemiyle 92 izolatin timii tiir
diizeyinde tanimlanmis ve MALDI-TOF MS ile ayni sonuglar elde edilmistir. Fungal ID
MT-PCR ile o6rneklerin 81°1 tiir diizeyinde tanimlanmistir. Referans yontem olan
MALDI-TOF MS yonteminde C.inconspicua ve S.capitata olarak tanimlanan 6rnekler
icin hedef olmadigindan iki C.inconspicua, Candida spp olarak belirlenirken bir
S.capitata izolat1 tanimlanamamuistir. Buna gore Fungal ID MT-PCR ve referans yontem
olan MALDI-TOF MS arasindaki uyum tiir diizeyinde %88, cins diizeyinde %98,9
olarak tespit edilmistir. Tiir 6zelinde calismaya bakildiginda Fungal ID MT-PCR C.
glabratai¢in %88,2 duyarliliga sahipken C. dublinensis i¢in bu oran %50 olarak
bulunmustur. Ayni1 zamanda bu ¢alismada en sik izole edilen tiir C. albicansolurken onu

ikinci sirada C. glabrataizlemistir( Er ve ark.,2020).

2009-2014 yillart arasinda Arjantin’in Buenos Aires sehrinde Mikoloji Agi iiye
hastanelerinde ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 192 Candida susunun incelendigi
bir ¢aligmada Candida izolatlar1 geleneksel yontemler ve MALDI-TOF MS otomatize
sistemiyle tanimlanmigtir. Daha sonra bu izolatlar BD Phoenix™ Yeast ID panelleri
kullanilarak tekrar tanimlanmistir. MALDI-TOF MS ile tespit edilen 39 C. tropicalis’in
38’1, 34 C. guillermondii’nin 32’si, 31 C. albicans’in tamami, 29 C. parapsilosis’in
28’1, 28 C. glabrata’nin 27’si, 23 C. krusei’nin 22’si, 4 C. dublinensis’in 2’si, 3 C.
lusitaniae’nin 2’si ayni sekilde tanimlanmigtir. BD Phoenix™ Yeast ID panelleriyle 192
izolatin 182’si MALDI-TOF MS ile aymi sekilde tanimlanmis, iki sistem arasindaki
uyum orant %95 olarak bulunmustur(Marucco ve ark., 2017).

Hindistan’in Uttarakhand eyaletinde, 3. basamak bir hastanede, Mikrobiyoloji
Boliimii, Mikoloji Laboratuvar1 tarafindan vyiiriitiilen kesitsel bir ¢alismada, 2019
yilinda, kan kiiltiirlerinden izole edilen 114 Candida tiirii geleneksel yontemler ve
MALDI-TOF MS otomatize sistemiyle tanimlanmistir. Geleneksel yontemlerden germ

tiipli, misir unu Tween-80 agar ve CHROMagar besiyerleri kullanilmistir. Uyusmayan
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sonuglar ITS bolgelerinin dizilenmesiyle dogrulanmistir. Geleneksel yontemlerle 114
izolatin 96’s1(%84,2), MALDI-TOF MS ile 106’s1(%92,9) dogru sonug¢ vermistir. Her
iki yontemle yaygin tiirler dogru olarak tanimlanmistir. Calismada dizi analizi referans
alindiginda MALDI-TOF MS ve geleneksel yontemlerin dogru tanimlama oranlari
sirasiyla %98,3 ve %96,5 olarak tespit edilmistir (Meena ve ark.,2021).

Bizim ¢alismamizda 63 Candida izolatt BD Phoenix M50 ve MALDI-TOF MS
otomatize sistemleri ile incelenmis, tiire 6zgli primerler ile yapilan multipleks PCR
yontemi referans alindiginda BD Phoenix M50 63 6rnegin 61’ini, MALDI-TOF MS 63
ornegin 60’1 dogru tanimlamigtir.Multipleks PCR yontemiyle C. tropicalis olarak
saptanan bir sus BD Phoenix M50 ile S.cereviseae ve C. albicansolarak tanimlanan bir
sus da C. parapsilosis olarak tanimlanmistir. MALDI-TOF MS otomatize sistemiyle
multipleks PCR sonuglar karsilastirildiginda PCR ile C.albicans olarak saptanan ii¢
ayr1 sus MALDI-TOF MS ile C. kefyr; C. tropicalis ve C. lusitaniae olarak
tanimlanmistir.  CalismamizdaBD Phoenix otomatize sistemiyle multipleks PCR
yontemi arasindaki uyum %96,8 olarak bulunurken MALDI-TOF MS ile multipleks
PCR yontemi arasindaki uyum %95,2 olmustur.

