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1. OZET

Amac: Kandidemi, en yaygin hastane enfeksiyonlar1 arasindadir, insidansinin son
yillarda artig gostermesi, yiiksek oliim oranlar1 ve artan antifungal diren¢ nedeniyle en biiyiik
halk sagligi sorunlarindan biri haline gelmistir. Calismamizda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi ibn-i Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari'ma gelen kan kiiltiirii
orneklerinde lireyen Candida tiirlerinin dagilimi, referans sivi mikrodiliisyon ydntemi ile
antifungal duyarhiliklari, yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerdeki hasta
popiilasyonunda, tiir dagilimindaki ve ila¢ direncindeki farkliliklarinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Ayrica antifungal duyarlilik testi (AFDT) icin referans sivi mikrodiliisyon
yonteminin yanisira yeni gelistirilmis ticari yontemlerden VITEK 2’nin (BioM¢érieux, Fransa)
antifungal duyarlhiliklar1 saptamadaki performansinin degerlendirilmesi amaclanmigtir.
Laboratuvarimizda kan akimi enfeksiyonu (KAE) etkeni olan Candida tiirleri arasinda en sik
1zole edilen tiir olmasi ve nozokomiyal salginlar yapabilmesi nedeniyle Candida parapsilosis'te

azol direncinin molekiiler mekanizmalarinin da arastirilmasi amag¢lanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, laboratuvarimizda 2021-2023 yillar1 arasinda kan
kiiltiirlerinden izole edilen 134 izolata EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemi ile flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol, anidulafungin, kaspofungin, mikafungin ve amfoterisin B i¢in ve
VITEK 2 otomatize sistemi ile flukonazol, vorikonazol, kaspofungin, mikafungin, amfoterisin
B ve flusitozin i¢in AFDT ¢alisilmistir. C. parapsilosis’de azol direnci gelisiminden en sik
sorumlu olan erg// genindeki A395T (Y 132F) mutasyonunun taranmasi amaciyla literatlirde
yer alan iki farkli prosediirde multipleks allel spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MAS PZR)
yontemi calisilmistir. C. parapsilosis tiirlerinde azolleri hiicre disina tagiyan disa atim
pompast’nin (DAP) transkripsiyon faktorii olan mrrl genindeki mutasyonlar arastirilmistir.
mrrl gen bolgesi PZR ile ¢cogaltilmis ve sonrasinda DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen

diziler referans gen ile karsilastirilarak mutasyonlar taranmistir.

Bulgular: KAE nedeni olan 182 adet tekrarlamayan Candida saptanmistir. Izolatlarin
%36,3’1i (n=66) Candida parapsilosis, %28,6’s1 (n=52) Candida albicans, %18,1°’1 (n=33)
Candida glabrata, %7,7’si (n=14) Candida auris, %3,8’1 (n=7) Candida tropicalis, %2,2’si
(n=4) Candida kefyr, %2,2’si (n=4) Candida krusei, %1,1’1 (n=2) Candida dubliniensis olarak
tanimlanmigstir. Duyarlilik testleri, en sik izole edilen tiirler olan C. parapsilosis (n=57), C.

albicans (n=49) ve C. glabrata (n=28) olmak iizere toplam 134 Candida izolatina
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uygulanmustir. Test edilen izolatlarin yaklasik %62’si (n=84) YBU, %48’i (n=55) diger
servislerden gelmistir. YBU’de kandidemi hastalarindan en sik izole edilen tiir C. parapsilosis
(%50, n=42) iken diger servislerde C. albicans (%44, n=22) olmustur. EUCAST referans sivi
mikrodillisyon yontemi ile izolatlarin %33,6’sinin (n=45) flukonazole direngli oldugu, tiir
diizeyinde C. parapsilosis’in flukonazole en direngli (%68,4) tiir oldugu ve diger azollere de
capraz direng gosterdigi saptanmustir. C. albicans ise flukonazole en duyarli (%93,9, n=46) tiir
olarak gdzlenmistir. YBU’de, diger servislere gére flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol
direncinin daha yiliksek oldugu saptanirken direncin yliksekligi sadece vorikonazolde
istatistiksel olarak anlamli sekilde farklilik igermistir. Ekinokandinlere direng %6,7 (n=9) ve en
yiiksek ekinokandin diren¢ orani C. glabrata’da saptanmistir (%28,6, n=8). C. parapsilosis’de
ekinokandin direncine rastlanmamistir. Amfoterisin B diren¢ orani diisiik olup %3 olarak
saptanmistir. VITEK 2 ile izolatlarin %99,3’1 flusitozine duyarli bulunmustur. VITEK 2
yonteminin esansiyel uyumu (EU) amfoterisin B i¢in %91,7, flukonazol i¢in %88,5,
mikafungin i¢in %83,3 ve vorikonazol i¢in %75 olarak tespit edilmistir. Kategorik uyum (KU)
ise mikafunginde %95, vorikonazol ve amfoterisin B’de %92,5, flukonazolde ise %91,8
seklinde saptanmistir. Cok biiyiik hata (CBH) oran1 vorikonazolde %7,8 iken flukonazolde
%4,35 olarak bulunmustur. Biiyiik hata (BH) oran1 amfoterisin B’de %7,7, mikafunginde %4,6
ve vorikonazolde %2,1 olarak belirlenmistir. Kiigiik hata ise (kH) flukonazolde %6,7,

vorikonazolde %3,7 oranindadir.

C. parapsilosis izolatlariin ergll genindeki A395T (Y 132F) mutasyonunun varligin
taramak amaciyla gerceklestirilen her iki MAS PZR protokolii ile izolatlarin %61,4’iinde
(35/57) mutasyon saptanmustir. Azollere duyarli olmayan C. parapsilosis izolatlarinin DNA
dizi analizinde izolatlarin %36,6’sinda (15/41) mrrl geninde mutasyon saptanmistir. En sik

GI1214A (R405K) (9%22) ardindan G2779T (G927C) (%14,6) mutasyonlar1 saptanmistir.

Sonug¢: Hastanemizde en sik kandidemi etkeninin C. parapsilosis oldugu saptanmis ve
azollere direng oraninin yiiksek oldugu gosterilmistir. Degerlendirilen izolatlarin tasidig1 ergl/
ve mrrl genlerindeki direng mutasyonlari belirlenerek azol direncinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar belirlenmis ve bu konu hakkinda epidemiyolojik verilere katki saglanmustir.
Calismamizda VITEK 2 sisteminin, Candida tiirlerinde kategorik uyumunun iyi oldugu ancak

bazi tiirlerde VITEK 2 konsantrasyon araliklarinin diizenlenmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal Duyarlilik, MIK, EUCAST, Candida parapsilosis,

kandidemi, ergl I, mrri, Azol Direnci



2. ABSTRACT

Aim: Candidaemia is one of the most common nosocomial infections and has become one
of the biggest public health problems due to its increasing incidence in recent years, high mortality
rates and increasing antifungal resistance. In our study, we aimed to investigate the distribution and
antifungal susceptibilities of Candida species isolated from in blood cultures of patients at the
Central Microbiology Laboratory of Ankara University Faculty of Medicine Ibn-i Sina Hospital.
Antifungal susceptibilities were revealed by the reference broth microdilution method, and
differences in distribution of Candida species and drug resistance in intensive care units (ICU) and
other clinical services were evaluated. In addition to the reference broth microdilution method for
antifungal susceptibility testing (AFST), we also aimed to evaluate the performance of VITEK 2
(BioM¢érieux, France), a newly developed commercial method, for determining the antifungal
susceptibilities of Candida species. We also aimed to investigate the molecular mechanisms of
azole resistance in C. parapsilosis since it is the most frequently isolated Candida species causing

blood stream infections (BSI) in our hospital and is capable of causing nosocomial outbreaks.

Materials and Methods: In our study, 134 Candida strains isolated from blood cultures of
patients in our laboratory between 2021 and 2023 were evaluated. AFSTs for fluconazole,
voriconazole, itraconazole, anidulafungin, caspofungin, micafungin and amphotericin B were
carried out by the EUCAST broth microdilution method, and fluconazole, voriconazole,
caspofungin, micafungin, amphotericin B and flucytosine susceptibilities were also determined by
the VITEK 2 automated system. Two different multiplex allele specific polymerase chain reaction
(MAS PCR) methods in the literature were used to screen the A395T (Y 132F) mutation in the erg//
gene, which is the most frequently detected mutation responsible for the development of azole
resistance in C. parapsilosis species. Mutations in the mrr1 gene, which is the transcription factor
of the efflux pump (DAP) that transports azoles out of the cell in C. parapsilosis species, were also
investigated. Fort his purpose, mrril gene region was amplified by PCR and then DNA sequence
analysis was performed subsequently. The sequences obtained were compared with the reference

gene and mutations were screened.

Results: 182 non-duplicate Candida CAEs were found. Of the isolates, 36.3% (n=66) was
Candida parapsilosis, 28.6% (n=52) was Candida albicans, 18.1% (n=33) was Candida glabrata,
7.7% (n=14) was Candida auris, 3.8% (n=7) was Candida tropicalis, 2.2% (n=4) each were
Candida kefyr and Candida krusei, and 1.1% (n=2) was Candida dubliniensis. Susceptibility tests
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were performed on a total of 134 Candida isolates including C. parapsilosis (n=57), C. albicans
(n=49) and C. glabrata (n=28), which were the most frequently detected ones. Of the isolates tested,
62% (n=84) were isolated from the ICU patients and 48% (n=50) were from patients hospitalized
at various clinical services. While C. parapsilosis (50%, n=42) was the most frequently isolated
species from patients with candidemia in the ICU, C. albicans (44%, n=22) was the most frequently
isolated species from other clinical services. With the EUCAST reference broth microdilution
method, 33.6% (n=45) of the isolates were resistant to fluconazole, C. parapsilosis was the most
resistant (68.4%) species to fluconazole and showed cross-resistance to other azoles. C. albicans
was the most susceptible (93.9%, n=46) species to fluconazole. Voriconazole resistance was
statistically significantly higher in the ICU than other clinical services. Resistance to echinocandins
was 6.7% and the highest echinocandin resistance rate was found in C. glabrata (28.6%, n=8).
Echinocandin resistance was not observed in C. parapsilosis species. Amphotericin B resistance
rate was low (3%). With the VITEK 2 system, 99.3% of the isolates were found to be susceptible
to flucytosine. Essential agreement (EA) of VITEK 2 was 91.7% for amphotericin B, 88.5% for
fluconazole, 83.3% for micafungin and 75% for voriconazole. Categorical agreement (CA) was
95% for micafungin, 92.5% for amphotericin B and voriconazole, and 91.8% for fluconazole. Very
major error (VME) rate was 7.8% for voriconazole and 4.35% for fluconazole. Major error (ME)
rate was 7.7% for amphotericin B, 4.6% for micafungin and 2.1% for voriconazole. Minor error

(miE) rates were 6.7% for fluconazole and 3.7% for voriconazole.

With both of the MAS PCR protocols used to screen the presence of A395T (Y132F)
mutation in the erg// gene of C. parapsilosis isolates, 61.4% (35/57) of the isolates were found to
carry this mutation. In C. parapsilosis isolates that were not susceptible to azoles, mutations in the
mrrl gene were detected in 36.6% (15/41) of the isolates by sequence analysis. The most common
mutation in the mrrl gene was G1214A (R405K) (22%) followed by G2779T (G927C) (14.6%)

mutation.

Conclusions: C. parapsilosis was found to be the most commonagent of candidaemia in our
institution and was highly resistant to azoles. By determining the resistance mutations in the erg//
and mrrl genes of the isolates, the molecular mechanisms underlying azole resistance in the study
strains were determined and epidemiological data on this subject was provided. In our study, it was
concluded that the CA of the VITEK 2 system was good in Candida species, but for some species

the concentration ranges of the antifungals must be reviewed.

Key Words: Antifungal Susceptibility, MIC, EUCAST, Candida parapsilosis, Candidemia,

ergll, mrrl, Azole resistance



3. GIRIS VE AMAC

Candida tirleri klinik orneklerden en sik izole edilen maya mantarlarindandir.
Kommensal mikroorganizmalardir ve insan florasinin bir pargast olarak cilt, gastrointestinal
(GI) ve genital yollarda lokalizedirler. Ancak yasli, immiinsuprese, yogun bakim {initesinde
(YBU) yatan, genis spektrumlu antibiyotik kullanan, santral vendz kateteri (SVK) olan,
mekanik ventilasyon ve total parenteral beslenme (TPN) uygulanan bireyleri igeren duyarli
hasta gruplarinda yiizeyel enfeksiyonlardan, septik sok ve yliksek mortalite ile iligkili kan akimi1
enfeksiyonlarina (KAE) kadar ¢esitli hastaliklara neden olan mikroorganizmalardir (1).
Kandidemi en yaygin hastane enfeksiyonlar1 arasinda olup KAE’nin en sik dordiincii sebebidir
(2). Insidansinin son yillarda artis gdstermesi yiiksek 6liim oranlar1 ve artan antifungal direng
nedeniyle en biiyiik halk saglig1 sorunlarindan biri haline gelmistir. Ozellikle YBU’lerde artis

gostermesi mortalitenin de artmasina sebep olmaktadir (3-5).

Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST), antifungal duyarlilik testi
(AFDT) i¢in referans yontem olarak sivi mikrodiliisyon yontemini dnermektedir (6). Bu
yontemin zaman alici ve emek yogun olmasi nedeniyle rutin mikrobiyolojik raporlama igin
ticari olarak gelistirilmis yontemler bulunmaktadir. Yeni yontemlerden VITEK 2 (BioMérieux,
Fransa) kullanishh ve etkili olup klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari tarafindan giinliik
islemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir ancak referans yontem ile uyumu hala

arastirilmaktadir (7, 8).

Kandidemi olgularindaki artis ve antifungallerin tedavide kullanilmasi, tiim diinyada
invaziv Candida enfeksiyonlarinda ilk segenek ilaglar arasinda onerilen azol sinifi ilaglara
direng gelisimine ve sonugta terapotik basarisizliklara neden olmaktadir. Bu durum 6zellikle C.
parapsilosis izolatlarinda daha 6nce tlilkemizde bildirilen direng oranlarinin yiikselebilecegine
isaret etmesi nedeniyle aktif slirveyans ¢aligmalarinin gerekli oldugunu, terapétik ve ampirik
tedavileri yonlendirmek amaciyla azol direncinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, Ankara Universitesi [bn-i Sina Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
2021-2023 yillar1 arasinda periferik damarlardan alinan kan drneklerinden izole edilen Candida
tirlerinin dagilimi saptanmus, referans yontem olan EUCAST sivi mikrodiliisyon testi ile
antifungal ilaglara duyarlilk durumu belirlenmistir. YBU ve diger servislerde kandidemi
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hastalarinin 6zellikleri, hastalardan izole edilen Candida tiirlerinin dagilimi ve tlirlere gore
antifungal duyarhiliklar1 belirlenmistir. Ayrica antifungal duyarliliklarin belirlenmesinde
kullanilan otomatize VITEK 2 sistemi (BioMérieux, Fransa) EUCAST s1vi mikrodiliisyon
yontemiyle karsilastirilmistir. Hastanemizde belirtilen tarihler arasinda kandideminin ana
etkeni olmasit ve referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile yiiksek diizeyde azol direnci
saptanmas1 nedeniyle azollere artmis temasta duyarli/direngli C. parapsilosis izolatlarinda
molekiiler incelemeler ile azollere diren¢ mekanizmasi arastirllmistit. C. parapsilosis
izolatlarinda literatiirde azol direncine sebep oldugu bilinen erg// genindeki en sik saptanan
A395T (Y132F) nokta mutasyonunun hizli ve uygun tespiti i¢in iki farkli protokol ile
multipleks allel spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MAS PZR) yapilmistir. Ayrica ilaci hiicre
disina tasiyan disa atim pompalarint (DAP) diizenleyen mrrl genindeki mutasyonlarin
aragtirtlmas1 amaciyla, PZR ile hedef gen ¢ogaltilmis ve ardindan dizi analizi ile gendeki

mutasyonlarin varligi gosterilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tarihce

Mikoloji, mantarlar1 ve mantarlarla olusan hastaliklarla ilgilenen bilim dalidir. isim
kaynagi Yunanca “mykes” (sapkali mantar) kelimesidir. Doktorlar eski caglardan beri
mantarlarin viicudun bir¢ok yerinde hastalifa neden olabilecegine inansa da 19. yiizyildan
sonra bu mikroorganizmalar hakkindaki bilgilerimiz artarak klinik 6nemi anlasilir hale gelmis
ve Tibbi Mikrobiyoloji’nin en yeni bilim dallarindan biri olmustur (9). Mantarlarla iliskili
tarihsel gelismeler incelendiginde ilk izler MO 2000-1000 yillarinda Hindu yazitlarinda
(Sambhita) goriilmiis ve bugiin micetoma olarak tanimladigimiz hastaliktan bahsedilmistir (10,
11). MO 400-200 arasinda Hipokrat ve Galen agizdaki pamukcuk ile ilgili yazili
tanimlamalarda bulunmustur. Galen tarafindan bu lezyonlara “ad aphthas albus” ismi
verilmistir (12, 13). Candida mantarinin kandidiyazis olgulariyla iliskilendirilmesi ise 19.

yiizy1lda modern tip ve mikrobiyoloji ile baslamistir (13).

1835 yilinda ipekbdceklerinin muskardin adi verilen bulasici hastaliginin mikotik
dogasini Italyan avukat ve ciftci Agostino Bassi (1773-1856) kesfetmistir. Bassi etkene
Beauvaria bassieni adin1 vermigtir. Bassi'nin bir hayvan hastaligini bir mantarla
iliskilendirmesi, diger mantarlarin neden olabilecegi insan hastaliklarinin arastirilmasina
yonelik bir ilgi uyandirmistir (9). Tifiisli bir hastanin pamukguk lezyonundan alinan kazinti
orneginde mantar hiicrelerinin varligin1 1839'da Langenbeck saptamistir. Ancak goézlemledigi
mantar hiicrelerini yanlislikla tifiis etkeni olarak yorumlamustir (12). Bu yanlis anlama, Candida
mantarinin etyolojisi iizerine yapilan erken c¢aligmalarin 6nemli bir doniim noktasini
olusturmustur. Gruby 1842'de pamukcukta gozlenen zarin iltihapl bir eksuda olmadigini,
bugiin Candida albicans olarak bilinen mayanin saf bir kiiltliri oldugunu gostermeyi
basarmistir. Gruby bu organizma iizerinde mikolojik bir arastirma yapmis ve onu Sporotrichum
cinsine yerlestirmistir. Gruby'nin &grencilerinden biri olan ve bebek pamukguklari {izerine
calisan F.T. Berg (1846) ise mantarin dokuda uzun filamanlar olusturdugunu gdstermistir.
Charles Robin 1853 yilinda bu mantar1 Oidium albicans olarak adlandirmis ve botanik¢i W.
Zopf (1890) ise Monilia albicans adin1 vermistir. Bu maya 1923 yilinda C.M. Berkhout
tarafindan C. albicans olarak adlandirilmis ve Candida cinsi iginde siniflandirilmistir. Bugiine

kadar C. albicans icin yaklagik 177 isim verilmesine ragmen bunlardan en sik kullanilanlar
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Monilia albicans ve C. albicans olmustur (9). 1861'de Zenker ilk invaziv kandida vakasini
tanimlamistir (serebral kandidoz). Ilk Candida kaynakli endokardit vakas1 ise 1940 yilinda
tanimlanmistir. Candida enfeksiyonlarinin tarihindeki en 6nemli donem ise antibiyotiklerin
yaygin olarak kullanilmaya baglandig1 1940'l1 yillarda baglamistir. Bu tarihten sonra, Candida
enfeksiyonlarinin neredeyse tiim formlarmin goriilme siklig1 artarak devam etmis ve buna

paralel olarak konuyla ilgili gelismeler de hiz kazanmistir (12).

4.2. Siiflandirma

Giliniimiizde mayalarin taksonomik kategorilerinin belirlenmesinde filogenetik analiz
yontemleri ve DNA dizilimi kullanilmaktadir (14). Ascomycota subesi i¢inde bilinen yaklagik
64000 tiir yer almaktadir ve bu hali ile mantarlar aleminin en biiyiik subesidir. Isimlendirilmis
mantar tiirlerinin yaklasik %50’sini, klinik olarak dnemli olan mantar tiirlerinin ise %80’ini
kapsamaktadir. Bu sube icinde yer alan Saccharomycetes,  Eurotiomycetes,

Pneumocystidomycetes, Sordoriomycetes tibbi agidan 6nemlidir (15).

Tibbi agidan O6nemli Candida cinsi mantarlar taksonomik olarak incelendiginde;
Saccharomycetaceae  ailesinde,  Saccharomycetales  takiminda,  Saccharomycetes
(Hemiascomycetes) siifinda, Saccharomycotina alt subesinde, Ascomycota subesinde yer
almaktadir. Bu siiflandirma c¢oklu gen analizleri sonucu belirlenmektedir (16). Candida cinsi
icinde yaklasik 200 tiir bulunmaktadir, ancak filogenetik gelismeler ile bu sayi siirekli degisim
gostermektedir (17). Cok sayida tiirden sadece 30 Candida tirii insan patojeni olarak
tanimlanmistir (18). C. albicans bu gruptaki baslica patojen olmaya devam etmektedir ve
Candida claussenii ve Candida langeronii de dahil olmak tizere ¢ok sayida tiir C. albicans ile
birlestirilmistir. Candida dubliniensis, C. albicans ile birgok fenotipik ve genotipik benzerlige
sahiptir  (17). albicans dis1  Candida (non-albicans Candida, NAC) tiirlerinin
siiflandirilmasinda ise “tiir kompleksleri” veya “kriptik tiirler” dikkat ¢ekmektedir. Bunlar
fenotipik ve morfolojik olarak birbirleriyle olduk¢a benzer yapida olup ayrimlarinda
“multilocus sequence typing” (MLST), “restriction fragment length polymorphism” (RFLP),
“multilocus enzyme electrophoresis” (MLEE), “internal transcribed spacer” (ITS) gen sekansi,
mitokondriyal DNA dizi farkliliklar1 gibi ¢esitli molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Yapilan
calismalar ile, Candida parapsilosis izolatlarimin diger Candida tiirlerine gore genotipik olarak
daha heterojen oldugu gosterilerek {i¢ tiirden olusan bir tiir kompleksi oldugu saptanmistir. Bu

tirler, C. parapsilosis sensu stricto, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis’ tir. Candida glabrata



tir kompleksi ise, Candida bracarensis ve C nivariensis'i igermektedir ve bunlar fenotipik
olarak ayirt edilememektedir. Diger NAC tiirlerinde ise tiirler resmi olarak ayrilmamistir (14,

17, 19).

4.3. Morfolojik Ozellikleri

Candida tiirleri, maya, psodohif ve hif olmak iizere ii¢ ana morfolojide biiylime
yetenegine sahiptirler (20, 21). Blastokonidyum olarak isimlendirilen maya formlari gogunlukla
tek hiicreli, tomurcuklanma ile ¢ogalan, kiigiik (2-5 % 3-7 um ¢apinda), ince duvarl hiicrelerdir
(12, 20). Blastokonidyumlar yuvarlak olabilecegi gibi oval veya uzamis sekilde de goriinebilir
(17). Nadir de olsa antimikrobiyal tedavi goren hastalardan izole edilenler olduk¢a pleomorfik
olabilir ve ¢ogunlukla da daha biiyiik maya hiicreleri seklinde goriiliirler (22). Mayalarda
eseysiz lireme multilateral tomurcuklanma ile olur (23). Psddohif ve hif, hiicrelerin polarize
sekilde biiyiimesi ve u¢ uca baglanarak uzamasi nedeniyle genellikle flamentéz morfolojiler
olarak adlandirilirlar (21, 23). Psodohifler maya hiicrelerinden veya hiflerden tomurcuklanma
yoluyla olusur ve yeni gelisen tomurcuk ana hiicreye bagh kalir (20, 22). Psédohifler, polarize
biiylime ve uzama 6zellikleri yoniinden hiflerle benzer 6zellikler tasirken sekil olarak elipsoid
olmasi, hiicre duvarinin bogumlar seklinde bir yap1 gostermesi ve septal baglant1 noktalarinda
darliklarinin olmasi ile hiflerden ayrilmaktadir (24). Hifler, diizglin bir genislige ve paralel
kenarlt duvarlara sahip, daralmalar1 olmayan gercek septalara sahip uzun yapilardir (23).
Psodohiflerin aksine hifal hiicreler septalarinda hiicreler arasi iletisime izin veren ve polarize
bir sekilde biiylime egiliminde olan gézeneklere sahiptirler (21, 23-25). Candida cinsi maya
mantarlarinda gergek hiflerin gelisimi, hiicrenin bogum olusturmadan apikal uzamas: ve daha
sonra hifleri ayr1 mantar birimlerine bolen septalarla dallanan bir germ tiipii (ilk kisa flament)
olusumu ile baslamaktadir (20). Psodohif ve mayada niikleer boliinme ve septum halkasi
olusumu ana tomurcuk boynu boyunca gerceklesirken, hifal formlarin ¢ekirdekleri germ tiipii
icinde ancak septum bdlmesinin disinda boliinmektedir ve boliinmeden sonra bir ¢ekirdek ana

hiicreye geri donerek digeri germ tiipiiniin merkezine dogru hareket etmektedir (23, 24, 26).

C. albicans ve C. dubliniensis, hif ve/veya psodohif olusturma yetenekleri nedeniyle
polimorfiktir ve gergek hifler veya daha sik olarak psddohifler gibi filamentdz bir biiylime
gosterirler. Bu tiirler ayn1 zamanda tanisal bir 6zellik olan germ tiip olustururlar. Buna karsilik,
C. glabrata polimorfik degildir ve sadece blastokonidya (maya) olarak biiylimektedir (20).

Tarihsel olarak, bu tiir baslangicta psddohif olusumunun olmamasi nedeniyle Torulopsis cinsi



icinde smiflandirilmigtir. Ancak 1978 yilinda, psddohif olusturma yeteneginin Candida cinsi
tiyeleri i¢in giivenilir bir ayirt edici 6zellik olmadigi belirlenmis ve Torulopsis glabrata'nin
insanlarda enfeksiyona sebep olmasi nedeniyle Candida cinsi iginde siiflandirilmasi
onerilmistir (27). C. parapsilosis ise maya formunda olup gercek hif liretmez, ancak
karakteristik olarak biiyiik ve kivrimli olan ve genellikle “dev hiicreler” olarak adlandirilan
psodohifler iiretebilir (22). C. tropicalis, misir unu Tween 80 agar iizerinde ve 25°C'de 72

saatte, psodohif ve gercek hif liretmektedir (20, 22).

C. albicans ve C. dubliniensis tirlerinde goézlenen son bir morfolojik yap1 da
klamidosporlardir. Klamidosporlar biiyiik (mayanin 3-4 kati biiyiikliigiinde), yuvarlak, kalin
duvarl hiicrelerdir ve tipik olarak hif filamentlerinin uglarinda olusurlar. Bu hiicreler, besin
acisindan fakir zorlu kosullara yanit olarak olusma egilimindedir. Klamidosporlar enfekte
dokuda nadiren goézlenir ve bu hiicrelerin biyolojik islevi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir

(23, 26).

Candida cinsi mantarlarin iiretilmesinde Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri
kullanilmaktadir. Plaklarin inkiibasyonu 24-48 saat oda sicakliginda (22-25°C) ya da viicut
sicakliginda (36+£2°C) yapilmaktadir ve kolonilerin biiylimesi hizli olup bes giin igerisinde
maturasyonu tamamlanmaktadir (22). Mantar besiyerinde iireme 24 saat gibi erken bir siirede
tespit edilebilir; ancak koloniler genellikle 48-72 saat icinde gozlenebilmektedir (17).
Makroskopik olarak, SDA iizerindeki Candida kolonilerinin goriinlimii, tiire bagl olarak
degismek lizere, piiriizsiiz ve parlak, piiriizsiiz ve kuru veya burusuk ve mat olabilir. Kolonileri
genellikle piiriizsiiz ve tiiysiizdiir ve nemli veya kuru goriiniimlii olabilir; genellikle beyaz-krem
rengindedir, ancak bazilar1 ten rengi, pembemsi veya turuncudur (22). Birgok C. albicans izolati
koyun kanl1 agarda (KKA) "ayakli koloniler" (yani kisa marjinal uzantilara sahip koloniler)
olustururken, diger mayalarin ¢gogunda bu durum goriilmemektedir (C. tropicalis ve C. krusei
izolatlarinin  %25'inde goriilebilmektedir). Bu koloniler hif/psddohif hiicreleri igermesi

sebebiyle germ tiip testleri yapmak i¢in kullanilmamalidir (17).

4.4. Hiicresel Ozellikler

Candida cinsi maya mantarlar1 sert bir hiicre duvari ile ¢evrili 6karyotik hiicre yapisina
sahiptir. Hiicre duvart hiicre zarmin disinda yer alan fiziksel ve kimyasal saldirilara karsi

koruyucu, hiicre canlilii, morfogenez, patogenez ve immiinitede rol oynayan, konak hiicre ile
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ilk temas eden, antijenik belirleyicileri ylizeyinde tasiyan, patojenin adezyon, kolonizasyon ve
invazyonunda gorev alan, i¢ turgor basincina direnerek canliligi korumada 6nemli, sakkarit ve
proteinden olusan bir kiliftir. Cesitli sinyallere yanit olarak bir dizi koordineli mekanizma ile

yeniden yapilandirilabilen ve giiclendirilebilen dinamik bir organeldir. (28-32).

Elektron mikroskobik incelemelerde Candida hiicre duvariin iki tabakali bir yapiya
sahip oldugu gozlenmistir. Candida’nin lireme donemine, lireme sekline ve lireme ortamina
gore katmanlarin sayist ve morfolojisi farklilik gostermektedir (31). Hiicre zarinin
proksimalinde elektron saydam bir tabaka (i¢) ve dis kisimda disa dogru uzanan iplik benzeri
filamentler veya fibrillerden zengin elektron yogun bir tabaka (dis) bulunmaktadir (29, 33). i¢
hiicre duvari, hiicre duvarmin saglamligindan ve seklinden sorumlu olan B(1,3)-d-glukan
(BDG) ve kitin iskeletinden olusmaktadir (34). Bu katman sitoplazma ve hiicre membrani
tarafindan hiicre duvarina uygulanan i¢ hidrostatik basinca karsi direng gosteren ana yapisal
bilesendir. Kitin, hiicre duvarinin i¢ katmaninda yer almaktadir ve giiclii hidrojen bagl yapilar
olusturmaktadir (34, 35). Candida hiicre duvarinin ana bileseni BDG’dir ve duvarin %40'm1
olusturmaktadir (29). BDG, plazma membraninda bulunan ve glukan sentaz adi verilen Fksp
ve Rholp olmak iizere iki alt birime sahip bir enzim kompleksi tarafindan sentezlenmektedir.
Fksp ti¢ ortolog gen tarafindan kodlanmaktadir: fks/, fks2 ve fks3. Bu genlerden birinin kayb1
hiicre biiylimesini etkilemektedir; iki tanesinin ortadan kaldirilmasi ise hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (35).

B(1,6)-glukanlar, hidrojen baglar ile stabilize edilen, karmasik yapilar olusturabilen,
degisken uzunluk ve dagilimlara sahip yan zincirlerdir. Farkli hiicre duvari proteinlerini
glikozilfosfatidil inositol (GPI) proteinleri araciligiyla BDG-kitin ¢ekirdegine baglayan bir
baglayici molekiil olarak hareket etmektedir (36).

Candida tirlerinde hiicre duvarimin dis tabakasi, GPI ile modifiye edilmis ve B(1,6)-
glukan araciligiyla BDG’ye baglanan mannoproteinlerden olusmaktadir (29, 30). Dis tabaka
yaklagik 150 nm genisligindedir (33). Mannozilasyon bolgesine bagli olarak, hiicre yapismasini
ve ayrica hiicre duvari biitiinliiglinii etkileyen N-bagli (asparajine bagl oligosakkaritler) ve O-
bagli (serin/treonine baglanan oligosakkaritler) mannanlar bulunmaktadir (37). Mannanlar, f3-
glukanlar ve kitine kiyasla daha az serttir, bu nedenle hiicre seklini etkilemezler. Ancak, hiicre
duvarmin antifungal ilaglara ve konak savunma mekanizmalarina kars1 direncini etkileyen
diisiik gecirgenlikte ve gozenekli bir yapiya sahiptirler. B-glukanlar1 konak bagisiklik

hiicrelerinden gizleyen mannanlar, immiin yanittan kacista 6nemli yapilardandir. Hiicre
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duvarin1 pargalayan enzimlerin sitoplazma membranina ulagmasini engellemektedirler.
Mannanlar bir¢ok konak reseptoriiniin taninmasinda goérev alarak hiicre-hiicre tanima olayina

katilmaktadir (14).

Memeli hiicreleri gibi maya hiicreleri de sitoplazma membranlari i¢in yapisal bir bilesen
olarak sterole ihtiya¢ duymaktadir (38). Hayvan hiicrelerinin baslica sterolii kolesterol iken
mayalar ana bilesen olarak ergosterol icermektedir (39). Karmagsik de novo ergosterol
biyosentezi Erg proteinleri olarak bilinen yaklasik 30 enzim tarafindan gerceklestirilmektedir
ve bu sentez yolu mevalonat biyosentezi, farnesil pirofosfat biyosentezi ve ergosterol
biyosentezi olmak iizere ii¢ kisimdan olusmaktadir (40, 41). Ergosterol, fosfolipitlere
baglanarak zar yapisini stabilize eder ve zarin akiskanligini, gegirgenligini, zara bagli enzim
faaliyetlerini ve madde transportunu diizenlemektedir. Ayrica membrana bagli ATPaz
aktivitelerini diizenleyerek besinlerin emilimini ve kullanimimi etkilemektedir. Hiicre
membraniin hareketliligini etkileyerek fosfolipazlarin tasima etkinligini diizenlemektedir.
Ergosterol sitoplazmadaki lipit damlaciklarinda steril ester formunda depolanabilir ve bu
sekilde hiicre i¢i sterol dengesini korumak i¢in bir sterol havuzu goérevi gormektedir. Ayni
zamanda ergosterol mantarlarin biiylimesini ve ¢ogalmasini uyarmasi nedeniyle bir “mantar
hormonu” olarak kabul edilmektedir. Ergosterol stres adaptasyonunda da rol oynamaktadir
(41). Ergosteroliin, makrofaj hiicrelerinde piroptozu dogrudan tetikleyerek patojeniteye katki
saglayan immiin aktif bir molekiil oldugu saptanmistir (42, 43) Onemli islevleri, benzersiz
yapisal ozellikleri ve 0zel biyosentez adimlari nedeniyle ergosterol, klinik olarak mevcut

antifungal ilaclarin ¢ogunun hedefidir (43).

4.5. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Candida tiirlerinin patojenitesine, konak dokuya ve tibbi cihazlara adezyon yetenegi ve
biyofilm olusumu, maya-hif dimorfizmi sergileyebilmesi, hiicre yiizey hidrofobikligi, maya ve
hifal formlar arasinda fenotipik doniigiim yetenegi, konak savunmasindan kagma yetenegi,
dokuya zarar veren hidrolitik enzimlerin (6rn. proteazlar, fosfolipazlar ve hemolizinler) liretimi
ve thigmotropizm dahil olmak {izere bir dizi viriilans faktorii aracilik etmektedir (20). Degisen
bir ¢evreye adaptasyon, Candida tiirlerinin hayatta kalma yetenegini kolaylastirmaktadir.
Viriilans i¢in gerekli genler konak ortami ve gevresel sinyallere yanit olarak diizenlenmektedir.
Bu sinyaller arasinda sicaklik, pH, CO2, ozmotik basing, demir ve kalsiyum iyonu

konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Candida tiirleri bu sinyallerdeki dalgalanmalara kars1 hizl
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adaptasyon gostermesi, metabolik esneklige sahip olmasi, giiclii besin toplama sistemlerinin

olmasi ve giiclii stres yanit mekanizmalari ile patojenitelerini artirmaktadir (44-46).

4.5.1. Adezyon (Tutunma)

Candida tirlerinde enfeksiyonunun ilk adimi epitelyal kolonizasyondur; bu da
mikroorganizmanin epitelyal hiicrelere ve proteinlere yapismasina baglidir ve bu yetenek
virlilans ile iliskilendirilmistir (44). Sik izole edilen patojenik Candida tiirlerinin adezyon
yetenegi daha yiiksektir (44, 47). Adezyonda ligand-reseptor etkilesimi gibi 6zgiin
mekanizmalar ve elektrostatik etkilesimler ve van der Waals kuvvetlerinin rol oynadigi 6zgiin
olmayan mekanizmalar birlikte rol almaktadir (48). Candida tiirleri diger mikroorganizmalara,
abiyotik ylizeylere ve konak hiicrelere yapismaya aracilik eden 6zellesmis bir dizi proteine
(adezinler) sahiptir (49). Bunlar: agliitinin benzeri sekanslar (Als, “agglutinin like sequences”)
yiizey glikoproteinleri ailesi, hifal hiicre proteini 1 (Hwpl, “hyphal wall protein 1), Int-1p
ylizey reseptor proteinleri, mannoproteinler, kompleman3b (C3b) reseptorii, kompleman 3d
(C3d) reseptorii, fibronektin reseptorii, dstrojen reseptorii, laminin reseptérii ve fibrinojen

baglayan proteinlerdir (44, 49-51).

En iyi bilinen adezinler sekiz iiyeden olusan bir aile olan Als proteinleridir (Als1-7 ve
Als9). als genleri GPI baglantili hiicre ylizeyi glikoproteinlerini kodlamaktadir. Sekiz Als
proteini arasinda, hifle iliskili adezin olan Als3 adezyon icin 6zellikle 6nemlidir. Oral epitel
hiicrelerinin ve vajinal hiicrelerin enfeksiyonu sirasinda Candida hiicrelerinde Als3
ekspresyonu artmaktadir. Hifle iliskili GPI baglantili bir protein olan Hwpl ise memeli
transglutaminazlari i¢in bir substrat gorevi gorerek Candida hiflerini konak hiicrelere kovalent

olarak baglayan 6nemli bir adezindir (45).

4.5.2. Invazyon

Candida tiirlerinin, konak hiicrelere invazyonu iki farkli mekanizma kullanilarak
gerceklesmektedir. 1. indiiklenmis endositoz 2. aktif penetrasyon (45). Candida tiirlerinin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmaktan kaginmada kullandig: bir strateji olan indiiklenmis
endositoz, epitel hiicreleriyle ilk temastan sonraki dort saat iginde gergeklesen pasif bir olaydir

(45, 46). Indiiklenmis endositoz igin, mantar hiicre yiizeyinde konak ligandlarina (epitel
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hiicrelerinde E-kaderin ve endotel hiicrelerinde N-kaderin gibi) baglanmaya aracilik eden 6zel
proteinler (invazinler) eksprese edilmektedir ve bu invazinlerin hiicre tarafindan taninmasi
indiiklenmis endositozu tetiklemektedir (45). Bugiine kadar C. albicans'ta iki invazin (Als3p ve
Ssalp) tanmimlanmistir (46). Epitel hiicre reseptorlerinden bagimsiz olarak da, indiiklenmis
endositoz meydana gelebilir. Bu durum, konak epitel hiicre epidermal biiylime faktorii
reseptoriiniin (EGFR/HER2) Candida hiicresinde Als3p ve Ssalp ile etkilesimi yoluyla
miimkiin olmaktadir (46). Aktif penetrasyon ise mantar tarafindan yiiriitiilen bir siiregtir ve canli
C. albicans hifleri gerektirmektedir. Konak hiicrelere invazyonun bu ikinci yoluna hangi
faktorlerin aracilik ettigi hala tam olarak bilinmemekle birlikte fungal adezyon ve fiziksel
kuvvetlerin gorev aldigr distliniilmektedir. Salgisal aspartil proteazlarin (SAP) da aktif
penetrasyona katkida bulundugu gosterilmistir (45).

4.5.3. Hidrolitik Enzimler

Viriilans siirecine katkida bulunan faktdrlerden biri, mayalarin patojenitesinde merkezi
bir rol oynadig1 bilinen hidrolitik enzim tiretimidir (52). Candida tiirleri tarafindan tiretilen en
onemli ii¢ hiicre dis1 hidrolitik enzim proteazlar, lipazlar ve fosfolipazlardir (52). Bu enzimlerin
adezyon, doku penetrasyonu, invazyon, konak doku hasari demir kazanimi ve bagisiklik

sisteminin iistesinden gelmede 6nemli rolleri bulunmaktadir (53, 54).

Fosfolipaz: Doku invazyonu sirasinda aktiviteleri ¢ok yiiksek olan fosfolipazlar, hiicre
zarin1 olusturan gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester baginin hidrolizinden
sorumludur (54). Yedi fosfolipaz geni tanimlanmustir: pla, plbl, plb2, picl, plc2, plc3 ve pld1
(53). Hidroliz ettikleri ester bagina gore A, B, C ve D olmak iizere dort tip fosfolipaz vardir.
Tiim fosfolipaz tiplerinin hidrolaz aktivitesi vardir ancak fosfolipaz B (PLB), ek olarak
lizofosfolipaz transagilaz aktivitesine de sahip olmasi nedeniyle viriilans i¢in olduk¢a onem
tasimaktadir. PLB, doku invazyonu sirasinda hifal uglarda bulunan 84 kDa'luk bir
glikoproteindir (53). PLB, fosfolipitlerden yag asitlerini ve lizofosfolipidlerden kalan yag
asidini serbest birakabilir ve daha sonra serbest bir yag asidini lizofosfolipidlere aktararak

fosfolipid iiretebilmektedir (54-56).

Lipaz: Mikrobiyal hiicre dis1 lipazlarin gorevleri arasinda besin alimi i¢in lipidlerin
sindirimi, konak hiicrelere ve dokulara yapigsma, bagisiklik hiicrelerini etkileyerek enflamatuvar

siireclerin spesifik olmayan bir sekilde baslatilmasi ve rakip mikrofloray1 pargalayarak kendini
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savunma yer almaktadir (53). Lipazlar, triagilgliserollerin hidrolizi yoluyla hiicre zarinin
bozulmasinda rol oynamaktadir. C. albicans’da lipaz enziminin kodlanmasindan on gen

sorumludur (/ip1-10). Lipazlarin viriilanstaki rolleri ise hala arastirilmaktadir (20).