Konvansiyonel tam1  testlerinin  sinirlamalarmin = {stesinden  gelmek
amaciyla, Candida tiirlerinin tespiti i¢in DNA tabanli yontemler gelistirilmistir. Bu
testler sistemik kandidiyazis teshisi i¢in potansiyel olarak daha hassas bir yol
sunmaktadir.Evrensel mantar primerleri ile DNA amplifikasyonu ve ardindan tiire 6zgii
problar kullanilarak tespit edilmesi, Candida tespitinin hassasiyetini biiyiik Ol¢iide
gelistirmistir (Ahmed ve ark.,2002).

Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji béliimiinde 2010 yilinda immiin siiprese
200 hastadan alinan ¢esitli klinik 6rneklerin (kan, BAL, BOS, perikard-plevra-periton
diyalizi sivisi, biyopsi-apse) incelendigi bir c¢alismada geleneksel ve molekiiler
yontemler karsilagtirilmistir. 200 klinik 6rnek oncelikle kiiltiir yontemiyle incelenmistir.
200 6rnegin 30’u kiiltiir olumlu bulunmusken 170 6rnekte tireme saptanmamuistir. Genel
primerler ile yapilan PCR’da kiiltiir olumlu tespit edilen 30 6rnegin tamaminda mantar
DNA’s1 saptanmigtir. Mantar DNA’s1 saptanan 30 6rnege C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, C. dublinensis ve C. krusei tiirlerine 6zgii primerler

kullanilarak miiltipleks PCR ¢alisilmistir. 20 6rnek C. albicans, bes o6rnek C.
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parapsilosisve diger bes ornek C. tropicalis olarak bulunmus ve kiiltiir pozitif, PCR
negatif sonuca rastlanmamistir. Bu ¢alismada PCR testinin duyarliligi %100 olarak

tespit edilmistir(Susever ve Yegenoglu, 2012).

Misir’da 2021 yilinda iki ayr1 {iniversite hastanesinde kan(21), idrar(45) ve
balgam(56) 6rneklerinden izole edilen 122 Candida izolat1 ile yapilan bir ¢aligmada tiim
ornekler tiire 6zgii primerler ile PCR yontemiyle tanimlanmistir. Calismada C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. dublinensis, C. dublinensis, C.
guillermondii ve C.lusitania’ya 6zgii primerler kullanilmistir. PCR ¢alismasinda 70
izolat(%57,4) C. albicans, 25 izolat C. krusei, sekiz izolat C. tropicalis, yedi izolat C.
parapsilosis, alt1 izolat C. dublinensis ve diger alt1 izolat da C. glabrataolarak tespit
edilmistir(M EI-Ganiny ve ark.,2021).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada, yogun bakim iinitelerinde yatan, kandidemi
siipheli, pediatrik yas grubunda bulunan 54 hastadan alinan kan kiiltiir 6rnekleri, C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. krusei ve
C.pelliculosa tiirlerini tanimlamak tizere tasarlanmis spesifik primerler ile multipleks
PCR calisilmis ve sonucglar kan kiiltiir Orneklerinden elde edilen sonuclarla
karsilastirilmistir. Kan kiiltiirleri hastalarin %14,8’inde pozitif olarak saptanirken
miiltipleks PCR, tiim kiiltiir pozitif hastalar dahil olmak iizere hastalarin %24 {inde
pozitif olarak bulunmustur. Calismada multipleks PCR, Candida tiirlerini kan
kiiltiirleriyle %100 uyumla tespit etmistir. Calismada kan kiiltiirlerinde en sik izole
edilen tir C. albicansiken, multipleks PCR’da C. albicans, C. tropicalis ve C.

parapsilosisayni siklikta bulunmustur(Taira ve ark.,2014).