Proteaz (salgisal aspartil proteazlar, SAP): Tim proteazlar proteinlerdeki peptit
baglarinin (CO-NH) hidrolizini katalize etmektedir, ancak ozgiilliik ve etki mekanizmasi
acisindan belirgin farkliliklar gostermektedirler (52). sap genleri ailesi, benzer islevlere ve
karaktere sahip enzimleri kodlayan, ancak molekiiler kiitle, izoelektrik noktasi ve optimum
aktivite i¢in gerekli pH gibi farkli molekiiler 6zelliklere sahip on farkli sap (sap 1-sap 10) genini
icermektedir. C. albicans hiicre dis1 proteazlar {irettigi bilinen tek Candida tiirii degildir. C.
dubliniensis, C. tropicalis ve C. parapsilosis de dahil olmak {izere patojenik Candida tiirlerinin
cogu sap genlerine sahiptir ve in vitro aktif, hiicre dis1 proteaz iiretmektedir. C. tropicalis'in
dort, C. parapsilosis’in iki ve C. dubliniensis’in dokuz sap geni bulunmaktadir (52). C. albicans
ise 10 sap genine sahiptir. sapl-sap8 ekstraseliiler enzimler iken sap9 ve sapl0 GPI ile
modifiye edilmistir ve mantar hiicre duvan ile iliskilidir. sap5, sap9 ve sapl0 genleri
biyofilmlerde, oral ve vajinal kandidozlu bireylerde daha fazla ifade edilmektedir. sap9 diger
sap genlerinin faaliyetlerini de diizenlemektedir, insan antimikrobiyal peptidi katelisidin LL-
37'yi inaktive etmektedir, ayrica hiicre duvar1 stresine ve kaspofungine yanit olarak
ekspresyonu artmaktadir. sapl-sap3 sadece maya hiicreleri tarafindan, sap4-sap6 genleri
cogunlukla hiflerde eksprese edilir ve integrinleri baglamaktadir. sap6 geni ise fungal hiicre
ylizeyi proteazlarindandir ve proteolitik aktivitelerinden bagimsiz olarak diger hiicre
yiizeylerini baglayabilen ligandlar1 kodlamaktadir (57, 58). sap7 ve sap8'in sentezi ve iglevi ise

arastirilmaktadir.

Kollajen, laminin, fibronektin, miisin, tiikiiriik laktoferrini, a2-makroglobulin, neredeyse
tiim immiinoglobulinler, proenflamatuvar sitokin olan interlokin-1p, laktoperoksidaz, katepsin
D, kompleman, sistatin A ve ¢esitli kan pithtilasma faktorlerinin Onciileri dahil olmak {izere
bircok konak proteini SAP’lar tarafindan hidrolize edilmektedir. SAP aktivitesi i¢in optimum
pH spektrumu 2,0-7,0 arasindadir, bu nedenle bu enzimler mantar patogenezine ve farkli

bolgelerde gelisen enfeksiyonlara katkida bulunmaktadirlar (54).
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4.5.4. Biyofilm

Biyofilm, hiicrelerin bir hiicre dis1 matriks (“ekstracelluler matrix”, ECM) ile
cevrelendigi, belirli islevleri yerine getirmede uzmanlastigi ve birbirleriyle iletisim kurdugu
oldukca heterojen, ¢ok hiicreli ve ¢cok katmanli ii¢ boyutlu bir yap1 olarak tanimlanmaktadir
(58). Sinyal molekiillerinin kontroliinde olan spesifik ve organize hiicre topluluklaridir.
Biyofilm, antimikrobiyallerin penetrasyonunu sinirlandirarak ve hiicreleri konak bagisiklik
tepkilerinden koruyarak antifungal tedaviye Onemli Ol¢iide diren¢ kazandirmaktadir. Bu
etkileriyle morbidite ve mortaliteyi artiran 6nemli viriilans faktorlerindendir (53). Biyofilm
olusum stireci dort faza ayrilmaktadir: erken (yapisma), ara (cogalma, filamentasyon ve ECM
iiretimi), olgunlasma ve yayilma (dagilma) (58). ECM’in {iretimi ve igerigi tiirlere, suslara,
yapistig1 yiizeye ve cevresel kosullara (pH, ortam bilesimi, oksijen) bagh olarak degisiklik
gostermektedir. C. glabrata idrar varhiginda silikon yiizeylerde C. parapsilosis ve C.
tropicalis'e kiyasla daha yliksek biyofilm biyokiitlesi tiretmektedir. (20). Biyofilmin, yiiksek
glikoz ve lipid konsantrasyonlari igeren ortamlarda C. parapsilosis hiicreleri tarafindan kolayca
olusturulmasi sebebiyle TPN alan hastalarin KAE’de C. parapsilosis prevalansi artmistir (59).
Ayrica C. parapsilosis’ in kateterleri ve intravaskiiler cihazlari kolonize etme kapasitesi
yuksektir (60). C. albicans'm aksine, C. parapsilosis biyofilmleri daha ince, daha az yapilidir
ve yalmzca blastosporlardan olusmaktadir (61). Ayrica C. parapsilosis biyofilmlerinin
karbonhidrat igerigi olduk¢a fazla miktardadir. Protein igerigi ise C. glabrata ve C. tropicalis

biyofilmlerinden daha azdir (53).

4.5.5. Temas Algilama ve Thigmotropizm

C. albicans'ta hif ve biyofilm olusumunu tetikleyen 6nemli bir ¢evresel uyar1 temas
algilamadir. Belirli topolojilere sahip ylizeylerde (sirtlarin varligr gibi), maya hiicreleri hifal
cogalmaya gecmektedir (26). Agar veya mukozal yiizeyler gibi belirli substratlarda, bu hifler
substratin i¢ine dogru invaze olmaktadir. Kat1 ylizeylere temas durumu da biyofilm olusumuna

neden olmaktadir. Bu tiir tepkiler i¢in kalsiyum iyonlarina ihtiyag duyulmaktadir (45).
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4.5.6. Morfogenez, Dimorfizm

Maya ve hif formlar1 arasindaki gecis, dimorfizm olarak adlandirilmaktadir ve her iki
biiylime formu da patojenite i¢cin dnemlidir. Kommensal form olarak diisiiniilen maya, yiizeysel
kolonizasyondan ve yayilmadan; invaziv form olan hifler ise konak bariyerini asmadan ve derin
dokulara erisimden sorumludur (45, 62). Maya formundan hif formuna geg¢is, besinler, notral
pH, 37-40°C sicaklik, yaklasik %5,5 CO2 konsantrasyonu ve N-asetil-d-glukozamin, serum,
bazi amino asitler ve biyotin varlig1 ile kolaylastirilmaktadir. Hif yapisindan maya formuna
gecis ise daha dusik sicakliklar, asidik pH, serum yoklugu ve daha yiliksek glikoz
konsantrasyonu ile tetiklenmektedir (51). Fiziksel sinyallerin yan1 sira kimyasal sinyallerin de
morfogenezi etkiledigi gosterilmistir. cphl ve efgl tarafindan kodlanan transkripsiyon faktorii,

filamentasyondan sorumludur (49).

4.5.7. Fenotipik Degisim

Fenotipik degisim, mikroorganizmanin bir dizi koloni morfolojisi arasinda spontan ve
reversibl olarak gec¢is yapma kapasitesi seklinde tanimlanmaktadir (63). Beyaz ve opak
morfoloji gegisi 450'den fazla gen ile diizenlenmektedir ve bu farkliliklar Candida tiirlerinin
patojenitesini, biyofilm olusumunu ve antifungal ilaglara duyarliligimi etkilemektedir (64).
Farelerde beyaz hiicrelerin sistemik enfeksiyon modelinde daha viriilan oldugu, opak hiicrelerin
ise kutan6z enfeksiyon modelinde derinin kolonizasyonunda daha etkili oldugu saptanmistir
(63). Beyaz hiicreler piiriizsiiz ve yuvarlak goriiniimliiyken; opak hiicreler piiriizlii veya bazen
piiriizsiiz ancak oval sekildedir. Beyaz hiicrelerin kolonileri kubbeli, opak hiicrelerin kolonileri
ise diiz ve yar1 saydam kolonilerdir (65). Calismalarda beyaz hiicrelerin opak hiicrelere gore

daha viriilan ve biyofilm olusturma 6zelliginin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (66).

4.6. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Candida tiirleri kommensal mikroorganizmalardir ve normal insan florasinin bir pargasi
olarak cilt, gastrointestinal (GI) ve genital yollarda lokalizedirler. Ancak bazi duyarli hasta
gruplarinda yiizeyel enfeksiyonlardan, septik sok ve yliksek mortalite ile iligkili KAE’ye kadar
cesitli hastaliklara neden olabilmektedirler (1). Pediatrik ve eriskin hastalarda kandidemi,

mortalitede sirastyla %10-%14,5, yatis siiresinde ortalama 10-21 giin ve hasta basina toplam
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hastane masraflarinda ortalama 39.331-92.266 dolar artis ile iliskilendirilmistir (67). Yiiksek
Oliim oranlar1 ve pahal1 tibbi maliyetlere sebep olmalar1 nedeniyle kandidemi en biiylik halk
sagligr sorunlarindan biri haline gelmistir (68). Kandidemi insidansi1 ve prevalansi cografi
bolge, saglik sistemi, hasta demografisi ve ¢evresel faktorler gibi cesitli faktorlerden
etkilenmektedir. Toplum kaynakli vakalar, kandidemi vakalarinin dortte birinden daha azim
olusturmaktadir. Yiiksek gelirli tilkelerde genel niifusta insidans oranlar1 4/100.000’tiir ve
Candida tirleri tim KAE'lerinin yaklasik %3'inii olusturmaktadir. Diinya genelinde ise
hastanede yatan hastalarda hastalik yiikii belirgin sekilde daha yiiksektir (100.000 yatigta 100)
ve YBU'deki hastalarda ise en yiiksek insidansa (1.000 YBU yatis1 basina 5,5-7 atak)
ulagmaktadir. Yenidoganlar, 6zellikle prematiire bebekler, daha yiiksek kandidemi riski
altindadir ve ABD'de 100.000 dogumda 12'ye varan bir insidans s6z konusudur. Bu
yenidoganlarin gogu YBU’de yatan SVK’s1 olan ve TPN alan hastalardan olusmaktadir (69).

Invaziv kandidiyazis icin epidemiyolojik risk faktdrleri arasinda siyah 1rk, erkek cinsiyet,
>65 yas yetiskinler ve yenidoganlar ozellikle prematiireler oldugu (69), tibbi risk faktorleri
arasinda ise kok hiicre veya solid organ transplantasyonu, hematolojik veya onkolojik
hastaliklar, steroidleri de iceren immiinsupresif tedavi, YBU’de yatis, ntropeni ve cerrahi en
sik rastlananlardir (69, 70). Bu hasta gruplarinda, hastalarin immiinsupresif olmasi, tibbi
cihazlar veya mukozal enflamasyon nedeniyle epitelyal bariyerlerin bozulmasi ve antibiyotik
tedavisi ile Candida tiirleriyle artan kolonizasyon sonucunda kandidemi meydana gelmektedir
(68). Genis ve tam kat yaniklar, GI perforasyonlar, akut veya nekrotizan pankreatit, GI cerrahi,
kemoterapinin neden oldugu mukozit, kalic1 intravaskiiler kateterlerin varlig1 ve idrar sondasi
nedeniyle cilt veya mukozal bariyerlerdeki hasarlar, Candida tiirlerinin kan akimina gegme
olasiligim1 arttirmaktadir. TPN, hemodiyaliz veya periton kateterleri, sol ventrikiil destek
cihazlari, ventrikiiloperitoneal santlar veya ventrikiil drenleri gibi kalic1 protez malzemeleri
olan hastalar da normal anatomik savunmanin biitiinliigiinii kaybetmesi nedeniyle yiiksek

invaziv Candida renfeksiyonu riski altindadir (69, 70).

Candida enfeksiyonu gelisebilecek hasta gruplarini belirleyip erken tedavi baglanmasina
yardimci olabilmesi amaciyla risk faktorlerinin varligina dayanan bazi skorlama sistemleri
kullanilmaktadir. Bu skorlardan ilki ve en basit olan1 Kandida Kolonizasyon Indeksi (KKI)’
dir. Candida iremesi saptanan kan kiiltiirii disindaki viicut bolgelerinin sayisinin kiiltiir
uygulanan drnek sayisina oram seklinde hesaplanmaktadir. KKI’nin >0,5 olmasi (bdlgelerin
%350'sinin ayni tiire sahip olmasi), kandidemi riskinde bir artis oldugunu gostermektedir (71).

Notropenik olmayan kritik hastalarda mantar kolonizasyonu ve enfeksiyonu insidansini
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belirlemek amaciyla Ledn ve galigma arkadaslar tarafindan gelistirilen ikinci bir indeks ise
Kandida Skoru’dur (72). YBU'ye kabul sirasinda ameliyat, TPN kullanimi, sepsis ve ¢oklu
organ kolonizasyonunu kandidemi ile iligkili risk faktorleri olarak tanimlamislardir ve
puanlama sonucunda Kandida Skoru >2.5 olarak saptandiginda invaziv kandidiyazis riskinde
yaklagik sekiz katlik bir artis oldugu saptanmistir. Cok merkezli bir calisma grubu tarafindan
ticlincii bir skor gelistirilmis (Ostrosky klinik tahmin kurali) ve intravaskiiler kataterin varligi
ve antibiyotik kullanimi1 major risk faktorleri; herhangi bir ameliyat, immiinsupresif tedavi,
pankreatit, TPN, diyaliz, mekanik ventilasyon veya steroid kullanimi ise mindr risk faktorleri
olarak saptanmistir (73). Bu tanisal skorlarin en biiylik avantaji, yiiksek negatif prediktif
degerlerinin olmasidir. Negatif skoru olan hastalarda kandidemi gelisme olasiligi %1'in

altindadir (74).

4.7. Klinik Tablolar

Candida tirlerinin neden oldugu firsatgr mantar enfeksiyonlar1 kandidiyazis olarak
isimlendirilmektedir (18). Deri hastaliklar1 gibi yilizeyel enfeksiyonlar; orofarengeal veya
vulvovajinal kandidiyazis gibi mukozal enfeksiyonlar; ve invaziv/sistemik olmak {izere
kandidiyazis cesitli sekillerde goriilmektedir (75). Yiizeyel kandidiyazis, normal florada
bulunan saprofitik Candida blastosporlarinin deri, Gi, vajinal, 6zofageal ve orofaringeal
mukozay1 etkileyerek beyaz lezyonlar veya plaklar olusturmasiyla ortaya ¢ikan oldukca sik
goriilen enfeksiyonlardir (18). Kadinlarin yaklasik %75't yasamlar1 boyunca en az bir kez
vulvovajinal kandidiyazis ge¢irmektedir. Orofaringeal kandidiyazis ise insan immiin yetmezlik
viriisii (HIV) enfeksiyonunun ilk belirtilerinden biridir ve HIV pozitif hastalarin %90’inda
goriilmektedir (76).

Immiinsupresif bir konakta, yiizeyel kandidiyazis, Candida tiirlerinin kan dolasimina
ge¢mesiyle kandidemi adi verilen invaziv/sistemik kandidiyazise doniisebilir ve hayati
organlart kolonize ederek dissemine kandidemiye neden olabilir. Bu; KAE, kateterler gibi
invaziv tibbi cihazlar yoluyla da meydana gelebilmektedir (18). invaziv/sistemik kandidiyazis
yiizeyel enfeksiyonlardan daha az siklikta goriilmekle birlikte, her bir Candida tiirii i¢in %35-
80 arasinda degisen yiiksek mortaliteye sahiptir ve kiiresel olarak yilda yaklasik 1,5 milyon
olimle sonu¢lanmaktadir (76). C. albicans, kandidemi ve invazif kandidiyazisten sorumlu

baskin Candida tiirii olsa da NAC tiirlerinde son yillarda kiiresel olarak bir artis gézlenmektedir

(18).
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Invaziv kandidiyazis klinigi, derin yerlesimli kandidiyazis olmadan olusan kandidemi,
derin yerlesimli kandidiyazis ile iligkili kandidemi ve kandidemi ile iligkili olmayan derin
yerlesimli kandidiyazis olmak tizere ii¢ farkli sekilde goriilmektedir (77, 78). Primer kandidemi
cogunlukla kommensal olarak bulunan Candida'min Gi sisteme translokasyonundan veya
intravendz  kateterin  kontaminasyon/kolonizasyonundan  kaynaklanmaktadir.  Primer
kandidemilerin yaklasik %50'si hematojen yayilim yoluyla sekonder derin yerlesimli
kandidiyazise neden olmaktadir. Primer derin yerlesimli kandidiyazis ise Candida' nin en sik
GI hasarini takiben karmn bosluguna gegmesi veya enfekte periton kateteri gibi yollarla steril
bolgelere nonhematojen olarak girmesinden kaynaklanmaktadir. Bu tiir primer derin yerlesimli

kandidiyazislerin yalnizca %5-20'si kandidemiye (sekonder kandidemi) yol agmaktadir (77).

SVK ve diger intravaskiiler cihazlar yaygin olarak kandidemi ile iliskilendirilmektedir
(79). Kandidemili hastalardaki mortalite, tedavi ve/veya kaynak kontroliiniin zamanlamasiyla
yakindan iliskili olarak saptanmistir. Uygun antifungal tedavi ile erken miidahale ve kontamine
SVK'nin ¢ikarilmasi veya enfekte materyalin drenaji mortalite ilizerinde olumlu sonuglarla
iliskilidir (79). Invaziv kandidiyazis, yenidogan kandidiyazisi, akut dissemine kandidiyazis,
endokardit, osteomiyelit, artrit, endoftalmit ve kronik dissemine kandidiyazis gibi ¢esitli klinik

sekillerde goriilebilmektedir (80).

4.8. Kandideminin Laboratuvar Tanis1

4.8.1. Kiiltiir

Invaziv kandidiyazis ve kandidemi tamisinda kullamlan altin standart yontem kan
kiiltiiridiir ve bu yontemin duyarlilig1 %50-60 arasindadir. Candida tiirleri i¢in pozitif olan kan
kiiltlirlerinin ¢ogu (%95°1) 96 saat icinde pozitif hale gelmektedir, ancak pozitiflige kadar gecen
stire tlire bagl olarak (6rnegin C. glabrata, C. albicans'tan daha yavas; C. parapsilosis ise daha
kisa siirede pozitiflik vermektedir) degismektedir. Kan kiiltiirlinlin duyarliligini etkileyen diger
faktorler arasinda kan hacmi, antifungal ilag kullanimi ve spesifik kan kiiltiirii teknigi yer
almaktadir (78). COz2'nin kolorimetrik tespiti yoluyla bakteri iiremesini siirekli olarak izleyen
otomatik kan kiiltiirii sistemlerinde, liremenin tespit edilmesine kadar gecen siire bakteri

yiikiiyle ters orantilidir ve kantitatif kan kiiltiirlerinin yerine kolaylikla kullanilmaktadir (81).
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Kiiltiirler canli Candida' y1 tespit etmede duyarhdir ve ilk pozitif kan kiiltlirii sirasinda
ortalama Candida konsantrasyonu, 1 Koloni Olusturan Birim (KOB)/ml'dir. Kan Kkiiltiirleri,
aktif kandidemi sirasinda alinirsa ¢ogu hastada pozitif olarak saptanmaktadir. Ancak Candida
kan dolasimindan temizlendikten sonra devam eden derin yerlesimli enfeksiyonla komplike
olan kandidemili hastalarin yalnizca %40'inda pozitiftir ve kandidemi ile iligkili olmayan derin
yerlesimli kandidiyazis hastalarinda ise negatiftir. Bu sebeple invaziv kandidiyazis spektrumu
boyunca, kan kiiltlirlerinin duyarlilig1 %50'dir. Yavag geri doniis siiresi (tanimlama siiresi bes
giine kadar uzamaktadir) ve hastalik seyrinin sonlarina kadar pozitif saptanmamalar1 kan
kiiltiirlerinin diger kisitlamalar1 arasinda yer almaktadir. Derin enfeksiyon bdlgelerinden
toplanan materyallerin kiiltiirleri de kiiciik 6rnek hacimleri, Candida hiicrelerinin diizensiz
dagilimi ve diisiik Candida yiikii sebebiyle yaklasik %50 duyarlilia sahiptir. Ayrica, derin
doku kiiltlirlerinin toplanmasi, Candida enfeksiyonu riski tagiyan hastalarda riskli veya
kontrendike olabilecek invaziv prosediirler gerektirmeleri sebebiyle tercih edilmemektedir (77,

78, 82).

4.8.2. Candida Tiirlerinin Uretilmesinde Kullanilan Besiyerleri

Candida tiirleri, KKA ve beyin-kalp inflizyon agar, SDA veya SDA-Emmons agar,
patates dekstroz agarda 36-72 saat arasinda iiremektedir. Sikloheksimid igeren besiyerleri
tiremelerini engellediginden dolay1 Candida’dan siipheleniliyorsa kullanilmamalidir; ancak C.

albicans %0,04 sikloheksimid igeren besiyerlerinde iireyebilmektedir (16, 83).