Bizim ¢alismamizda C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
kefyr, C. lusitaniae, C. dublinensis ve C. krusei tiirlerine spesifik primerlerle yapilan
multipleks PCR’da 32 sus C. albicans, 11 sus C. parapsilosis, sekiz sus C. tropicalis,
yedi sus C. glabrata, ii¢ sus C. kefyr, bir sus C. lusitaniae ve bir sus C. krusei olarak

tanimlanmaistir.

Mantar enfeksiyonunun sikligmin ve buna bagli mortalite ve morbidite
oranlarinin yiikselmesi, ampirik antifungal kullaniminin yaygilagmasina, direngli

mantarsuslarinin ortaya ¢ikmasina ve diren¢ oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu
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nedenle uygun ve etkin antifungal tedavinin se¢iminde in vitro antifungal duyarlilik

testlerine gereksinim artmaktadir (Erdem ve ark.,2012).

Tiirkiye Konya’da 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole
edilen 200 Candida izolatinin flukonazol, vorikonazol, posakonazol, amfoterisin B,
anidulafungin ve kaspofungin antifungal duyarliliklar1 Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisi(CLSI) M27-A3 dokiimanina gore broth mikrodiliisyon yontemi
ile incelenmistir. Calismada ti¢ (%1,5) Candida kefyr susu hari¢ tiim Candida tiirleri
amfoterisin B'ye duyarli olarak tespit edilmistir. Sadece bir (%2,8) C.
glabrataflukonazole direngliMIK > 64 ug/ml) ikenve digerleri (%97,2) doza bagh
duyarli olarak bulunmustur. C. glabratasuslar1 hari¢ tiim tiirler flukonazole duyarli
bulunmus, diger suslarda vorikonazol, posakonazol, kaspofungin ve anidulafungin

direnci saptanmamustir(Tiirk Dagi ve ark., 2016).

Iran’da yapilan bir calismada yogun bakimda yatan pediatrik hastalarm invaziv
orneklerinden izole edilen 235 Candida izolatinin amfoterisin B, vorikonazol,
flukonazol, mikafungin ve anidulafungin duyarliligi Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi(EUCAST) ne gore, broth mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir.
Calismada tiim izolatlarin amfoterisin B MIK degerleri <I mg/l olarak bulunmustur.
Tim C. albicansizolatlar test edilen bes antifungal ajana duyarl olarak tespit edilmistir.
C. parapsilosisizolatlari, MIK degerleri >2 olarak bulunan iki izolat hari¢ mikafungine
orta duyarl olarak bulunmustur. Vorikonazol ve flukonazol en yaygin Candida tiirlerine

kars1 %100 etki gostermistir(Mirhendi ve ark.,2020).

Iran’da yapilan baska bir ¢alismada ¢esitli klinik érneklerden izole edilen 30 C.
glabratasusunun amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, posakonazol, kaspofungin ve
terbinafin antifungal ajanlarma kars1 duyarliliklart Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi(EUCAST) ne gore, broth mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir.
Calismada izolatlarin %20’si amfoterisin B’ye direncli, tamami flukonazole doza baglh
duyarl, vorikonazol ve kaspofungine duyarli olarak tespit edilmistir(Fatahinia ve
ark.,2020).

Bizim c¢alismamizda, EUCAST onerilerine gore calisilan broth mikrodiliisyon

yontemiyle 63 Candida izolatinin amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve mikafungin
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antifungallerine kars1 duyarlilik profili incelenmistir. Calismamizda EUCAST e gore
siir degerleri belli olan tiim izolatlar(n=59) amfoterisin B’ye duyarli bulunmustur.Bir
C.albicans, iki C.parapsilosis ve tiim C. glabrata izolatlar1 flukonazole orta duyarli;
kalan izolatlar duyarli bulunmustur. Direngli bir C. albicans susu hari¢ tiim izolatlar
vorikonazole duyarli bulunmustur. C. albicans izolatlarinin 15’inde ve C. parapsilosis
izolatlariin altisinda mikafungin direngli, tiim C. glabrata suslart mikafungine duyarl
bulunmustur. Mikafunginde saptanan yiiksek MIK degerleri muhtemelen antifungal
tozun yeterince ¢oOziinememesinden kaynaklanmistirf(EUCAST E.Def 7.3.2, 2020).
Tekrar edilen ¢alisma, ayn1 sonuglari vermistir. Direngli olarak saptanan 14 susun MIK
degeri 0,03 olarak bulunmustur. Bu deger, duyarli sonug vermek i¢in gerekli olan 0,016

degerinden bir dillisyon eksiktir.

Disk difiizyon yontemi teknik olarak basit ve ucuz olmasi ve az ekipman
gerektirmesi nedeniyle Candida’lar i¢in ideal bir test yontemidir. CLSI, mayalarda disk
difiizyon duyarlilik testi icin standartlastirilmis bir protokol gelistirmistir. Disk difiizyon
sonuglari ile broth mikrodiliisyon ile elde edilen MIK sonuglari arasinda biiyiik oranda
uyum belirlenmistir. Broth mikrodiliisyonla disk diflizyonu arasindaki kategorik

uyum>%90 ve ¢ogu durumda>%?95 olma egilimindedir(Berkow ve ark., 2020).

Misir’da 2021 yilinda iki {niversite hastanesinde kan, idrar ve balgam
orneklerinden izole edilen 122 Candida susu ile yapilan g¢alismada, tim Candida
suslarinin CLSI Onerilerine gore disk difiizyon yontemi ile vorikonazol, flukonazol,
kaspofungin ve Amfoterisin B’ye kars1 antifungal duyarhiliklart arastirilmistir.
Calismada 122 Candida susu flukonazol, vorikonazol ve kaspofungine karsi direng
gostermistir. Direng yilizdeleri flukonazol i¢in %13,1(16 sus), vorikonazol i¢in %9,8(12
sus) ve kaspofungin i¢in %4,1(bes sus) olarak tespit edilmis; amfoterisin B’ye karsi
direng saptanmamistir(M. El-Ganiny ve ark.,2021).

Hindistan’da ¢esitli klinik 6rneklerden (idrar, balgam, kan vs) izole edilen 157
maya izolatimin incelendigi bir ¢alismada, izolatlarin flukonazol, itrakonazol,
klotrimazol, ketokonazol ve nistatin antifungal duyarliliklar1 Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitlisii(CLSI) M44-A2 yonergesine gore disk difiizyon ydntemiyle
belirlenmistir. Calismada 157 izolatin 98°1 flukonazole direngli bulunmustur. Calismada

C. glabratatim antifungallere yiiksek direngli olarak bulunmus, onu C.
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tropicalisizlemistir. C. albicansve C. parapsilosistest edilen antifungal ajanlara karsi
genel olarak daha duyarli bulunmustur. C. glabratasuslarinin %80’i flukonazol direnci

gostermistir(Pote ve ark., 2020).

Giiney Brezilya’da 2018 -2019 yillar1 arasinda 3. Basamak bir hastanede yapilan
bir ¢aligmada, yatan hastalarin kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen 62 Candida
izolatinin flukonazol duyarliligi Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti(CLSI)
M44-A2 ve M27-A3 dokiimanlarina gore disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon
yontemleri ile c¢alisilmistir. Calismada Candida spp.izolatlarinin yaklasik%87’si
flukonazle duyarli, disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon ydntemlerinin uyumu

%92’inin tizerinde bulunmustur(Celestino ve ark.,2021).

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2002-2005 yillar
arasinda yapilan bir ¢alismada cesitli boliimlerde yatan hastalardan alinan kan, idrar, alt
solunum yolu ve yumusak doku orneklerinden izole edilen 50 C. glabratasusunun
vorikonazol, flukonazol, itrakonazol, amfoterisin B ve kaspofungine karsi
duyarhiliklariKlinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii(CLSI) M44-A2 ve M27-
A3dokiimanlarina gore disk diflizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile
calistimistir. Calismada disk diflizyon ve broth mikrodiliisyon arasindaki uyum
amfoterisin B i¢in %92 kaspofungin i¢in %100, vorikonazol i¢in %78 ve flukonazol i¢in

%38 olarak bulunmustur(Kiraz ve ark., 2010).