4.8.3. Germ Tiip Olusumunun Incelenmesi

C. albicans’in 6n tanimlamasinda kullanilan hizli ve basit testlerden biridir ancak C.
albicans izolatlarinin tiimii germ tiip olusturmayabilir (%5). Bu testte, psddohif olusturan C.
tropicalis ile yanhs pozitif sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica C. dubliniensis de germ tiip
pozitiftir. C. parapsilosis gercek hif liretmemektedir ve germ tiip testi negatiftir. Pozitif test
kontrolii olarak bilinen bir C. albicans kiiltliriiniin kullanilmasina ek olarak, C. tropicalis ve C.

glabrata'min kullanildig1 negatif kontroller de teste dahil edilmelidir (84).
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4.8.4. Misir Unlu Agarda Ureme Sekilleri

Misir unlu agarda yalanci hif ve blastokonidya varligi Candida cinsinin bir 6zelligidir.
Germ tiip negatif izolatlarin tanimlanmasinda faydalidir. Ancak, C. albicans izolatlarinin
klamidospor liretiminin goézlenmesi disinda kesin tanimlama yapilamamaktadir. Karbonhidrat
asimilasyon testleri veya ticari maya tanimlama sistemleri ile yapilan tiir tanimlamasinda kalite
kontrolii saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir. C. parapsilosis bu besiyerinde cali sekline
benzeyen, ekim ¢izgilerine bitisik ¢ok sayida fokal alami olan satellit iireme paterni

gostermektedir (85).

4.8.5. Kromojenik Agarlar

Koloni 6zelliklerine dayanarak Candida tirlerinin olas1 tanimlamasi, kromojenik agar
besiyeri ile elde edilebilir (86). Ozellikle kan kiiltiirlerinin %3-10'unda gdzlenen karisik
tiremelerde koloni morfolojisi ve renklerindeki farkliliklar ile Candida tiirleri arasinda ayrim
yapilabilmektedir. Bu agarlar kloramfenikol igermeleri nedeniyle se¢ici besiyerleridir. Renkler,
her bir tlire 6zgii enzim i¢in kromojenik substratlarin karistminin bir sonucu olarak
olusmaktadir. Izolatlarn 30 °C veya 37 °C'de inkiibasyonu, belirli bir tiir icin ayn1 renkte

koloniler tiretmektedir ve lireticinin Onerilerine gore tanimlama yapilmaktadir (83, 85).

4.8.6. Asimilasyon ve Fermantasyon Testleri

Asimilasyon, bir mayanin oksijen varliginda tek karbon kaynagi olarak belirli bir
karbonhidrat1 kullanma yetenegini olgen testlerdir(87). Karbonhidratlarin CO2 ve etanol
iretimiyle sonug¢lanan anaerobik kullanimina ise fermentasyon denir. Wickerham siv1 besiyeri
asimilasyonu ve fermantasyon testleri gibi geleneksel testler giivenilir yontemlerdir ancak
sonuglarin elde edilmesinin oldukca karisik bir slire¢ olmasi ve uzun siirmesi nedeniyle klinik
laboratuvarda nadiren kullanilmaktadir. Glinlimiizde otomatize sistemlerde kullanilan testlerdir

(83, 84).
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4.8.7. Serolojik Yontemler

4.8.7.1. Antijen Tespiti

Cogu Candida antijeninin, diisiik serum konsantrasyonlar1 ve kan dolagimindan hizli bir
sekilde temizlenmesi nedeniyle tanida sinirli bir yere sahiptir. En bagarili hedefler mannan ve
BDG gibi hiicre duvarinin bol miktarda bulunan bilesenleridir (77). Mannan, Candida hiicre
duvarinin 6nemli bir bilesenidir, toplam kuru hiicre agirliginin %7'sini olusturmaktadir ve
enfeksiyon sirasinda kan dolasimina salinmaktadir. ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent
Assay”) formatinda kan (serum) drneklerinde mannan antijeni varliginin tespiti genel olarak
%40-60 duyarlilik ve %93-98 6zgiilliik ile kandidemi tanisinda kullanilmaktadir. Kisa yari
omrii olmas1 nedeniyle yiiksek riskli hastalarda testin haftada iki veya ii¢ kez yapilmasi
onerilmektedir (77, 88, 89). BDG, Cryptococcus tiirleri, Blastomyces tiirleri ve Mucorales harig
olmak tizere Candida ve ¢ogu patojenik mantarin énemli bir hiicre duvart bilesenidir. Test,
ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmustir. Cogunlukla YBU hastalarinda
degerlendirilmis olup, genel duyarliligi %77 ve 6zgiilligii %85 olarak saptanmistir (88). Hiicre
duvarindaki daha diisik BDG igerigi nedeniyle C. parapsilosis enfeksiyonlar1 i¢gin BDG
duyarlilig1r daha diisiik saptanmistir (77). Bu durum 6zellikle C. parapsilosis prevalansinin
yliksek oldugu bolgelerde dikkate alinmalidir (86). Test haftada iki kez uygulanmaktadir ve tek
bir pozitif test sonucu enfeksiyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Antifungal tedaviye
yanit veren hastalarda BDG titrelerinin giderek azaldig1 ve sonunda negatiflestigi gosterilmistir.
En biiylik dezavantaji, hemodiyaliz, abdominal cerrahi, B-laktam antibiyotiklerle tedavi ve
Gram negatif bakteriyemiye bagli lipopolisakkarit varlig1 gibi ¢esitli durumlara bagli yanlis
pozitif sonuglara sebep olmasidir. Ancak, testin negatif prediktif degerinin yaklasik %100
olmas1 nedeniyle, BDG saptanmamasi invaziv mantar enfeksiyonunu dislamak i¢in oldukca

yararlidir (88).

4.8.7.2. Antikor Tespiti

Anti-Candida antikor testleri ile ilgili en biiylik endiseler, immiinsupresif hastalarda
duyarliligin azalabilecegi, tespit edilebilir yanitlarin olusmasi i¢in zamana ihtiya¢ olmasi,
pozitif sonuglarin akut enfeksiyonlar1 ge¢cmis enfeksiyonlardan ayirt edememesi ve

Candida’larin flora iiyesi olmasidir. Bu endiselere ragmen, cesitli antikor testleri nétrofil ve
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hiicre aracili immiin defekti olan hastalar da dahil olmak iizere ¢alismalarda iyi performans
gostermistir. Serum immiinoglobulin G (IgG) yanitlarini 6lgen testler, genel olarak, IgM 6lgen
testlerden daha iyi performans gostermistir, bu da bir¢ok hastanin hizli amnestik yanitlar
verdigini diigiindiirmektedir. NAC tiirleri ile enfekte olan hastalar da, C. albicans antijenlerine
verilen yanitlarla tanimlanabilmektedir (77). Bir kandidemi atagindan sonra kisa yar1 dmre
sahip olan mannan kayboldugunda hastalarda gelisen anti-mannan antikorlarini tespit eden
ELISA tabanli testin genel duyarlilig: ¢esitli caligmalarda %59 ve genel 6zgiilliigii %83 olarak
bildirilmistir. Test es zamanli mannan antijen tespiti ile birlestirildiginde, kandidemili
hastalarda duyarlilik ve 6zgilliik degerleri 6nemli dl¢iide artmistir (sirasiyla %83 ve %86).
Calismalar, mannan ve anti-mannan antikorlarinin tespitinin, invaziv kandidiyazli hastalarda,
ozellikle enfeksiyonun mikrobiyolojik olarak belgelenmesinin daha zor oldugu hepato-
onkolojik hastalarda, tek basina her iki testten daha yararli bir tan1 yardimi sundugunu
gostermistir. Indirekt immiinofloresan testi ile C. albicans germ tiip antikorunun (CAGTA,
IgG) tespitinin genel duyarliligr %77-89 ve ozgiilligi %91-100 arasinda degigsmektedir. Bu
testin kritik hastalarda kandidemi tanisinda dogrulanmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

vardir (77, 88).

4.8.8. Molekiiler Yontemler

DNA tabanli olmayan molekiiler teknikler arasinda, ¢esitli enzimatik proteinlerin gogiinii
jel bazli analizi yoluyla degerlendirerek polimorfizmleri tahmin edebilen “multilocus enzyme
electrophoresis” (MLEE) bulunmaktadir. DNA tabanli molekiiler tekniklerden PZR, niikleik
asit dizi analizi, peptit niikleik asit-floresan in-situ hibridizasyon (“Peptide nucleic acid-
fluorescent in situ hybridization”, PNA-FISH), “Pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE),
“Restriction enzyme analysis” (REA), “Random amplified polymorphic DNA (RAPD),
“Amplified fragment length polymorphism” (AFLP) gibi yontemler tanida ve tiplendirmede
kullanilmaktadir (90). Candida KAE'leri i¢cin molekiiler testlerin gelistirilmesinde potansiyel
olarak simirlayici bir faktdr organizma yiikiidiir. Kandaki mililitre basina diisen Candida sayis1
hastaligin erken doneminde diisiikse, DNA tabanli bir testin beklenen duyarliligi diisiik
saptanmaktadir. Giivenilir DNA tabanli PZR analizlerinde tespit i¢in gereken tahmini Candida
yiikii 5-10 KOB/ml'dir (82).

Kan Kkiiltiirtinden gercgeklestirilen molekiiler testler: Bu test sistemleri pozitif kan

kiiltiirlerinden ¢alisilmaktadir. Bu nedenle, kan kiiltiiriiniin pozitiflesmesi i¢in gereken siire
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ortadan kaldirilamamaktadir, ancak patojen yiikiiniin yiiksek olmasi nedeniyle bu testlerin
duyarlilig: yiiksektir (91). Bu yontemler arasinda, matriks aracili laser desorpsiyon/iyonizasyon
ucus siiresi kiitle spektrofotometrisi (“Matrix-assisted laser desorption/ionization mass
spectrophotometry”, MALDI-TOF MS) ile tanimlama yapabilen yontemler, multipleks PZR
tabanli yontemler, “nested” multipleks PZR sistemleri, otomatize FISH teknigi kullanan

yontemler bulunmaktadir.

Kan kiiltiiriinden bagimsiz molekiiler testler: Pozitif kan kiiltlirlerini beklemeye gerek
kalmadan dogrudan tam kan, serum veya plazma 6rneklerinde gerceklestirilebilen bu testlerde,
zaman tasarrufu potansiyeli kan kiiltiiriine bagh test sistemlerine gore daha ytiksektir ancak
kandaki patojen yiikii diisiik oldugundan, bu test sistemlerinin duyarliligi bir sorun
olabilmektedir (91). Hedefe yonelik multipleks testler ve genis spektrumlu/panfungal testler bu
testler arasinda yer almaktadir. Tiim mantar tilirlerinde bulunan korunmus hedef bolgeleri
cogaltmaya dayali genis spektrumlu/panfungal testlerde tiirlerin tanimlanmasi icin, elde edilen
amplikonlarin daha fazla analiz edilmesi gerekmektedir. Panfungal testlerin duyarlilig1 tiire
0zgl primerlerle belirli patojenleri hedefleyen testlere gore diisiiktiir ancak sadece en sik
goriilenleri degil tiim fungal patojenleri tespit etme yetenegine sahiptir. Hedefe yoOnelik
multipleks PZR testlerinde ise negatif sonug¢ invazif bir mantar enfeksiyonunu diglamak i¢in
yeterli degildir. Bu nedenle, klinik mikrobiyoloji/mikoloji laboratuvari tarafindan olusturulan
raporlarda hangi patojenlerin kapsandiginin belirtilmesi 6nemlidir. Niikleik asitlerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilan protokoliin testin sonucu iizerinde etkisi olmas1 sebebiyle, kendi

DNA ekstraksiyon yontemine sahip olmayan analizlerin standartlastirilmas1 daha zordur (91).

4.9. Candida Enfeksiyonlarinda Tedavide Kullanilan Antifungal flaclar

Konak hiicreler i¢in toksik olmadan 6karyotik maya mantarlarina etkili bir ila¢ hedefinin
bulunmasindaki zorluklardan dolay1 antifungal ilaclarin gelistirilmesi antibiyotiklere kiyasla

daha sinirli olmustur (20).

4.9.1. Polienler

Bugiine kadar yaklasik 100 polien antibiyotik tanimlanmasina ragmen ¢ok azi klinik

kullanim i¢in gelistirilmistir. Amfoterisin B ve lipid formiilasyonlar1 sistemik mantar
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enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en eski antifungal ilaglardir. Polienler, duyarli mantar
hiicrelerinin membranlarindaki basta ergosterol olmak tizere sterollere baglanarak membran
bariyer fonksiyonunun bozulmasina, porin kanallarinin olusumu ile hiicre bilesenlerinin
sizmasina, transmembran potansiyelinin kaybina, metabolik bozulmaya ve hiicre 6liimiine
neden olmaktadirlar (92). Membran permeabilize edici etkilerine ek olarak, hiicre membraninin
lipoperoksidasyonuna bagli bir dizi oksidatif reaksiyon yoluyla mantar hiicrelerinde oksidatif
hasara neden olabilmektedir. Ayrica, polienler makrofaj aktivasyonuna yol agan
immiinomodiilatdr ajanlar olarak hareket edebilmektedirler (93, 94). Amfoterisin B memeli
hiicre membranlarinin ana sterolii olan kolesterole de baglanir, ancak bunu ergosterole gore
daha az avidite ile yapmaktadir. Kolesterole baglanma, amfoterisin B’nin godzlemlenen
toksisitesinin ¢ogunu olusturmaktadir (95). Amfoterisin B, baslangicta amfoterisin B
deoksikolat olarak formiile edilmistir, ancak uzun stireli tedavi ve/veya yiiksek dozlarda renal
distal tiibiil membranlarinda kolesterol ile etkilesime girerek nefrotoksisiteye sebep olmustur
(95). 1990'h yillarda, amfoterisin B'nin nefrotoksik etkisini hafifletmek amaciyla lipidle
baglandig1 yeni formiilasyonlar gelistirilmistir (94). Formiilasyondaki kolesterol, mantar hiicre
duvarina ulasana kadar ilac1 baglamaktadir. Lipozomal formiilasyondaki lipozomlar daha sonra

mantar hiicre duvarina baglanarak ilacin ergosterol ile etkilesime girmesini saglamaktadir (95).

4.9.2. Pirimidinler: Flucytosine (5- fluorocytosine)

En eski antifungal ilaglardan biridir. Ilk olarak 1957 yilinda sentezlenmis, ancak
Cryptococcus neoformans ve Candida tiirlerine kars1 aktivitelerinin gosterildigi 1964 yilina
kadar 6nemli antifungal 6zelliklere sahip oldugu kesfedilmemistir (96). Baslangigta anti-kanser
ilag olarak gelistirilmis bir florlu pirimidin tiirevidir. Mantar hiicresine fcy2 tarafindan kodlanan
sitozin permeaz ile aktif olarak tasinarak, biri protein sentezi inhibisyonu digeri DNA sentezi
inhibisyonu olmak iizere iki bagimsiz mekanizma ile mantar hiicresine hasar vermektedir. Hem
DNA hem de RNA sentezini inhibe etmektedir. Flusitozin, piirin ve pirimidin aliminin
yarismali inhibisyonu yoluyla dogrudan ve 5-florourasile hiicre i¢i metabolizma yoluyla dolayl
olarak mantarlar lizerinde etkilidir (16, 96). Sitozin permeaz ile hiicre i¢ine giren flusitozin,
feyl geni tarafindan kodlanan sitozin deaminaz tarafindan hiicre i¢i deaminasyonla 5-
florourasile doniistiiriiliir. insanlar ve diger memeliler bu enzime sahip olmadigindan flusitozin
memeli hiicrelerinde DNA ve RNA sentezini inhibe etmemektedir (97). Mantarlarda 5-
florourasil daha sonra iki farkli niikleotide doniistiiriiliir: 5-florouridin trifosfat ve 5-

florodeoksiuridin monofosfat. 5-florourasil fur/ genleri tarafindan kodlanan urasil fosforibozil
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transferaz enzimi ile 5-fluorouridin monofosfata ardindan 5-fluorouridin trifosfata dontistiirtiliir
(98, 99) 5-fluorouridin trifosfatin RNA sentezine katilmasi RNA'dan amino asit translasyonu
sirasinda yanlis kodlama ile sonuglanir ve protein sentezi sirasinda yapisal anormalliklere neden
olur. 5-fluorodeoksiuridin monofosfat ise DNA sentezi i¢in gerekli timidilat sentaz1 inhibe
etmektedir. Sonucta hedef hiicrede dengesiz biiylime ve 6liim meydana gelmektedir (16, 100).
Antifungal monoterapi olarak kullanildiginda hizli diren¢ olugmasi nedeniyle genellikle

amfoterisin B veya flukonazol ile birlikte uygulanmaktadir (101).

4.9.3. Azoller

Azoller, 1944 yilindan bu yana mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en 6nemli
antifungal ila¢ smiflaridan biri olmustur. Imidazoller (iki nitrojen) ve triazoller (ii¢ nitrojen)
olarak azol halkalarindaki nitrojen atomlarinin sayisina gore kimyasal olarak kategorize
edilmektedirler. Ketokonazol, bifonazol, mikonazol ve klotrimazol imidazoller arasinda yer
alirken; itrakonazol, flukonazol, isavukonazol ve vorikonazol ise triazoldiir (101). Mikonazol
ve klotrimazol topikal; digerleri ise ¢esitli sistemik ve lokalize mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullamlan oral ilaglardir (102). Imidazollerin gogu, toksik etkilerinden dolay1
(sistemik olarak kullanilabilen ketakonazol hari¢) topikal olarak kullanilmaktadir. invaziv
mantar hastaliginin tedavisinde ise triazoller kullanmilmaktadir. 4. fumigatus' a kars1 fungisidal

aktiviteye sahip olan vorikonazol disinda, azoller tipik olarak fungistatiktir (103, 104).

Tiim azoller, ergosterol biyosentezinde gorev alan, erg/ ] veya cyp51 tarafindan kodlanan
fungal sitokrom P450/lanosterol 14-a-demetilaz enziminin aktif bolgesinde bulunan hem
grubundaki bir demir atomuna baglanmaktadir. Bu enzim lanosteroliin ergosterole
doniisiimiinde lanosterol ve diger sterol prekiirsorlerinden monooksidasyon tepkimesi ile 14-
alfa metil grubunun uzaklastirilmasin1 (demetilasyon) saglamaktir. Azoliin hedefine
baglanmasi lanosteroliin demetilasyonunu inhibe ederek ergosterol tiikenmesine ve toksik
sterol ara iiriinlerinin birikmesine neden olur, bu da hiicre zarinin normal yapisinin ve islevinin
bozulmasina, ciddi membran stresine ve sonugta hiicresel biliylime ve bdliinmenin

engellenmesine sebep olmaktadir (95, 103).

Azoller insan karaciger sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize edilir ve bu
enzimlerin inhibitdrleri diger ilaglarin metabolizmasi tizerinde 6nemli etkilere yol agmaktadir.

Bu durum o6zellikle antifungal profilaksi veya invazif fungal enfeksiyon tedavisi igin azol
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verilen hematoloji ve solid organ nakli yapilan hastalarda, immiinsupresanlarin ve diger
ilaglarin seviyelerini etkileyebilecegi icin 6nem tasimaktadir. Ketokonazol, itrakonazol ve
posakonazol CYP3A4, flukonazol CYP2C9 ve CYP3A4, isavukonazol CYP3A4 ve CYP3AS
ve vorikonazol CYP2C19, CYP2C9 ve CYP3A4 tarafindan metabolize edilir ve CYP2C19
metabolizmada Onemli bir role sahiptir. CYP2C19 polimorfiktir ve farkli genotipler
vorikonazoliin farmakokinetiginde dnemli bir role sahiptir (95). Ayrica doksisiklin gibi ilaglar,
muhtemelen hem ile iligkili demiri tiiketerek flukonazol gibi azollerin etkisini artirmaktadir.
Azollerin ana hedef bilesenleri olan kitin, glukan ve mannan insan viicudunda bulunmadigindan
ve ergosterol ile kolesterol (konak hiicre duvarlarmmin ana sterolii) arasindaki yapi farki

nedeniyle konak hiicre duvarlarina miidahale etmezler (68, 105-107).

4.9.4. Ekinokandinler

Ekinokandinler (mikafungin, kaspofungin ve anidulafungin), hiicre duvar sentezini BDG
sentaz enzimini inhibe ederek bozmaktadirlar. Duyarli mantarlarin hiicre duvarinin énemli bir
fibriler yapisal elemani olan BDG olusumunun inhibisyonu meydana gelmektedir. Inhibisyon,
hiicrenin ozmotik lizisine ve sonucunda hiicre 6liimiine yol agcmaktadir (94). Ekinokandin
ilaglar, Candida tiirlerinde ii¢ fks geni tarafindan kodlanan BDG sentazin major alt birimi olan
Fksp'ye baglanmaktadir (108, 109). Ekinokandinler Candida tiirleri i¢in fungisidal, Aspergillus
spp.’de hiflerin apikal uglarinin biiyiimesini engelleyerek fungistatiktir (94). Molekiiler
agirliklarinin  yiiksek olmast  ve oral biyoyararlanimlariin diisiik olmasi nedeniyle,
ekinokandinler sadece intravendz olarak kullanilmaktadir (94). Invaziv kandidiyaza kars: etkili
olduklar1, Aspergillus tiirlerine kars1 orta diizeyde etkinlik gdsterdikleri, ancak Fusarium spp.,
Cryptococcus spp. veya Mucorales' in neden oldugu enfeksiyonlarda etkisiz olduklar

kanitlanmustir (95, 100).