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yapilan bir ¢calismada, yatan
hastalardan alinan ¢esitli 6rneklerden soyutlanan 70 C. glabratatiiriiniin flukonazol ve
vorikonazol duyarliliklar1 Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti(CLSI) M44-A2
ve M27-A3dokiimanlarina gore disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile
calistlmigtir. Calismada broth mikrodiliisyon sonuglart degerlendirildiginde 24 saatlik
inkiibasyondan sonra C. glabratasuslarinin%94,3’1 flukonazole duyarli bulunurken bu
oran vorikonazol i¢in %100 olarak tespit edilmistir. 48 saatlik inkiibasyondan sonra ise
bu oranlar %80 ve %98,6 olarak kaydedilmistir. Disk difiizyon sonuglar
degerlendirildiginde 24 saatlik inkiibasyondan sonra C. glabratasuslarinin %80’i
flukonazole duyarli iken, bu oran vorikonazol i¢in %92,8 olarak tespit edilmistir. 48
saatlik inkiibasyondan sonra ise bu oranlar %68,6 ve %81,4 olarak tespit edilmistir.

Broth mikrodiliisyon ve disk difiizyon arasindaki uyum orani 24 saatlik inkiibasyondan
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sonraflukonazol ve vorikonazol igin sirasiyla %80 ve %92,8 iken, 48 saatlik
inkiibasyondan sonra bu oranlar %60 ve %81,4 olarak bulunmustur(Hazirolanve ark.,

2016).

Bizim calismamizda vorikonazol, flukonazol ve amfoterisin B antifungalleriyle
disk difiizyon calisilmistir. Amfoterisin B i¢in CLSI bir sinir deger belirtmediginden
sonuclar duyarli/direngli olarak kategorilendirilmemistir. Calismamizda Amfoterisin B
icin bulunan zon ¢aplar1 10-20 mm arasinda degismekteydi. Vorikonazol igin disk
difiizyon ve standart yontem olan broth mikrodiliisyon yontemleri arasindaki uyum C.
parapsilosis i¢in %90,9 iken C. albicans ve C. tropicalis i¢in %100 olarak bulunmustur.
Flukonazol igin iki yontem arasindaki uyum C. parapsilosis i¢in %81,8 iken C. albicans
icin %96,8 C. tropicalis i¢in ise %100 olarak bulunmustur. C. glabrata izolatlarinda
flukonazol i¢in iki yontem arasindaki uyum %42,8 olarak bulunmustur. Broth
mikrodiliisyon yontemiyle orta duyarli ve gradient test yontemiyle doza bagl duyarl
bulunan dort izolat disk difiizyon yontemiyle direngli bulunmustur. Disk difiizyon

yontemi doza bagli duyarli suslar1 belirlemede yetersiz kalmistir.

Broth mikrodiliisyon ve disk difiizyon ydntemlerine bir alternatif, gradient
diftizyon seritlerinin kullanilmasidir. Kullanim kolayligiin yani sira, gradient difiizyon
seritlerinin disk difiizyona gore sahip oldugu en onemli avantaj MIK degeri iireterek
antifungal duyarliligs 6lgme yetenegidir. Gradient difiizyonla iiretilen MIK degerleri,
broth mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen degerlerle karsilagtirildiginda uyumludur
(Berkow ve ark.,2020; Durand ve ark.,2021).

Norveg’te 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, ileri evre kanser hastalarinin oral
florasindan izole edilen 55 Candida izolatt RPMI agar besiyeri ve
flukonazol,anidulafungin, amfoterisin B ve nistatin antifungal ajanlari kullanilarak
gradient testyontemiyle degerlendirilmistir. Calismada tespit edilen 40 C. albicans’in
39’u flukonazole duyarli iken (MIK < 4 pg/ml) 1 sus direngli.(MIK 6 pg/ml) olarak
bulunmustur. Ayrica, C. albicans40 izolatin hepsinde hem amfoterisin B'ye hem de
anidulafungine duyarli olarak tespit edilmistir.Bes C. glabrata'dan dordii 0,5, 1,5, 2 ve
16 pg/ml MIK degerleriyle flukonazole duyarl olarak belirlenmis, flukonazole direngli
bir C. glabratanin MIK degeri 24 pg/ml olarak bulunmustur. Test edilen tiim izolatlar,
bir C. tropicalisizolat1 (1,5 pg/ml MIK) hari¢, amfoterisin B'ye duyarh, iki C.

114



parapsilosis(6 ve > 32 pg/ml MIK) ve birC. tropicalis (0,125 pg/ml MIiK)
anidulafungine direngli olarak tespit edilmistir(Monsen ve ark., 2023).