4.9.5. Alilaminler

Alilamin sinifi antifungal ilaglar ergosterol biyosentezini inhibe ederek mantar
bliylimesini engeller ve genellikle yiizeyel dermatofitozlarin kontrolii i¢in 6nerilmektedirler.
Bu ilaclar arasinda terbinafin (oral ve topikal) ve naftifin (topikal) bulunmaktadir (110).
Terbinafin, skualenin skualen-2,3 epokside doniisiimiinii katalize eden enzim olan fungal

skualen epoksidazi segici olarak inhibe ederek, ergosterol eksikligine sebep olmaktadir. Bu
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durum hiicre membraninin biitiinliigiine zarar vererek azol antifungal bilesiklerde goriilene
benzer bir fungistatik etkiye neden olmaktadir. Bu etkiye ek olarak, toksik etki gosteren
skualenin hiicre i¢inde birikimine neden olarak fungisidal bir etki gostermektedir. Terbinafinin
insan sitokrom P-450 enzim ailesine afinitesi ¢cok diisiik oldugundan dolay1 ilag etkilesimleri

azollerden daha azdir (96, 111).

4.10. Antifungal Duyarhlik Testleri (AFDT)

Agir immiinsiipresyon, uzun siireli genis spektrumlu antibiyotiklere maruz kalma,
implante edilmis tibbi cihazlar gibi invaziv mantar enfeksiyonu i¢in risk faktorleri tasiyan
hastalarin sayisindaki artislar nedeniyle son yillarda AFDT ne ihtiya¢ artmistir. Ekinokandin
sinif1 antifungallerin eklenmesi ve klinik olarak mevcut triazollerin sayisinin artmasi, antifungal
ilaclarin kapsamini genisletmistir (112). Ayrica, antifungal ilaglarin artan kullanimi nedeniyle
duyarli tiirlerin yerini direngli tiirler almis ve bunlarin tedavisinde kullanilan sekonder
antifungallere de diren¢ gelisimi sonucu mantar enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi degismistir
(113). Bu sebeple antifungal ilag direncini tespit edilmesi, spesifik bir mantar tiirii i¢in en iyi
tedavinin belirlenmesi, antifungal direncin yerel ve kiiresel epidemiyolojisinin belirlenmesi ve
yeni antifungal ilaglarin degerlendirilmesi amaciyla dogru in vitro duyarlilik verilerine olan

ihtiyac her zamankinden daha fazladir (112, 113).

AFDT siklikla klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar tarafindan uygun antifungal ilacin
secimine yardimci olacak bir arag olarak gerceklestirilmektedir. Tanim geregi, bir organizmay1
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak adlandirilan gozle goriiliir diizeye kadar inhibe
etmek icin gereken ila¢ konsantrasyonunu belirleyerek duyarliligin ve direncin in vitro
Olclimiinii saglamaktadir (112). Daha fazla terapotik secenek mevcut oldukca, hem intrinsik
hem de edinsel antifungal direnci tespit etmenin degeri ve antifungal ila¢ se¢iminin
optimizasyonuna ihtiya¢ artmistir. Hangi mantar enfeksiyonlarimin tedaviye yanit verip
vermeyecegini tahmin etme ihtiyacinin artmasiyla birlikte, laboratuvar i¢in standartlastirilmis
test yontemlerinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. AFDT ig¢in standardizasyon, tekrarlanabilir
teknikler uygulamak, tedaviye yamiti gilivenilir bir sekilde tahmin etmek, raporlamada
standardizasyon saglamak ve laboratuvarlar aras1 karsilastirmalari ve anlagsmay1 kolaylagtirmak
icin ¢cok onemlidir. Organizmanin inokiilum miktari, inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicaklig1
ve test icin kullanilan ortam dahil olmak iizere in vitro AFDT nin sonucunu bir¢ok faktor

etkilemektedir. Bu tiir faktdrlerin degiskenliginin nihai MiK degeri iizerindeki etkisini en aza
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indirmek, standardizasyonun arkasindaki temel mantiktir. Standardizasyon olmadan, MIiK

degerlerinin laboratuvarlar arasi karsilagtirmalar1t miimkiin degildir (112).

Mikrodiliisyon yéntemleri, altin standart veya referans AFDT teknikleridir. iki kurulus,
EUCAST ve Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI), AFDT’yi ger¢eklestirmek igin
standartlastirilmis yontemlere sahiptir ve direncli Candida izolatlarini belirlemeye yonelik bazi
antifungallerin smir degerlerini gelistirmislerdir. Sivi mikrodiliisyon ydntemleri, klinik
laboratuvarlar i¢in zaman alic1, emek yogun ve zahmetli testlerdir. Manuel, yar1 otomatize ve
otomatize yontemler de dahil olmak iizere ticari olarak temin edilebilen bazi ydntemlerin,
karmasik islem adimlar1 yoktur ve antifungal ilaglar1 rutin kullanimda Candida izolatlarina
kars1 in vitro olarak test etmek icin uygun maliyetli alternatif yontemler olarak son yillarda

kullanilmaya baslanmistir (113).

4.10.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemleri

4.10.1.1. Referans Sivi Mikrodiliisyon Yontemleri

Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI): 1985 yilinda, daha 6nce Ulusal
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Komitesi (NCCLS) olarak bilinen CLSI, AFDT iizerine bir alt
komite olusturmus ve 1997 yilinda M27A "Mayalarin Sivi Diliisyon Antifungal Duyarlilik
Testi i¢in Referans Yontem; Onaylanmis Standart" belgesini yayinlamistir. Bu belge, bazi
antifungaller ve bunlarin Candida ve Cryptococcus gibi mayalara kars: etkileri icin MIK ve
karsilik gelen klinik sinir degerleri ile referans suslar1 tanimlamistir. O tarihten bu yana ¢esitli

giincellemeler yapilarak en son versiyonu 2020 y1linda M60 dokiimaninda yayimlanmigtir (113,

114).

Avrupa Antimikrobiyal Duyarhlik Testi Komitesi (EUCAST): EUCAST'in AFDT alt
komitesi 1997 yilinda kurulmus ve 2008 yilinda mayalar (Cryptococcus dahil) i¢in bir
duyarlilik testi standardi yaymlamistir. 2023 yilinda bu standardin son giincellemesi yapilarak

EUCAST web sitesinde (www.eucast.org) ticretsiz olarak ¢evrimigi erisime agilmistir (6).

Her iki referans yontem (CLSI, EUCAST) arasindaki farklar temel olarak inokiilum
miktar1, inkiibasyon siiresi, besiyeri igerigi ve sonuglarin degerlendirimi ile ilgilidir. Bu

farkliliklara ragmen, her iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilabilir niteliktedir (115).
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Her iki yontemde de RPMI (“Roswell Park Memorial Institute’) siv1 besiyeri kullanilmakta
olup besiyeri icerigindeki glukoz oran1 CLSI’da %0,2, EUCAST da ise %2 oranindadir (112).
CLSI yonteminde antifungal ilag stok konsantrasyonu en az 1280 pg/ml veya test edilecek en
yiiksek konsantrasyonun 10 kati (hangisi daha biiylikse) olacak sekilde hazirlanirken;
EUCAST, test edilecek en yiiksek konsantrasyondan en az 200 kat daha yiiksek
konsantrasyonlarda ilag¢ stoklarinin hazirlanmasini1 6nermektedir. CLSI, mikroorganizmanin en
az iki kez alt kiiltlir yapildiktan sonra test edilmesini dnerirken EUCAST yonteminde herhangi
bir alt kiiltlir sayis1 belirtilmemistir. CLSI’da kullanilan mikroplak U tabanli iken EUCAST
doku ile muamele edilmis diiz tabanli mikroplak kullanilmasini tavsiye etmektedir. Iki yontem
arasindaki diger bir fark ise inokiilum miktarlaridir; CLSI 0,5-2,5%10° hiicre/ml, EUCAST ise
1-5%10° hiicre/ml olarak kullanilacak mikroorganizma miktarini standardize etmistir. Sonuglar
CLSI’da gorsel olarak degerlendirilirken, EUCAST spektrofotometrik degerlendirilmeyi
onermektedir. Ayrica amfoterisin B igin CLSI iiremenin %100 inhibe oldugu kuyucugu MIK
degeri olarak belirlerken EUCAST %90 inhibisyonun oldugu kuyucugu MIK degeri olarak
saptamaktadir. Her iki yontemde de azoller ve ekinokandinler i¢in liremede %50 inhibisyon

MIK degerini vermektedir (112, 116).

Referans sivi diliisyon bazli AFDT yontemlerinin bazi dezavantajlari mevcuttur.
Bunlardan ilki uzun bir siire gerektirmesidir. Sonucun raporlanmasi i¢in gereken siire testin
yapilmasini takiben 24-72 saattir. Ayrica referans yontemler amfoterisin B'ye direngli izolatlar1
duyarli olanlardan ayirmada basarisizdir. Test ortami olarak “Antibiotic Medium 3”{in ve/veya
test yontemi olarak gradient serit testin (GST, “Gradient stripe test”) kullanilmasinin

amfoterisin B'ye direncli suslar tespit etme kabiliyetini artirdig1 6ne siirtilmistiir (117).

4.10.1.2. Kolorimetrik Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

MIK degerlerinin okunmasindaki zorluklar, dogru gérsel okumay1 kolaylastirmak igin
kolorimetrik gostergeler iceren testlerin gelistirilmesine ve kullanilmasina yol agmustir.
Sensititre “Yeast One” (SYO, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA [eski adiyla TREK
Diagnostic Systems]) bu amagcla kullanilan ve en ¢ok ¢alisilan, ticari olarak temin edilebilen
kurutulmus kolorimetrik paneldir (117). ASTY kolorimetrik antifungal paneli ise (Kyokuto
Pharmaceutical Industrial Co., Ltd., Japonya), iizerinde az sayida calisma yapilan, MiK
tespitinde oksidasyon-rediiksiyon kolorimetrik indikatorii kullanan, ticari olarak hazirlanmig

bir diger mikrodiliisyon panelidir (118). Diger s1vi mikrodiliisyon formlar1 gibi, SYO paneli de
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antifungal ilacin seri diliisyonlarini i¢ceren 96 kuyucuklu bir plaktan olusmaktadir. Ancak, ek
olarak, kuyucuklar kolorimetrik iireme gostergesi olan resazurin (alamarBlue) igermektedir, bu
nedenle mantar ¢ogalmasi ve MIK tayini, tanmimlannmis bir iireme miktarindan ziyade
kuyucuktaki renk degisimine dayanmaktadir. Bu sistemde kirmizi renk iiremeyi gosterirken,
mor renk iiremenin engellendigini, mavi renk ise biiylimenin olmadigini gostermektedir.
Plaklar kuru olarak gonderilir, oda sicakliginda yaklasik 24 aylik bir raf dmriine sahiptir ve tek

tek paketlenmistir, bu da testlerin seyrek olarak yapildig: bir klinik laboratuvarda kullanim i¢in

idealdir (112, 116).

Ticari olmayan ve tetrazolyum tuzu olan 2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-[(siilfenilamino)
karbonil]-2H-tetrazolyum-hidroksit) (XTT)'in mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan
indirgenmesine dayanan bir baska kolorimetrik yontem de AFDT ig¢in arastirilmaktadir. Bu
metabolik test, mantar metabolizmasin1 degerlendirerek mantar ¢ogalmasini spesifik olarak
Ol¢mektedir. XTT'nin formazan tlirevine doniisiimii, saridan mora renk degisimi ile gosterildigi

gibi, optik yogunlugun spektrofotometrik degerlendirmesi ile de ol¢iilmektedir (117).

4.10.1.3. VITEK 2 Maya Antifungal Duyarhhk Paneli

VITEK 2 (BioMérieux, Fransa), klinik olarak ilgili Candida tiirleri igin bir MIK degeri
belirlemek tizere spektrofotometrik okumalar1 kullanan, otomatize AFDT yontemidir. Kartlar,
besiyeri i¢inde kurutulmus antifungal ilag konsantrasyonlar1 bulunan kuyucuklar igermektedir.
Izolat, salin i¢inde standart bir konsantrasyona ayarlandiktan sonra, ila¢ kuyularmi rehidrate
etmek i¢in kullanilir ve kart bir VITEK 2 kart okuyucu/inkiibatore yerlestirilir. Her bir
kuyucuktaki iireme optik bir tarayici ile 36 saate kadar (ortalama 12 ila 14 saat) izlenir ve
karttaki her bir antifungal igin yorumlayici kategori ile birlikte bir MIK degeri iceren bir rapor
olusturulur. Bu testin sagladigi otomasyon, yiiksek test hacmine sahip klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 igin idealdir. Ozel mikoloji egitimi gerektirmez ve sivi mikrodiliisyon ile
karsilastirilabilir dogru sonuglar iireten hizli bir AFDT yontemidir. Bununla birlikte, manuel
okumalar miimkiin degildir ve Amerika Birlesik Devletleri'nde, bu sistem aracilifiyla AFDT

icin FDA tarafindan yalnizca flukonazol, vorikonazol ve kaspofungin onaylanmustir (112).
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4.10.2. Agar Bazh Duyarhlik Testleri

4.10.2.1. Disk Difiizyon Testi (DDT)

DDT, hazirlig1 ve yorumlama kolayligi, tekrarlanabilirligi ve ucuz olmasi nedeniyle ideal
bir tarama testidir. CLSI tarafindan Candida tiirlerinde azoller ve ekinokandinlerin antifungal
duyarliliginin belirlenmesi igin DDT (CLSI M44 serisi) gelistirilmis ve gecerli kilimmuistir. Sabit
bir antifungal ilag konsantrasyonu igeren ticari kagit diskler kullanilmaktadir (112). CLSI
mikrodillisyon yontemi ile EA degeri >%90 saptanmistir (119). Bu testte %2 glukoz ve 0,5
mg/L metilen mavisi iceren Mueller Hinton agar (MHA) kullanilmaktedir (113). Glukoz mantar
tiremesini desteklemek i¢in, metilen mavisi ise zon kenarinin belirginlesmesi i¢in
eklenmektedir (112). Kullanilan MHA’mn pH's1 7,2-7,4 arasinda olmali ve agar 4 cm
yiiksekliginde hazirlanmalidir. 1-5x10° KOB/mL inokiilum ayarlanarak agar yiizeyine esit
olarak dagitilmalidir ve 3-15 dk kurutulduktan sonra diskler yerlestirilerek 35 °C'de 24 saat
sireyle inkiibe edilmelidir. Yetersiz iireme gozlendiginde inkiibasyon siiresi 48 saate
uzatilabilmektedir. Bu dokiiman Candida tiirleri i¢in kaspofungin, flukonazol ve vorikonazol
i¢in ¢ok sayida izolatin MIK degerlerine gore belirlenen zon ¢ap1 yorumlama kriterlerine
sahiptir. Sinir degere sahip olmayan Candida tiirleri ve antifungal ilaglarin disk difiizyon
yorumlama kriterleri bulunmamaktadir. En 6nemli kisitliligi ise MIK degerinin saptanamamast,
yeni ortaya c¢ikan tiirler ve yeni gelistirilen antifungal ilaglarin degerlendirilmesinde

kullanilamamasidir (112).

4.10.2.2. Gradient Serit Difiizyon Testi (“Gradient Strip Test”, GST)

Referans s1vi mikrodiiisyon ydntemlerine gére daha ucuz, MIK degeri saptanabilen,
kullanimi kolay, agar bazl bir ticari AFDT yontemidir. Bu seritler, bir antifungal ila¢ gradienti
iceren ve bir konsantrasyon 6lgegi ile isaretlenmis ince plastik veya nitroseliiloz seritlerdir.
Mantar hiicreleri agar plagina inokiile edildikten sonra gradient difiizyon seritleri eklenerek 24-
48 saat siireyle inkiibe edilmektedir. Bu siire zarfinda antifungal ila¢ agara yayilir ve mayanin
elips seklindeki biiyiimesinin seritle kesistigi nokta MIK degeri olarak belirlenmektedir (112,
116). En yeni triazol ila¢ olan isavukonazol dahil olmak {izere tiim onaylanmis antifungal ilaclar
icin seritler mevcuttur. Gradient serit diflizyon testinin s1vi mikrodiliisyona kiyasla 6nemli bir

avantaji amfoterisin B testidir. Candida tiirlerinin amfoterisin B'ye kars1 sivi mikrodiliisyon
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testi, 0,25-1 pg/ml araliginda sikica kiimelenmis MIK degerlerini ortaya ¢ikarken, GST
kullanilarak test yapildiginda, ¢cok daha genis ve gesitli MIK degerleri elde edilir ve hem
Candida hem de Cryptococcus tiirlerinde amfoterisin B'ye duyarli ve direncli izolatlar arasinda

ayrim yapilabilmektedir (112).

Flukonazol ve itrakonazol gibi azoller, Candida'nin tam olmayan/kismi biiylime
inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu etkinin bir sonucu olarak, baz1 Candida izolatlan,
duyarlilik testinde ilacin konsantrasyonlariin genis bir araliginda azalmig ancak kalic1 biiyiime
gostermektedir. Bu fenomen “trailing growth effect (takip eden/iz birakan biiyiime etkisi)”
olarak adlandirilmaktadir ve azol duyarlilik testlerinde gorsel son noktalarin yorumlanmasinda
zorluklara neden olmaktadir. Azoller i¢in “trailing” ¢ogunlukla C. albicans ve C. tropicalis
izolatlar1 i¢in rapor edilmistir. Bu 6zelligi gosteren izolatlarin, in vivo ¢alismalarda flukonazole
duyarli oldugu saptanmistir. Cesitli Candida tiirleri i¢in flusitozin ve ekinokandinlerle de
“trailing” gozlenmistir. Ekinokandin duyarlilik testlerinde “trailing” siklikla hafif ve daha az
yaygin goriilmektedir ve MiK'lerin yorumlanmasina fazla miidahale etmemektedir. DDT ve
GST gibi agar bazli AFDT’lerinin 6nemli avantajlarindan biri de “trailing” 6zelligi gosteren
izolatlar1 saptamada sivi mikrodiliisyon testlerine gore daha basarili olmalaridir. “Trailing
growth”, sirastyla DDT ve GST'te inhibisyon bolgesi veya inhibisyon elipsi iginde

mikrokolonilerin yogun liremesi olarak gézlenmektedir (117, 120).

4.10.2.3. Agar Diliisyon Yontemi

Bu geleneksel duyarlilik testi yontemi, Candida tirlerinde flukonazol, itrakonazol,
ketokonazol, flusitozin ve amfoterisin B i¢in c¢alisilmistir. Calismalarin ¢ogunda sivi
mikrodillisyon yontemiyle iyi bir korelasyon gosterse de, standardize edilmemistir ve 6zellikle
referans metodolojilerin kapsadigi antifungal-maya kombinasyonlar1 i¢in artik daha az
kullanilmaktadir (117). Kromojenik Candida besiyeri ile birlikte belirli bir flukonazol
konsantrasyonunu (8 pg/ml) iceren agar diliisyon bazli bir yontemin, flukonazol direncinin
taranmasinda faydali oldugu gozlenmistir (116). Ancak bu yontemde flukonazole direngli
oldugu saptanan izolatlara resmi bir AFDT yontemi uygulanmast gerekmektedir. Yar1 kati
agara dayal1 bir agar diliisyon yonteminin de referans yontemle 6nemli 6l¢iide uyum sagladigi
bildirilmistir. %20 COz igeren ortamda inkiibasyonun, agar diliisyon yonteminde son noktay1
netlestirmede kolaylik sagladigi gosterilmistir (116). Bu yontem Malassezia gibi baz1 zor

tireyen mantarlar i¢in arastirilmaktadir (117) .
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4.10.3. Yeni Gelistirilen Yontemler

Referans yontemler ve ticari olarak gelistirilmis rutin AFDT yontemlerinin en énemli
dezavantaji sonug elde etmek i¢in 24-48 saat gerekmesidir. Rutin yontemlerin disinda standart
molekiiler yontemler ve heniiz aragtirma agamasinda olan yeni yontemler de mevcuttur. Akim
sitometrisi, gozenekli aliiminyum oksitte (PAO) floresan mikroskopi, izotermal
mikrokalorimetre, MALDI-TOF MS ve molekiiler teknikler son donemde calisilan
yontemlerdir (117).

Akim Sitometrisi ve Vital Boyalarin Kullanomi: Flow sitometri (“fluorescence-
activated cell sorting”, floresanla aktive edilen hiicre ayirma-FACS) maya ve kiiflerin AFDT
icin arastirilan yontemlerden biridir. Bu yontemin en onemli avantaji, ortalama 4-6 saat gibi
kisa bir inkiibasyon siiresine sahip olmasidir. FUN-1, propidyum iyodir, 3,3'-
dipentiloksakarbosiyanin iyodiir veya akridin oranj gibi membran potansiyeline duyarli veya
DNA baglayici 6zelligi olan ¢esitli canlilig1 belirten boyalar da antimikrobiyal duyarliliklarin
belirlenmesinde arastirilmaktadir. Testte kullanilan boyaya bagh olarak sonuglar, ilaca maruz
kalmay1 takiben boya ile boyanan hiicrelerin floresan yogunlugundaki azalma veya artisin

degerlendirilmesiyle belirlenmektedir (116, 117).

Ergosterol Miktar Tayini: Bu yontem ¢ogalmanin inhibisyonu yerine hiicresel
ergosterol iceriginin Ol¢limiine dayanmaktadir. Ergosterol sabunlagtirma (saponifikasyon)
yoluyla tiim maya hiicrelerinden izole edilmekte ve sabunlastirilamayan lipitler heptan ile
ekstrakte edilmektedir. Ergosterol 240 ve 300 nm arasindaki spektrofotometrik absorbans

profili ile tantmlanmaktadir (116, 117).

MALDI-TOF MS: Genel olarak bu yontemde izolat, belli bir antifungal ilag
konsantrasyonuna maruz birakilir ve ilagsiz bir kontrole kiyasla proteomdaki herhangi bir
degisiklik, antifungal kaynakli hasarin bir gostergesi olarak yorumlanir. Minimal profil degisim
konsantrasyonu (“minimal profile change concentration”, MPCC) saptanarak degerlendirme

yapilmaktadir (112, 116, 117).
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4.10.4. Molekiiler Yontemler

Gliniimiizde antifungal diren¢ mekanizmalarim1 tespit etmek icin kullanilabilecek
molekiiler testlerin gelistirilmesine yonelik ¢abalar siirmektedir (112). Niikleik asit dizisine
dayali amplifikasyon teknikleri, hedef genin mRNA transkriptlerini tespit etme yetenegine
sahiptir ve bu nedenle direng fenotipleri daha giivenli ve hizli bir sekilde tespit edilebilmektedir
(121). Ancak, bu tiir testler yalnizca diren¢ mekanizmalar1 bilindiginde ve etken kimligi
dogrulandiginda kullanilabilmektedir. Ekinokandinlere direncten sorumlu fks/ (tim Candida
tiirleri) ve fks2 (C. glabrata) genlerinin sicak nokta bolgelerindeki nokta mutasyonlarinin tespiti
icin, gercek zamanli multipleks molekiiler isaret problari, erime egrisi analizi, asimetrik PZR
ile mikrokiire bazli testler ve DNA dizi analizi de dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler testler
tanimlanmistir. Ancak, bu testler klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
uygulanmamaktadir (112, 121). Candida tiirlerinde azol direncinden siklikla sorumlu olan
ergll genindeki mutasyonlar PZR temelli testler veya DNA dizi analizi kullanilarak
saptanabilmektedir. Ayrica ABC ve MFS grubu DAP’nin trankripsiyonunu diizenleyen
genlerdeki (tacl, mrrl vb.) mutasyonlarin molekiiler yontemlerle belirlenmesi yoluyla da azol

direnci saptanabilmektedir (112).

Direng gelisiminde 6nemli olan bu genlerdeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
PZR tabanli bir yontemle saptanmasinda MAS PZR kullanilabilmektedir. MAS PZR diziye
O0zgii bir “mismatch” amplifikasyon test yontemidir ve Onceden bilinen mutasyonlari
saptayabilmektedir. Bu yontemde kullanilan primer veya problar mutasyona 6zgii sekilde
tasarlanmaktadir ve bu mutasyonu saptamak icin PZR amplifikasyonu yapilmalidir. Uygun

primer ve prob tasarimi MAS PZR’de reaksiyonu etkileyen en 6nemli noktalardandir (122).

4.11. Candida Tiirlerinde Antifungal Ila¢ Direnci

4.11.1. Azol Direnci

Candida tirlerinde azollere kars1 dort ana direng mekanizmasi tanimlanmistir. Herhangi

bir mantar tiiriinde birden fazla mekanizma birlikte rol oynayabilmektedir (92).
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a. Azalmis Ilac Konsantrasyonu: DAP aktivasyonu, ilacin hedef bolgesindeki
konsantrasyonunun azalmasina neden olmaktadir. DAP, Candida tiirlerinde iki tasiyict gen
ailesi tarafindan kodlanmaktadir: ATP baglayici kaset siiper ailesinin (“A7P binding cassette”,
ABC) cdr genleri ve major kolaylastiric siiper aile sinifinin (“major facilitator superfamily”
MES) mdr genleri (107). ABC proteinleri, genellikle ATP hidrolizini katalize eden iki
transmembran domeyni (TMD) ve iki sitoplazmik niikleotid baglayic1 domeynden (NBD)
olusmaktadir (123). Bugiine kadar C. albicans'ta en az yedi cdr geni tanimlanmistir, ancak
simdiye kadar sadece cdrl ve cdr2 azol direnci ile iligskilendirilmistir (124). Uzun siireli
antifungal tedavi alan hastalarda, cdrl ve cdr2’nin artmis ekspresyonunun, azol direncinden
sorumlu oldugu saptanmistir (123). cdrl ve cdr2 'nin ekspresyonu C. albicans'ta transkripsiyon
faktorii tacl tarafindan diizenlenmektedir ve tac/ geninde meydana gelen fonksiyon kazandirici
mutasyonlar (“gain of function”, GOF) Cdrl ve Cdr2 DAP’nin ekspresyonunu artirarak azol
direncine sebep olmaktadir (106). cdr geni tarafindan kodlanan DAP’nin artmis ekpresyonu
neredeyse tiim azollere direng gelismesine neden olmaktadir (92, 125). C. albicans'in MFS
tastyici geni mdrl (eski adiyla benomil direnci i¢cin BENr), DHAI1 ailesinin bir iiyesidir. mdrl
geni tarafindan kodlanan DAP’nin ekpresyonunun artmasi ise flukonazole 6zgli daha diistik
diizey diren¢ olusturmaktadir ve diger azollere ¢apraz direncle iligkili degildir (92, 123, 124).
mdrl geninde ya da bu genlerin transkripsiyon faktorlerinden mrr/ geninde meydana gelen
GOF nokta mutasyonlar1 sonucunda genlerin ekspresyonlarinin artmasiyla flukonazole direng

gelismektedir (68).

b. Hedef Bolge Degisikligi: Candida tirlerinde kazanilmis azol direnci temel olarak
ergosterol biyosentez yolunun modifikasyonu ile iligkilidir. erg/I'in sicak nokta bolgelerinde
meydana gelen SNP’ler azollerin hedef enzime (lanosterol Cl4a-demetilaz) baglanma
bolgelerinde aminoasit degisimlerine sebep olur ve bu da azollerin hedef enzime baglanma
yetenegini diislirerek antifungallerin toksik aktivitesini azaltmaktadir (92, 126). Bu gende
birden fazla farklt mutasyon bir arada bulunabilmektedir (92). ergl// genindeki SNP’lerin
haploid organizmalarda (6rn. C. glabrata) diploidlere (6rn. C. albicans) kiyasla daha biiytik bir
etkiye sahip olma potansiyeline ragmen, C. glabrata 'da da en yaygin direng mekanizmasi

ilaglarin DAP yoluyla disar1 atilmasidir (127).

c. ergll'in Asinn1 Ekspresyonu C. albicans'in azol direngli klinik izolatlar1 arasinda
yaygin olarak saptanan diger bir erg/ ] iliskili direng mekanizmasidir. Hedef enzim miktarinda
yasanan artig, inhibisyon ic¢in daha fazla ilag gerektirdiginden bu durum dirence dogrudan
katkida bulunmaktadir (127). ergl1'in asir1 ekspresyonunu agiklayan birden fazla mekanizma

bulunmaktadir. Ilk olarak, ergll geninin amplifikasyonu, ergl1'in bulundugu kromozom 5'in
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sol kolunun iki kopyasi ile bir izokromozom olusumu (i(5L)) veya tiim kromozomun
duplikasyonu ile meydana gelebilir (128). Ikinci olarak, transkripsiyon faktdrii upc2'yi
kodlayan gendeki GOF mutasyonlar1 erg//'in yapisal olarak daha fazla ekpresyonuna yol
acmaktadir (129). upc2 mutasyonuna sahip C. albicans izolatlarinin ise azollere karsi artmis
duyarhilik gosterdigi gozlenmistir (107). Enzim seviyelerindeki az miktarda meydana gelen
artis nedeniyle bu mekanizmanin Candida tiirlerindeki genel azol direncine ¢ok az katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (92). Bu tip azol diren¢ mekanizmasi C. glabrata, C. parapsilosis,

C. tropicalis ve C. krusei izolatlar1 i¢in de bildirilmistir (107).

d. Baypas Yollarinin Gelistirilmesi: Azol bilesiklerine maruz kalma sonucunda mantar
hiicre membraninda ergosterol tiikenir ve toksik iiriin 14a-metil-3,6-diolliin birikmesi
sonucunda hiicre biiylimesi durur. erg3 geninin mutasyonu 14a-metilfekosterolden 14a-metil-
3,6-diol olusumunu engellemektedir. Ergosterol tiikenmesine ragmen alternatif sterollerin (4o~
metilfekosterol) birikimi ile, degismis membran bilesimi meydana gelerek, azol varliginda
bliylimenin devam etmesi saglanmaktadir. Bu sekilde erg3 mutasyonu azollerin ergosterol
biyosentez yolu tlizerindeki etkisini ortadan kaldirmaktadir. erg3 mutasyonuna sahip Candida
izolatlarinin hiicre membranlar1 ergosterolden yoksun oldugu i¢in bu mutasyonu tasiyan
izolatlar polienlere kars1 da direnglidir (92, 107, 124, 126, 130). erg3 aracil1 azol direnci, protein
fosfataz kalsindrin, protein kinaz Pkc1, molekiiler saperon Hsp90 ve muhtemelen tanimlanmay1

bekleyen diger diizenleyiciler gibi temel stres yanit1 diizenleyicilerine yakindan baglidir (106).

4.11.2. Ekinokandin Direnci

Ekinokandinler, klinikte kullanima sunulan en yeni antifungal ila¢ sinifidir ve azollere
direngli Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir, ancak
son zamanlarda hem laboratuvarda hem de klinik kullanimda ekinokandinlere direngli Candida
tiirleri ortaya ¢ikmaktadir. Ekinokandin direnci esas olarak glukan sentazi kodlayan fks/ (tim
Candida tirleri) ve fks2 (C. glabrata) genlerinin yiiksek oranda korunmus spesifik
bolgelerindeki (Sicak bolge, “Hot-spot region”, HS) tek niikleotid polimorfizmleri nedeniyle
olusan aminoasit degisimleri ile iliskilendirilmistir. Bu aminoasit degisimleri ile ilacin hedef
bolgesinde degisiklik meydana gelmesi sonucunda ilag¢ etki edememektedir. Bu HS bolgeleri
farkli Candida tiirleri arasinda korunmaktadir ve direng seviyeleri mutasyonlara (131) ve bu
genlerin ekspresyonuna bagli olarak degismektedir (132). C. glabrata'da fks2 ekspresyonu
kalsindrine bagimlidir, bu nedenle fks2 tarafindan saglanan diren¢ FK506 gibi kalsindrin
inhibitdrlerinin uygulanmasiyla geri dondiirtilebilmektedir (106, 132). Candida tiirlerinde uzun
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stireli ekinokandin ilaglara maruz kalmanin 6zellikle tekrarlayan kandidemisi olan bagisikligi
baskilanmis hastalarda ekinokandin duyarliliginin azalmasina yol a¢tigi saptanmistir (133).
Genel olarak klinik agidan 6nemli Candida tiirlerinin ¢ogu ekinokandinlere duyarlidir, ancak,
baz1 Candida tiirleri, fks genlerinde dogal olarak olusan polimorfizmlere sahiptir ve bu da onlar1
ekinokandinlere karsi daha az duyarli hale getirmektedir. Hem C. parapsilosis kompleks (C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis) hem de C. guilliermondii diger
duyarli Candida tiirlerine gére daha yiiksek MIK degerlerine sahiptir. C. parapsilosis ailesinde,
HS-1'de Pro660Ala polimorfizmi, C. guilliermondii'de Leu633Met ve Thr334Ala
polimorfizmleri izlenmektedir. Bu degisiklikler glukan sentazin ilaca olan duyarliligini bir
miktar azaltarak MiK degerlerinin yiikselmesine neden olmaktadir (126, 132). C. albicans’ta
ise Ser641 ve Ser645'teki amino asit degisiklikleri en sik goriilen ve en belirgin direng
fenotipine neden olan degisikliklerdir. C. glabrata'da ise fks2'de Phe 659 ve Ser663, fksi'de
Ser629 pozisyonlarindaki aminoasit degisiklikleri en sik izlenen aminoasit degisimleridir (132).
Ayrica C. glabrata'da ¢oklu ilag direnci, kaspofungin direnci ile iliskili fks2'deki nokta
mutasyonlarin yani sira flukonazol ve vorikonazol direnci ile baglantili CgCDR1 ve CgCDR2

DAP’nin asir1 ekspresyonu yoluyla meydana gelmektedir (125).

4.11.3. Polien Direnci

Uzun yillar klinik kullanima ragmen amfoterisin B'ye karsi minimal direng geligsmistir
(134). C. lusitaniae ve C. guilliermondii, amfoterisin B'ye intrensek direnclidir. Poliene direncli
klinik izolatlarin ¢ogunun membranlarinda biiyiik dl¢lide azalmis ergosterol igerigi vardir.
Membran yapisindaki veya membrandaki sterol/fosfolipid oranindaki degisikliklerin direngle
iligkili olabilecegini 6ne siiren kanitlar vardir (130). Ergosterol sentezinde gorev alan enzimleri
kodlayan genlerde (erg2, erg3, erg5, erg6, ergll) meydana gelen mutasyonlar sonucunda
ergosterol sentezinin azalmasma bagli olarak amfoterisin B direnci gelismektedir (99).
Ergosterol biyosentezinde rol oynayan erg3 genindeki mutasyonlar, mantar membraninda diger
sterollerin birikmesine yol agmaktadir. Polien direncli Candida izolatlari, polien duyarh
izolatlara kiyasla nispeten diisiik ergosterol igerigine sahiptir. Amfoterisin B'ye direng, oksidatif
hasara kars1 duyarliligin azalmasiyla birlikte artan katalaz aktivitesi ile de gelisebilmektedir.
Ayrica hastanin 6nceden azollere maruz kalmasi durumunda da hiicre zarinda Amfoterisin

B’nin hedefi olan sterol miktar1 azalarak Amfoterisin B’ye diren¢ gelismektedir (92, 98).
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4.11.4. Flusitozin (5- fluorocytosine) Direnci

Monoterapi olarak kullanildiginda flusitozine direng¢ hizla ortaya ¢ikmaktadir. Sitozin
permeazi kodlayan fcy2 geni, sitozin deaminazi kodlayan fcyl geni ve urasil fosforibozil
transferazi kodlayan fur/ genindeki nokta mutasyonlar, edinilmis flusitozin direncinden
sorumludur. Ayrica, yakin zamanda C. glabrata'da flusitozin direncini etkileyen arginin
homeostazi, hiicre duvar1 yeniden sekillenmesi ve plazma membraninda yer alan bir gliserol
kanal1 olan Fps’ler ve regiilatorlerinin degisikliklerini iceren cesitli biyolojik siireclerin de

direngte rol oynayabilecegi bildirilmistir (98, 99).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Izolatlarin Se¢imi

Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ibn-i
Sina Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Mikrobiyoloji Birimi biinyesinde yiiriitiilmiis ve gerekli
etik kurul onay1 18-539-21 numara ile 16/09/2021 tarihinde alinmistir. Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Ibn-i Sina hastanesinin eriskin klinik servislerinden Ibn-i Sina Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na hastalarin tan1 ve tedavi siire¢lerinde kan akimi enfeksiyonu (KAE) siiphesi ile
1.1.2021-31.12.2023 tarihler arasinda gonderilen kan kiiltiirlerinde tiremis Candida spp.

izolatlar1 degerlendirilmistir.

VITEK MS (BioM¢rieux, Fransa) otomatik kan kiiltiir cihazinda bes giinliik inkiibasyon
sliresi icinde iireme sinyali alinan siseler calismaya alinmistir. Bu izolatlar i¢in rutin laboratuvar
islemleri sirasinda siselerden Gram boyama yapilip, %5 koyun kanli agar (KKA), ¢ikolata agar
(CA) ve eozin-metilen mavisi (EMB) agara pasajlar alinmis, Gram boyamada maya hiicresi
goriildiigiinde Saouraud Dekstroz agar (SDA) besiyerine de ekim yapilmistir. Plaklarda iireyen
mikroorganizmalar belirtilen tarihler arasinda VITEK MS (BioMérieux, Fransa) ile
tanimlanmistir. AFDT islemleri VITEK 2 cihazi ile gergeklestirilmistir. Rutin islemleri
tamamlanan izolatlarin stoklar1 belirtilen siire boyunca toplanarak 1 ml %20 gliserol ilave

edilmis beyin kalp inflizyon buyyonu iginde -20 °C’de saklanmustir.

Laboratuvarimizda 2021-2023 yillar1 arasinda KAE etkeni olarak 220 kan kiiltiiriinde
Candida spp. izole edilmistir. Kandidemisi olan hastalarin tekrarlayan {iremeleri oldugunda
duyarlilik sonuglarini etkilememesi amaciyla ¢alismaya sadece ilk izolat alinmigtir. Bir hastada
farkli Candida tiirii ile kandidemi gelistiginde ise tiim izolatlar ¢alismaya dahil edilmistir.
Belirtilen tarihler arasinda tekrarlamayan 182 Candida KAE oldugu saptanmustir. izolatlarin
dagilim oranlar incelendiginde sirasiyla %36,3 C. parapsilosis (n=66), %28,6 C. albicans
(n=52), %18,1 C. glabrata (n=33), %7,7 C. auris (n=14), %3,8 C. tropicalis (n=7), %2,2 C.
kefyr (n=4), %2,2 C. krusei (n=4) ve %1,1 C. dubliniensis (n=2) oldugu saptanmistir. Bu
izolatlarin VITEK 2 AFDT sonucu olan, stoklardan {iretilebilen, izolat sayis1 20 nin iizerinde

olan tiirler caligmanin geri kalaninda kullanilmistir. Buna gore ¢calismaya, 2021-2023 yillarinda
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132 hastadan alinan kan kiiltiirlerinde tiremis olan C. parapsilosis (n=57), C. albicans (n=49)

ve C. glabrata (n=28) olmak tizere toplam 134 Candida izolat1 alinmistir.

Molekiiler testler icin, fenotipik AFDT sonucunda, EUCAST 2023 Antimikrobiyal
Duyarlilik Sinir Degerlerine gore en az bir azol grubunda (flukonazol, vorikonazol ve
itrakonazol) ilaca artmis temasta duyarli ya da direngli kategoride saptanan C. parapsilosis
izolatlar1 sec¢ilmistir. EUCAST E.Def 7.4’e gore Candida spp. i¢in kullanilan ECOFF ve Klinik
Sinir Degerler Tablo 5.1°de gosterilmistir (135). Azol direngli C. parapsilosis izolatlarinda
ergl I geninde en sik saptanan mutasyon olan A395T mutasyonunu taramak amaciyla iki farkl
MAS PZR yontemi tim C. parapsilosis izolatlarinda (n=57) arastirilmistir. mrrl genindeki
polimorfizmleri belirlemek i¢in ise azollere direngli ve artmis temasta duyarli saptanan 41 C.

parapsilosis izolat1 degerlendirilmistir.