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji bdliimiinde kan kiiltiirlerinden
izole edilen 46 Candida susunun vorikonazol, flukonazol, kaspofungin ve amfoterisin B
duyarhiliklariin =~ Klinik ve Laboratuvar Standartlari  Enstitlisii(CLSI)  broth
mikrodiliisyon ve gradient testyontemleri ile arastirildigi calismada iki testin uyumluluk
orani1 flukonazol i¢in %80,4, vorikonazol icin %95,6, amfoterisin B icin %84,7 ve
kaspofungin igin %93,4 seklinde tespit edilmistir. Calismada bir C. albicansve bir C.
glabratasusu Gradient test ile flukonazole direngli fakat broth mikrodiliisyon
yontemiyle duyarli bulunmustur. Bir C. albicanssusu Gradient test ile vorikonazole
direngli bulunurken broth mikrodiliisyonla duyarli olarak tespit edilmistir.Gradient test
yontemiyle kaspofunginin MIK degerleri C. parapsilosissuslarinda diger antifungal
ajanlara gore yiiksek bulunmustur(Ozcan ve ark., 2010).

Tayland’da yapilan bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen 84 Candida
izolatinin flukonazol ve amfoterisin B antifungallerine kars1 duyarliligi gradient test
seritleri kullanilarak belirlenmistir. Calismada C. albicansve C. glabratasuslarinin
tamami, C. tropicalis suslarinin %94’t, C. parapsilosissuslarinin %50’si flukonazole
duyarli; C. tropicalis suslarmin %6’s1 ve C. parapsilosissuslarinin %25’ flukonazole
doza bagli duyarli bulunmustur. Tim Candida izolatlari amfoterisin Bye duyarli

bulunmustur(Sriphannam ve ark.,2019).

Bizim ¢alismamizda 63 izolat amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol ve
mikafungin antifungal gradient test seritleriyle incelenmistir. Gradient test amfoterisin
B i¢in, degerlendirilebilen tiim izolatlarda(n=59) duyarli ve broth mikrodiliisyon
yontemiyle %100 uyumlu bulunmustur. Flukonazol i¢in iki yontem arasindaki uyum C.
albicans igin %56, C. parapsilosis i¢in %36, C. tropicalis i¢in %75 ve C. glabrata igin
%100 olarak bulunmustur. Vorikonazol i¢in iki yontem arasindaki uyum C. albicans
icin %25, C. parapsilosis i¢in %73, C. tropicalis i¢in %62 olarak bulunmustur.Gradient
test Mikafunginicin, degerlendirilebilen tiim izolatlarda(n=59) duyarli bulunmustur.
Mikafungin i¢in iki yontem arasindaki uyum C. albicans igin %50, C. parapsilosis i¢in
%45 ve C. glabrata igin %100 olarak bulunmustur. Tiir diizeyinde degerlendirildiginde

gradient test ve broth mikrodiliisyon yoOntemleri arasindaki en yiliksek uyum C.
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glabrataizolatlarinda goriilmiistiir. C. glabrata izolatlarinda amfoterisin B, flukonazol

ve mikafungin i¢in iki yontem arasindaki uyum %100 olarak tespit edilmistir.
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6.SONUCLAR

C. albicans kan kiltiir 6rneklerinden en sik izole edilen tiir olmustur. Bunu

sirasiyla C. parapsilosis ve C. tropicalis takip etmistir.

Germ tiip testi, C. albicans ve non-albicans ayriminda %100 dogru sonug

vermistir.

BD Phoenix M50 ve MALDI-TOF MS otomatize sistemleri Candida’lar tir

diizeyinde tanimlamak i¢in yiiksek giivenirlige sahiptir.

CHROMagar Candida besiyeri sik rastlanan Candida tiirlerini tanimlamada

bagvurulabilecek bir tan1 yontemidir.

Broth mikrodiliisyon yonteminde izolatlarda amfoterisin B, vorikonazol ve

flukonazol genel olarak duyarli bulunurken, mikafungin direnci yiiksek saptanmistir.

Disk diftizyon yontemi Candida’larda azol direncini saptamada broth

mikrodiliisyona alternatif, glivenilir bir yontemdir.
Disk difiizyon yontemi doza bagli duyarl suglar1 tespit edememistir.

Candida’larda antifungal direng profilini belirlemede gradient test yontemi

amfoterisin B i¢in kullanimi1 glivenli bir yontemdir.
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