5.2. EUCAST Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Antifungal Duyarhhklarin Belirlenmesi

C. parapsilosis ATCC 22019 ve C. krusei ATCC 6258 suslan kalite kontroli icin
kullanilmistir. Calisma izolatlar1 ve kalite kontrol suslarinin flukonazol, vorikonazol,
itrakonazol, mikafungin sodyum, kaspofungin, anidulafungin ve amfoterisin B’ye in vitro
duyarliliklar1t EUCAST 2023 onerilerine gore test edilmistir. Bu amagla yapilan tiim testler
EUCAST E.Def 7.4, “Mayalar I¢in Antifungal Ilaglarin Siv1 Diliisyon ile Minimum Inhibitér
Konsantrasyonlarint Belirleme Yontemi Kilavuzu” dogrultusunda yapilmistir (6). Bu
yontemde, sivi Kkiiltiir besiyeri ve antimikrobiyal ilaglarin seri sulandirimlarini igeren
mikrodiliisyon plak kuyucuklarinda mantarlarin iireme yetenegi arastirilarak MIK degeri
belirlenmektedir. Calisma sonuglart EUCAST E.Def 7.4’e gore Candida spp. i¢in kullanilan
epidemiyolojik sinir deger (ECOFF) ve klinik simir degerler kullanilarak degerlendirilmistir
(135) (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. EUCAST E.Def 7.4’e gore Candida tiirleri i¢in kullanilan Epidemiyolojik (ECOFF)

ve Klinik Siir Degerleri

Candida Tiirii Antifungal Tlac ECOFF (mg/L) Klinik Sinir Deger (mg/L)
WT < S< I R>
Flukonazol 2 2 4 4
Vorikonazol 0,06 0,125 0,25 0,25
. ltrakonazol 0.125 0.125 0.125
C. parapsilosis . fingin 2 2 2
Anidulafungin 4 4 4
Amfoterisin B 1 1 1
Flukonazol 0,5 2 4 4
Vorikonazol 0,03 0,06 0,125-0,25 0,25
) Itrakonazol 0,03 0,06 0,06
C. albicans i afungin 0,016 0,016 0,016
Anidulafungin 0,03 0,03 0,03
Amfoterisin B 1 1 1
Flukonazol 16 0,001 0,001
Vorikonazol 1 - -
Itrakonazol 2 - -
C. glabrata  —p fungin 0.03 0.03 0.03
Anidulafungin 0.06 0.06 0.06
Amfoterisin B 1 1 1

ECOFF: Epidemiyolojik sinir deger, WT: Sokak tipi (Wild type), S: Duyarli (susceptible), I: Artmis temasta
duyarli (Susceptible, increased exposure), R: Direngli (resistant)

5.2.1. Tla¢ Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

AFDT’de kullanilacak flukonazol (Sigma-Aldrich, ABD), vorikonazol (Sigma-Aldrich,
ABD), itrakonazol (Sigma-Aldrich, ABD), mikafungin sodyum (Sigma-Aldrich, ABD),
kaspofungin (Sigma-Aldrich, ABD), anidulafungin (Sigma-Aldrich, ABD) ve amfoterisin B
(Sigma-Aldrich, ABD) antifungalleri toz formunda temin edilmistir. Antifungal ilaclarin
timiinde EUCAST o6nerileri dogrultusunda ¢oziicli olarak dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-
Aldrich, ABD) kullanilmistir. Antifungallerin ana stoklarin1 hazirlamak icin gerekli olan

¢Oziicii hacmini belirlemede asagidaki formiil kullanilmistir:

Hacim (ml)= Agirlik (mg) x Potens degeri (ng/mg) / Konsantrasyon (pg/ml, mg/L)

Bu formiile gore stok soliisyonlar1 flukonazol i¢in 12.800 pg/ml, vorikonazol, itrakonazol
ve amfoterisin B i¢in 1.280 pg/ml ve ekinokandinler i¢in 2.560 pg/ml konsantrasyonda
hazirlanmistir. Tamamen ¢6ziinen antifungal stok soliisyonlari, steril mikrosantifiij tiiplerine

100pl olacak sekilde boliinmiis ve kullanilana kadar -80 °C’de saklanmistir. Stok c¢ozeltilerin
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hazirlanmasi i¢in ¢oziiciiler, antifungal ilaglar i¢in 6zellikler ve uygun test konsantrasyon

araliklar1 Tablo 5.2°de belirtilmistir.

Tablo 5.2. ilag stok ¢ozeltilerinin hazirlanmas icin kullanilan ¢dziiciiler, antifungal ilaglarin

stok konsantrasyonu ve ¢aligsma konsantrasyon araliklari

Antifungal ilag Coziicii Stok EUCAST VITEK 2
Konsantrasyonu | Sivi Mikrodiliisyon Test Arahigi
(ng/ml) Test Arahg (ug/ml) (ng/ml)
Flukonazol DMSO 12800 0,125 - 64 0,5 - 64
Vorikonazol DMSO 1280 0,015 -8 0,125 -8
Itrakonazol DMSO 1280 0,015-8 -
Mikafungin DMSO 2560 0,015 -8 0,06 - 8
Kaspofungin DMSO 2560 0,015 -8 0,125 -8
Anidulafungin DMSO 2560 0,015 -8 -
Amfoterisin B DMSO 1280 0,03-16 0,25-16
Flusitozin - - - 1-64

DMSO: Dimetil stilfoksit

5.2.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

AFDT i¢in L-glutamin ve %2 glukoz i¢eren toz RPMI 1640 besiyeri (Sigma-Aldrich,
ABD) bikarbonat i¢cermeyen bir pH indikatorii (3-N-morfolino propansiilfonik asit, MOPS)
kullanilarak EUCAST o6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir. Son konsantrasyonu 0,165 mol/L
olacak sekilde MOPS tamponu (Merck, Almanya), RPMI 1640 besiyeri i¢ine eklenmistir. Bu
amagla iki kat giicte (2x) hazirlanan besiyeri i¢in 900 ml distile suya 20,8 g toz RPMI 1640
besiyeri ve 69,06 g MOPS tamponu ve 36 g glukoz (Merck, Almanya) eklenmis ve igerikler
tamamen ¢Oziliniinceye kadar karistirllmistir. Besiyeri pH’st1 1 M NaOH (Merck, Almanya)
¢oOzeltisi ile 7-7,2’ye ayarlanmis ve son hacim 1 L olacak sekilde distile su eklenmistir. Cozelti
0,22 pm por ¢apli filtreden (ISOLAB Laborgerite GmbH, Almanya) siiziilerek steril edilmis ve
100’er ml olacak sekilde alikotlanarak 2-8°C’de saklanmistir. Kalite kontrol amaciyla;
hazirlanan besiyerinden sterilite kontrolleri yapilmig, pH degeri test edilmis (6,9-7,1 kabul
edilebilir degerlerdir, pH Indicator Strips, Isolab, Almanya) ve referans koken olan C.

parapsilosis ATCC 22019 kullanilarak tireme kontrolii yapilmustir.
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5.2.3. Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi

Test i¢in, EUCAST o0nerileri dogrultusunda diiz tabanli 96 kuyucuklu, tek kullanimlik ve
yaklagik 300 pl’lik nominal bir kapasiteye sahip steril mikrodiliisyon plaklar1 (Roll, Piove di
Sacco, Italya) kullanilmistir. Antifungallerin iki katlik seri sulandirimlari yapilmistir.
Antifungal ilaclarin test araligt EUCAST onerileri, kalite kontrol suslarinin hedef degerleri,
calisilacak Candida tiirlerinin sinir degerleri dogrultusunda ve VITEK 2 yonteminin test
araligin1 da kapsayacak sekilde belirlenmistir (Tablo 5.2). Mikrodiliisyon plaginin her bir
satirindaki 1’den 10’a kadar olan kuyucuklara, antifungal ilacin RPMI besiyeri i¢inde ilgili
konsantrasyonundan 100 pl dagitilmistir. 11. ve 12. kuyucuklara sadece RPMI besiyeri
konulmustur. Kalite kontrolii i¢in 11. kuyucuk besiyeri sterilite kontrolii, 12. kuyucuk ise lireme
kontrolii olarak belirlenmistir. Hazirlanan plaklar -80 °C’de alti ay1 gegmeyecek sekilde

saklanmistir.

5.2.4. inokiilum Hazirlanmasi

Calisma izolatlar1 ve kalite kontrol suslari stoklardan ¢ikarilip %5 KKA ve SDA
besiyerine tek koloni diisiirme teknigi ile ekilerek 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Kiiltiirden alinan kolonilerin steril distile su icerisinde siispansiyonu hazirlanarak inokiilum
hazirlanmistir. Hiicre yogunlugu nefelometri (Biosan, Tiirkiye) ile inokiilum 0,5 McFarland
bulaniklik standardina ayarlanmistir. Bunun sonucunda 1-5x10° koloni olusturan birim
(KOB)/mL’lik maya siispansiyonu elde edilmistir. Bu standart siispansiyonun steril distile suda
1/10’luk sulandirmmi yapilarak 1-5x10° KOB/mL olacak sekilde calisma siispansiyonu

hazirlanmustir.

5.2.5. Mikrodiliisyon Plaklarimin inkiibasyonu ve Degerlendirilmesi

Daha Once besiyeri ve antifungal ila¢ kullanilarak hazirlanip -80°C’de dondurulan
plaklar, oda sicakligina getirilmistir. Her bir izolattan hazirlanan ¢aligma siispansiyonundan her
bir satirda 11. kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 100 pl dagitilmistir. Boylece son inokiilum 0,5-
2,5x10° KOB/mL olmustur. 11. kuyucuk besiyeri kontrolii olarak kullanildigindan inokiilum

eklenmemis, inokiilum hazirhiginda kullanilan steril distile sudan 100 pl konmustur.
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Inokulasyonu tamamlanan plaklar 35+2°C’de normal atmosfer sartlarinda 24 saat inkiibe

edilmistir.

Sonuglar spektrofotometrik mikroplak okuyucu (Molecular Devices VersaMax
Microplate Reader, ABD) ile 530 nm dalga boyunda SoftMax Pro programi ile
degerlendirilmistir. Onbirinci kuyucuk (besiyeri kontrolii) zemin okuma degeri olup bu
kuyucugun absorbansi diger tiim kuyucuklardan gikarilmistir. Azoller ve ekinokandinlerin MiK
degeri, ilag igermeyen iireme kontrol kuyucuguna (12. kuyucuk) gore iiremede >%50
inhibisyona yol agan en diisiik ilag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Amfoterisin B’ nin
MIK degeri ise, ilag icermeyen iireme kontrol kuyucuguna gére iiremede >%90 inhibisyona yol
acan en diisiik konsantrasyon olarak alinmistir. Calisma sonuglart EUCAST 1in Candida spp.
icin belirledigi “ECOFF ve Klinik Smir Degerler” dokiimanina gére degerlendirilmistir (135)
(Tablo 5.1). EUCAST yontemine gore gerceklestirilen flukonazole ait sivi mikrodiliisyon
sonucunda bir ¢alismanin plak fotografi ve plagin spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda

okutuldugunda elde edilen sonuglar Sekil 5.1°de gdsterilmistir.

46



-4 g
-h!_l

Plate#1
1 2 3 4 g 6 7 ] 9 10 11 12

010904100113 [0415 [0.119 [0435 [ 0,192 [ 0,273 [ 0,308 | 0,293 | 0,128 [ 0,308 |
04125 | 0,168 [0181 | 0,176 | 0,173 [0,174 01?5101?&019? 0253,0134]0550[
0152|0187 |0176 | 0471|0179 [0,170 [ 0,169 [0,171 [0,195 | 0,280 [ 0,120 [ 0,459 |
0165 | 0221|0232 |0218 | 0173 0,161 | 0,152 | 0,150 [ 0,151 | 0,164 | 0,118 [0.313
0146 | 0218 | 0.361 | 0455 | 0,484 | 0,560 | 0,711 | 0,893 [0,714 [ 0,807 [ 0,117 0,753 |
0.147 | 0,149 | 0,163 [0,163 | 0,160 | 0,155 [ 0,147 (0,145 msumwmmza[osml
0125|0457 |0162 | 0,481 | 0,162 | 0,170 u1sz}ur63|0222(0520 l0,116 0,685 |

0145|0149 | 0165 |0.169 0,156 | 0,154 | 0,147 | 0180 | 0,151 [0,228 [ 0,117 [ 0,543 |
Endpoint | L1 | Automix: Off | Plate Last React J

=G MmO WD

530 | Calibrate: On 22/09,2002
0338

Formula: L1
Data Mode: Absorbance

B
Sekil 5.1. EUCAST yontemine gore gerceklestirilen flukonazole ait; A. Sivi mikrodiliisyon

testi plak goriintiisii B. Spektrofotometre sonucu

5.3. VITEK 2 ile Antifungal Duyarhliklarin Belirlenmesi

Izolatlardan antifungal duyarlilik tayini, VITEK 2 (BioMérieux, Fransa) Yar1 Otomatize
Antifungal Duyarlilik Sisteminde, VITEK 2 AST-YSO08 karti (BioMérieux, Fransa)
kullanilarak iireticinin 6nerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu amagla ¢alisma izolatlar

SDA plaklarina pasajlanarak 18-24 saat inkiibe edilmistir. Kolonilerden inokiilum
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siispansiyonu, polistren tiiplerde 2.5 ml steril serum fizyolojik i¢inde 2.0 McFarland (1,8-2,2
araliginda kabul edilebilir) olacak sekilde BioMérieux DensiChek cihazi ile hazirlanmstir.
Hazirlanan siispansiyonlar 30 dakika icerisinde kullamlmistir. Inokulum igeren tiipler tek
numarali kartuslara, bos tiipler ise ¢ift numarali kartuslara yerlestirilmistir. Tek numarali tiiplere
VITEK YST Kkartlari, ¢ift numarali tiiplere VITEK 2 AST-YST antifungal duyarlilik kartlart
yerlestirilmistir. Sirayla kartlarin barkodlar1 okutulduktan sonra cihaza yerlestirilmistir. 18 saat
inkiibasyon sonucunda sonuglar otomatik olarak okunmus ve mililitre basina mikrogram
cinsinden MiK degeri olarak ifade edilmistir. VITEK 2 AST-YSO08 kart: ile ¢alisilan antifungal
ilaglarin konsantrasyon araliklar1 Tablo 5.2°de verilmistir. VITEK 2 yontemi ile gerceklestirilen

AFDT’ne ait 6rnek sonug raporu ve c¢alisilan kite ait fotograf Sekil 5.2°de gosterilmistir.

= Segilen Organizma: Candida albicans

Islemi Yapan: Download

Durum:  Sen Analiz Zamani: 14,57 saat | di: 17.Tem.2022 04:37 AST
<=0,5 5 Micafungin <= 0,06 £3
. ==012 5 |Amfoterisin B 1 B
gn <=012 = Flusitozin <1 E
avi i i i hedef oldufs :
Son 08.May.2022 12:18 AST  Parametre Seti: EUCAST+Fenotipik 2022
Degigtirilme
|Tarihi: . 5
=TT TR ey

Sekil 5.2. VITEK 2 yonteminde kullanilan kit ve elde edilen sonug raporu
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5.4. C. parapsilosis Izolatlarinda Azol Direncine Neden Olan Molekiiler Mekanizmalarin

Belirlenmesi

Hastanemizdeki kandidemi olgularinin primer sorumlusu olmas: nedeniyle C.
parapsilosis izolatlarinda azol grubu antifungal ilaglara direncin molekiiler mekanizmalari
arastirtlmistir. EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemi ve VITEK 2 antifungal testleri ile azollere
(flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol) duyarli olmayan (artmis temasta duyarli ve direngli)
olarak saptanan C. parapsilosis izolatlar1 ¢aligmanin ilerleyen molekiiler asamalarina dahil
edilmistir. C. parapsilosis izolatlarinda literatiirde yaygin sekilde tespit edilen erg// genindeki
mutasyonun hizli ve ekonomik tespiti i¢in iki farkli MAS PZR yontemi ¢alisilmistir. Ayrica
MDR tipindeki DAP’nin transkripsiyon faktérlerinden mrrl genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerini (SNP) aragtirmak i¢in PZR ile amplifikasyonu takiben iki yonlii dizi analizi

yapilmustir.

5.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen C. parapsilosis izolatlarinin DNA izolasyonu ve saflastirilmasi
yapilmustir. Her izolat stoktan SDA besiyerine tek koloni diisiirme teknigi ile pasajlanarak
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. 450 pl steril distile su i¢eren steril mikrosantrifiij tiiplerinde
10 ul’lik bir 6ze dolusu maya kolonileri siispanse edilmistir. Izolatlarin DNA izolasyonu ve
saflagtirilmasi ticari niikleik asit ekstraksiyon kiti (EZ1&2 Virus Mini Kit v2.0, Qiagen,
Almanya) kullanilarak QIAGEN EZ1 Advanced XL Otomatik ekstraksiyon (DNA-RNA)
cihaz1 (Qiagen, Almanya) ile yapilmistir. Bu amagla {ireticinin Onerileri dogrultusunda

ekstraksiyon islemi su sekilde gerceklestirilmistir:

Kit i¢inde liyofilize halde bulunan carrier RNA (cRNA) 310 pul AVE buffer eklenerek
sulandirilmstir. izolatlar cihaza yiiklenmeden hemen dnce her izolat i¢in ayr1 bir mikrosantrifiij
tiiptinde 56,2 pl AVE buffer ve 3,8 ul cRNA karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan tiipler pipetaj
yapildiktan sonra otomatik ekstraksiyon cihazina yiiklenene kadar 2-8°C’de saklanmugtir.
Otomatik saflagtirma cihazina gerekli malzemeler, kit icerigi ve mikrosantrifiij tiiplerinde
bulunan maya siispansiyonu yerlestirilmistir. Icinde, etanol, eliisyon buffer, Taq polimeraz,
manyetik boncuklar (bead), lizis tamponu, yikama tamponu, proteinaz K gibi soliisyonlar
bulunan reaktif kartuslari, cihaz tizerindeki ilk kartusa sirayla yliklenmistir ve bu kartusun

arkasinda yer alan bosluga karisimlarin yapilabilmesi amaciyla 2 ml hacimli bos tiipler
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yerlestirilmistir. Manyetik partikiilleri karistirmak i¢in reaktif kartuslari iic kez ters-diiz
yapilarak karistirildiktan sonra kartus rafina yiiklenmistir. Lizis i¢in reaktif kartuslarinda
bulunan 1sitma bloguna EZ1&2 Viriis Mini Kiti v2.0 ile birlikte verilen etekli olmayan 2 ml’lik
tiipler yerlestirilmistir (EZ1&2 Viriis Mini Kiti v2.0 ile birlikte verilen etekli olmayan 2 ml
tipler kullamilmistir). Cihazin ikinci kartusunda ilk siraya (en ondeki sira) DNA’nin
aktarilacagi 1,5 ml’lik bos eliisyon tiipleri yerlestirilmistir. ikinci siraya 1000 ul hacimli pipet
ucu iceren ug tutucular yerlestirilmistir. Ugiincii siraya hazirlanan AVE buffer icinde cRNA
bulunan tiipler (1,5 ml) yerlestirilmistir. Dérdiincii siraya ise maya slispansiyonu bulunan tiipler
(2 ml) yerlestirilmistir. Cihaz {izerinde yer alan ekrandan eliisyon hacmi 60 pl olacak sekilde

ayarlanarak ekstraksiyon islemi baglatilmistir.

Manyetik partikiil teknolojisine sahip olan bu ekstraksiyon kiti, silika bazli niikleik asit
saflagtirma yontemine sahiptir. Saflagtirma prosediirii, proteinaz K ile lizis, manyetik
partikiillere baglanma, bagli niikleik asitlerin yikanmasi ve saflastirilmis niikleik asitlerin
eliisyonu olmak tizere dort adimdan olugsmaktadir. Bu adimlardan ilki olan proteinaz K ile lizis
(proteoliz), yiliksek sicakliklarda, yliksek denatiire edici kosullar altinda proteinaz K ve lizis
tamponu varlifinda gerceklestirilmektedir. Manyetik partikiillere baglanma basamaginda
baglanma kosullarin1 ayarlamak i¢in parcalanmis izolatlara baglanma tamponu eklenmektedir.
Candida niikleik asitlerinin (DNA) silika yiizeyine optimum adsorpsiyonunu saglamak igin
lizatlar manyetik partikiillerle iyice karistirilmaktadir. Ugiincii basamak olan bagli niikleik
asitlerin yikanmasi esnasinda Candida DNA’st manyetik partikiillere bagli kalirken,
kontaminantlar dnce yikama tamponu 1 (wash buffer 1), daha sonra yikama tamponu 2 (wash
buffer 2) ve ardindan etanol kullanilarak bir dizi yikama adimi ile uzaklastirilmaktadir. Son
adimda, saflagtirilmis niikleik asitlerin eliisyonu i¢in yiiksek oranda saflastirilmis fungal DNA,
AVE tamponu icinde eliie edilmektedir. Saflastirilan niikleik asitler PZR ¢aligmalarinda

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

5.4.2. DNA Ekstraksiyonu Sonrasi DNA Varhginin Arastiriimasi

DNA ekstraksiyonu sonrasinda DNA varliginin degerlendirilmesi i¢in %1°lik agaroz jel
elektroforezi kullanilmigtir. Hassas terazide tartilan bir gram (g) molekiiler diizey agaroz (Prona
Biomax, Ispanya) bir balon joje igerisinde 100 ml 0,5X tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu
(0,11 M Tris, 90 mM Borat, 2,5 mM EDTA, pH:8,3, Thermo scientific, ABD) ile

karistirildiktan sonra mikrodalga firinda (Argelik, Tiirkiye) kaynatilmadan 1sitilarak eritilmistir.
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Agaroz 40-45 °C’ye sogutularak icerisine 5 pl “Redsafe Nucleic Acid Staining Solution” (Intron
Biotecnology, Kore) 20.000X eklenmistir. Jel tabagina (Thermo, Almanya) taraklar
yerlestirildikten sonra hava kabarciklar1 olusturmayacak sekilde hazirlanan agaroz aktarilmis
ve jelin donmasi i¢in yaklasik 30 dk beklendikten sonra jel tabagi elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Tankin ig¢ine 0,5X TBE c¢ozeltisi eklenmistir. Kuyucuklar1 kapatan tarak
cikartilarak bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde pipetaj yapilarak karistirilan 5 pl
ekstrakte edilmis DNA ile 2 pl yilikleme soliisyonu (Fermentas, Litvanya) kuyucuklara
aktarilmistir. Elektroforez giic kaynaginda (Thermo, Almanya) akim 100 V olacak sekilde
ayarlanip bir saat siireyle elektroforez islemi uygulanmistir. Daha sonra jel, elektroforez
tankindan alinarak UV transilliiminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa) ile
312 nm’de goriintiilleme yapilmistir (Sekil 5.3). Ayrica ektraksiyon sonrasinda elde edilen DNA
miktar1 nanofotometre (Implen, Almanya) ile dlciilmiistiir. Elde edilen DNA, vidali kapakli 1,5
ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerinde -20°C’de saklanmustir.

Sekil 5.3. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA’nin %1 agaroz jel elektroforezi goriintiisii

DNA’lar ok ile gosterilmistir.

5.4.3. mrrl Genine Yonelik PZR

DNA ekstraksiyonunun ardindan test edilen her {i¢ azol grubu antifungalden (flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol) herhangi birine karst duyarli bulunmayan (artmis temasta duyarl
ve/veya direncli) C. parapsilosis izolatlarinda direncin molekiiler mekanizmalarini ortaya
cikarmak amaciyla mrrl gen bdolgesinin amplifikasyonu i¢in ii¢ ayr1 PZR uygulanmistir.
Cogaltilacak gen bolgesi i¢in kullanilacak primer dizileri, PZR iirlinlerinin biyiikligii (baz ¢ifti,
be¢) ve kaynak olarak kullanilan literatiir Tablo 5.3’te verilmistir. Tiim primerler (BOligo
liyofilize halde ve yiiksek saflik derecesinde (HPLC) iiretilmistir (Bioligo, Cin).
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Tablo 5.3. mrrl geni i¢in PZR primer dizileri, 6zellikleri

Gen bolgesi Primerler Niikleotid Dizisi (5°-3°) b¢ Kaynak
mrrl-F1F CTGTATGGAGAGTGAGATTTTAGGTT 1308
mrrl-F3R TCCTTGGTTACCTCATTGCTC
mrrl mrri-FAF ATGGAGACCATTAATTTTTTTGACA 1401 (136)
mrrl-F6R GAATGACTTCATTGAAATGTAATGCT
mrrl-F7F AAGAAAATTCTTAGCTTAACTGGA 1468
mrrl-FOR AGAAAATCTAATTGGTAAAGAAGAAAGGA

bg: baz cifti

Primerler stok konsantrasyonu 100 uM, son ¢alisma konsantrasyonu ise 10 uM olacak

sekilde iiretim konsantrasyonuna gore steril distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir. Tiim

PZR islemleri i¢in Arktik Thermal Cycler Block (Thermo Fisher Scientific, Finlandiya) 1s1

dongii cithazi kullanilmistir. C. parasilosis ATCC 22019 PZR reaksiyonlarinda pozitif kontrol

olarak kullanilmistir. Primerlerin baglanmasi esnasinda “touchdown” PZR protokolii,

baglanma sicakligi 58 °C’den baslanarak ikiser derece azaltilip ve 54 °C’de sonlandirilarak

gerceklestirilmistir. PZR i¢in hazirlanan karisimin icerigi ve PZR kosullar1 Tablo 5.4 ve Tablo

5.5’te gosterilmistir.

Tablo 5.4. mrrl geni i¢cin PZR igerigi

Distile su 8,5 ul
10X KCI Buffer 2,5 ul
dNTP (1000 mM) 3l
MgCl, (25 mM) 4 ul
Taq Polimeraz 1,5U
mrrl Forward primer (F1F/ F4F/ F7F) (10 mM) 1,5 pl
mrrl Reverse primer (F3R/ F6R/ FOR) (10 mM) 1,5 ul
DNA 2,5ul
Toplam Hacim 25l
Tablo 5.5. mrrl geni i¢in PZR dongiileri
PZR Adim Sicakhik Siire (dk) Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C 5
Denatiirasyon 95 °C 1
Primer baglanmasi 58°C 1 2
Uzama 72 °C 2
Denatiirasyon 95 °C 1
Primer baglanmasi 56 °C 1 2
Uzama 72 °C 2
Denatiirasyon 95 °C 1
Primer baglanmasi 54 °C 1 30
Uzama 72 °C 2
Son uzama 72°C 5
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5.4.3.1. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiillenmesi

mrrl genini amplifiye etmek i¢in yapilan ii¢c PZR sonrasinda aranan gen bdolgesinin
varliginin belirlenmesi i¢in %1’lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Agaroz jelin
hazirlanmasinda TBE tamponu, 10X TBE stok soliisyondan 0,5X TBE olacak sekilde distile su
ile sulandirilarak kullanilmistir. Bir gram (gr) molekiiler diizey agaroz (Prona Biomax, Ispanya)
tartilarak 100 ml 0,5X TBE ile bir balon joje icerisinde karistirilarak mikrodalga firinda
(Argelik, Tiirkiye) kaynamadan berraklagincaya kadar eritilerek hazirlanmistir. Agaroz jel oda
sicakliginda 40-45 °C’ye kadar sogutularak igerisine 5 ul “RedSafe Nucleic Acid Staining
Solution” (Intron Biotecnology, Kore) 20.000X eklenmistir. Balon joje igerisindeki karisim
calkalandiktan sonra uygun taraklarin konuldugu jel tabagina (Thermo, Almanya) aktarilmistir.
Yaklagik 30 dk beklenip agarozun donmasinin ardindan, agaroz jel tabagiyla birlikte
elektroforez tanki (Thermo, Almanya) igerisine yerlestirilmistir. Tankin i¢ine 0,5X TBE
tampon ¢ozeltisi ile doldurulduktan sonra tarak c¢ikartilarak bir parafilm (Parafilm, Chicago,
ABD) {lizerinde pipetaj yapilarak 5 pl PZR iiriinleri ve 2 ul yilikleme soliisyonu (Fermentas,
Litvanya) kuyucuklara aktarilmistir. Elektroforez gii¢ kaynaginda (Thermo, Almanya) bir
bucuk saat 150 V elektrik akimda uygulanan elektroforez isleminden sonra, 312 nm’de UV
transilliminatér (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa) ile goriintiilenmistir.
Amplifikasyon iriinlerinin biiyiikliiklerini degerlendirilmek i¢in belirte¢ olarak 100 bp plus
DNA Ladder (Bioron GmbH, Almanya) kullanilmustir.

5.4.3.2. mrrl Genindeki Mutasyonlarin DNA Dizi Analizi ile Saptanmasi

mrrl genindeki mutasyonlarin arastirilmasi i¢in hedef gen bolgesi PZR ile Grossman ve
ark.’nin (136) tanimladig sekilde ¢ogaltilmistir. Ug ayr1 PZR sonucunda olusan amplikonlarm
her birinin iki yonlii DNA dizi analizi yapilmistir. DNA dizi analizi igin hizmet alimi
yapilmigtir. PZR iiriinii saflastirma asamasinda, elde edilen O6rnekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflagtirma kiti kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflastirilmistir. Sanger Dizileme 6rnekleri i¢in, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Gen dizilimine ait kromatogramlar SnapGene Viewer ve Unipro UGENE programlari ile

gorilintiilenmis ve degerlendirilmistir. Elde edilen kromatogramlarin analizi ve degerlendirmesi
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on-line veritabani1 (Genbank BLAST®) kullanilarak yapilmistir. Niikleotid ve aminoasit dizileri
sokak tipi (wild type, WT) C. parapsilosis izolatt CDC317 mrrl dizisi (Genbank erigim
numarast. KT160017) ile karsilagtirilmistir. Elde edilen diziler referans gen ile karsilastirilarak
mutasyonlar taranmig ve tespit edilen mutasyonlarin aminoasit dizilimine etkisi belirlenmistir.
Aminoasit diziliminin degistigi durumlarda, ilgili mutasyonun literatiirde azol direnci ile
iliskilendirilip iliskilendirilmedigi arastirilmistir. Elde edilen dizilere ait veriler NCBI Genbank
sistemine PQ037952, PQ037953 numaralart ile yiiklenmistir.

5.4.4. erglI genine yonelik MAS-PZR

Lanosterol a-demetilaz (ergll) genindeki mutasyonlar, C. parapsilosis'deki azol
direncinin baskin mekanizmalarindan biridir. erg// geninde Y 132F aminoasit degisikligine
neden olan A395T nokta mutasyonu azollere direngli C. parapsilosis izolatlarinda oldukga sik
goriilmektedir. ergl ] genindeki Y132F mutasyonunun C. parapsilosis'deki flukonazol direnci
ile giiclii iligkisi goz ontline alindiginda, flukonazole direncgli C. parapsilosis i¢in hizli ve ucuz
bir tarama testi olarak calismamizda literatiirde yer alan iki ayr1 MAS PZR yontemi

degerlendirilmistir.

5.4.4.1. MAS PZR-1 Yontemi ile A395T (Y132F) Mutasyonunun Saptanmasi

Calismamizda ilk kullanilan MAS PZR yontemi Asadzadeh ve ark. (137) tarafindan
belirlenen, A395T (Y132F) mutasyonunu tespit etmek amaciyla {i¢ ayr1 primer kullanilarak
gerceklestirilen bir yontemdir. Bu yontemde forward ve revers primerlere ek olarak
mutasyonun varliginda baglanabilecek bir mutasyon primeri bulunmaktadir. Yonteme gore
ergll geninde A395T mutasyonu olmayan izolatlarda 323 b¢ uzunlugunda tek bir bant
gozlenirken, A395T mutasyonu tastyan izolatlarda 323 b¢ ve 231 bg¢ uzunlugunda iki bant
olusmasi beklenmektedir. Calismada, primerler stok konsantrasyonu 100 puM, son ¢alisma
konsantrasyonu ise 10 pM olacak sekilde liretim konsantrasyonuna gore steril distile su ile
sulandirilarak hazirlanmistir. Tiim PZR islemleri i¢in Arktik Thermal Cycler Block (Thermo
Fisher Scientific, Finlandiya) 1s1 dongii cihazi kullanilmistir. C. parasilosis ATCC 22019
suslar1 PZR reaksiyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Calismamizda literatiirden
farkli olarak primerlerin baglanmasi esnasinda asamasinda “touchdown” PZR protokolii

baglanma sicakligi 60 °C’den baslanarak kademeli bir sekilde azaltiip ve 55 °C’de
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sonlandirilarak gerceklestirilmistir. PZR i¢in kullanilan primerler, hazirlanan karigimin igerigi

ve PZR kosullar1 Tablo 5.6, Tablo 5.7 ve Tablo 5.8’de verilmistir.

Tablo 5.6. erg// geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-1 i¢in primer

dizileri, 6zellikleri

Gen bolgesi Primer Niikleotid Dizisi (5°-3°) Kaynak
CPergl1-132F TATCTTATGGACAGGATCCATA
ergll CPergl1-132R ATAATCCAAAATTTCCCCTCTAA (137)
CPergl1-132Phe GTCTTGCATTCGGACAATCGAA

Tablo 5.7. ergl ] geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-1 igerigi

Distile su 31,3 ul

10X KCI Buffer Sul

dNTP (1000mM) 2,5 ul

MgClL (25 mM) 2,5mM (5 ul)
Taq Polimeraz 1U
CPergl1-132F (Forward primer) (10 mM) 1 ul
CPergl1-132R (Revers primer) (10 mM) 1 ul
CPergl1-132Phe (Mutasyon primeri) (10 mM) 0,1 pul

DNA 3ul

Toplam Hacim 50 pl

Tablo 5.8. ergl] geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-1 dongiileri

PZR Adim Sicakhik Siire (dk) Dongii sayisi
Baslangic denatiirasyonu 95 °C 5
Denatiirasyon 95 °C 1
Primer baglanmasi 60 °C 0,5 2
Uzama 72 °C 1
Denatiirasyon 95 °C 1
Primer baglanmasi 58 °C 0,5 2
Uzama 72 °C 1
Denatiirasyon 95°C 1
Primer baglanmasi 55°C 0,5 30
Uzama 72 °C 1
Son uzama 72°C 10

5.4.4.1.1. MAS PZR-1 Sonras1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Goriintiilenmesi

ergll geninde azol direncinden ana sorumlu A395T (Y132F) mutasyonu varligini
saptamak amaciyla gergeklestirilen MAS PZR-1’in degerlendirilmesi i¢in %2’lik agaroz jel
elektroforez yapilmistir. Hassas terazide tartilan iki gram (gr) molekiiler diizey agaroz (Prona
Biomax, Ispanya) bir balon joje icerisinde 100 ml 0,5X TBE tamponu ile karistirildiktan sonra
mikrodalga firinda (Argelik, Tirkiye) kaynatilmadan 1sitilarak eritilmistir. Agaroz 40-45 °C’ye
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sogutularak icerisine 5 pl “Redsafe Nucleic Acid Staining Solution” (Intron Biotecnology, Kore)
20.000X eklenmistir. Jel tabagina (Thermo, Almanya) taraklar yerlestirildikten sonra hava
kabarciklar1 olusturmayacak sekilde hazirlanan agaroz aktarilmis ve jelin donmasi i¢in yaklagik
30 dk beklendikten sonra jel tabagi elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tankin igine 0,5X
TBE cozeltisi eklenmistir. Kuyucuklar1 kapatan tarak ¢ikartilarak bir parafilm (Parafilm,
Chicago, ABD) iizerinde pipetaj yapilarak karistirilan 5 pl PZR dirtinleri ile 2 pl yiikleme
soliisyonu (Fermentas, Litvanya) kuyucuklara aktarilmistir. Elektroforez giic kaynaginda
(Thermo, Almanya) akim 150 V olacak sekilde ayarlanip bir buguk saat siireyle elektroforez
islemi uygulanmis ve 312 nm’de UV transilliminator (Vilber-Lourmat TFX-20.M [ETX-20
M], Fransa) ile goriintiilenmistir. Amplifikasyon {irtinlerinin biiyiikliiklerini degerlendirmek

icin belirte¢ olarak Gene Ruler DNA Ladder, 50 bp (Thermo, Almanya) kullanilmistir.

5.4.4.2. MAS PZR-2 Yontemi ile A395T (Y132F) Mutasyonunun Saptanmasi

ergll geninde Y132F degisikligine sebep olan mutasyonu (A395T) taramak i¢in 2023
yilinda gelistirilen bu ikinci yontemde ise her izolata iki ayr1 PZR reaksiyonu uygulanmaktadir
(138). PZR amplifikasyonlarindan ilki WT alelin varligini tespit etmek i¢in, ikincisi ise Y132F
degisikliginin varligini tespit etmek i¢in yapilmaktadir. WT alelin tespitinde forward primer
olarak erglI-WT: 5’-CCCCTGTTTTTGGAAAAGGTGTTATGTA-3" kullanilmaktadir.
Y132F degisikligini belirlemek i¢in ise forward primeri olarak ergl/l-Y132F: 5°-
CCCCTGTTTTTGGAAAAGGTGTTATGTT-3’ kullanilmaktadir. Her iki reaksiyonda da
aynt revers primer olan ergl//-Rev: 5’-CAATGTCACCCGTCTCTCTTCTTC-3’
kullanilmaktadir. Yonteme gore erg// geninde A395T mutasyonu olmayan izolatlarda erg/ /-
WT primeri ile yapilan PZR sonrasinda yapilan jel elektroforezde 443 b¢ uzunlugunda bir bant
beklenirken, A395T mutasyonu tasiyan izolatlarda ise erg//-Y132F primeri ile yapilan PZR
sonrasinda 443 b¢ uzunlugunda bir bant olusmast beklenmektedir. Calismada, primerler stok
konsantrasyonu 100 uM, son caligma konsantrasyonu ise 10 pM olacak sekilde iiretim
konsantrasyonuna gore steril distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir. Tiim PZR iglemleri i¢in
Arktik Thermal Cycler Block (Thermo Fisher Scientific, Finlandiya) 1s1 dongii cihazi
kullanilmustir. C. parasilosis ATCC 22019 suslar1 PZR reaksiyonlarinda pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. PZR i¢in kullanilan primerler, hazirlanan karigimin igerigi ve PZR kosullart

Tablo 5.9, Tablo 5.10 ve Tablo 5.11°de verilmistir.
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Tablo 5.9. ergl/l geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-2 i¢in primer

dizileri, 6zellikleri

nggsi Primer Niikleotid Dizisi (5’-3") Kaynak
ergl I-WT CCCCTGTTTTTGGAAAAGGTGTTATGTA

ergll ergl 1-Y132F CCCCTGTTTTTGGAAAAGGTGTTATGTT (138)
ergl I-Rev CAATGTCACCCGTCTCTCTTCTTC

Tablo 5.10. ergl ] geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-2 igerigi

Distile su 9,5 ul
Master mix 12,5 ul
erglI-WT (10 mM) 0,5 ul
ergl1-Y132F (10 mM) 0,5 ul
ergl-Rev (10 mM) 0,5 ul
DNA 2ul

Toplam Hacim 25l

Tablo 5.11. erg!/ ] geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-2 dongiileri

PZR Adim Sicaklik Siire (dk) Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C 3

Denatiirasyon 95 °C 0,5

Primer baglanmasi 59 °C 0,5 35
Uzama 72 °C 1

Son uzama 72°C 5

5.4.4.2.1. MAS PZR-2 Sonras1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Goriintiilenmesi

ergll geninde azol direncinden ana sorumlu A395T mutasyonu varligini saptamak
amaciyla gergeklestirilen ikinci yontem olan MAS PZR-2’nin degerlendirilmesi i¢in %1°lik
agaroz jel elektroforez kullanilmistir. Hassas terazide tartilan bir gram (gr) molekiiler diizey
agaroz (Prona Biomax, Ispanya) bir balon joje icerisinde 100 ml 0,5X TBE tamponu ile
karistirildiktan sonra mikrodalga firinda (Argelik, Tiirkiye) kaynatilmadan 1sitilarak eritilmistir.
Agaroz 40-45 °C’ye sogutularak igerisine 5 pl “Redsafe Nucleic Acid Staining Solution” (Intron
Biotecnology, Kore) 20.000X eklenmistir. Jel tabagina (Thermo, Almanya) taraklar
yerlestirildikten sonra hava kabarciklar1 olusturmayacak sekilde hazirlanan agaroz aktarilmis
ve jelin donmasi i¢in yaklasgik 30 dk beklendikten sonra jel tabagi elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Tankin i¢ine 0,5X TBE c¢ozeltisi eklenmistir. Kuyucuklar1 kapatan tarak
cikartilarak bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) {izerinde pipetaj yapilarak karigtirilan 5 pl
PZR fiiriinleri ile 2 pl yiikleme soliisyonu (Fermentas, Litvanya) kuyucuklara aktarilmistir.

Elektroforez gii¢c kaynaginda (Thermo, Almanya) akim 150 V olacak sekilde ayarlanip bir saat
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stireyle elektroforez islemi uygulanmis ve 312 nm’de UV transilliiminator (Vilber-Lourmat
TFX-20.M [ETX-20 M], Fransa) ile gorintiilenmistir. Amplifikasyon {iriinlerinin
biiyiikliiklerini degerlendirmek i¢in belirteg¢ olarak 100 bp plus DNA Ladder, (Bioron GmbH,
Almanya) kullanilmistir. WT izolatlarda, ergl/I-WT ve erglI-Rev primerleri ile yapilan PZR
sonrasi jel elektroforezde 443 bg, mutasyon tasiyan izolatlarda ise ergl1-Y132F ve ergl I-Rev

primerleri ile yapilan PZR sonucunda 443 b¢ uzunlugunda bant saptanmasi beklenmektedir.

5.5. istatistiksel Analiz

EUCAST referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile VITEK 2 yontemi arasindaki uyumu
degerlendirmede Amerika Gida ve Ilag Dairesi (“U.S. Food and Drug Administration”, FDA)
onerileri dogrultusunda; ¢ok biiyiik hata (CBH), biiylik hata (BH), kii¢iik hata (kH), esansiyel
uyum (EU) ve kategorik uyum (KU) hesaplanmaistir (139). Referans degerlerin +/- iki diliisyonu
icindeki MIK’ler, EU olarak kategorize edilmistir. KU nun hesaplanmasinda EUCAST tiirlere
ozgli sir degerleri uygulanmistir. Test ve referans MIK’ler ayn1 yorumlayici kategoriye
girdiginde kategorik uyumlu olarak kabul edilmistir. CBH, EUCAST mikrodiliisyon
yontemiyle direngli ancak test yontemiyle duyarli (yanlis duyarl) izolatlarin oranim
tanimlamigtir. CBH hesaplanirken “CBH= CBH saptanan izolat sayisix100/Referans yontem
ile direngli saptanan izolat sayisi” formiili kullanilmistir. BH, EUCAST mikrodiliisyon
yontemiyle duyarli ancak test yontemiyle direngli (yalanci direncgli) izolatlarin oranini
tanimlamistir  BH hesaplamak i¢in kullanilan formiil; “BH= BH saptanan izolat
say1six100/Referans yontem ile duyarli saptanan izolat sayisi”dir. kH ise referans kategori
sonucu direngli veya duyarli ve VITEK 2 sonucu artmis temasta duyarli saptanan veya referans
sonucu artmis temasta duyarli oldugunda VITEK 2 cihaz sonucu direngli veya duyarh
saptanmasidir. kH oranmi hesaplamak i¢in kullanilan formiil; “kH= kH saptanan izolat
say1s1x100/tiim izolatlar”dir. FDA tarafindan iki yontemin karsilastirilmasinda en az 30 direncli
izolat kullanilmasi Onerilmektedir. FDA tarafindan degerlendirilen yontem i¢in kabul

edilebilirlik kriterleri su sekildedir (139):

1) EU ve KU yiizdesi > %89.,9
2) Test edilen duyarli organizma sayisina bagl olarak <%3 BH orani
3) Test edilen direngli organizma sayisina baglh olarak gercek CBH orani i¢in %95 {ist

giiven aralig1 sinir1 %7,5'in altinda, %95'lik alt giiven sinir1 %1,5'in altinda olmalidir.
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4) Test edilen yontemin test edilen herhangi bir cins veya tiir i¢in lireme basarisizligi

oranlart <%10 olmalidir.

(Calismada VITEK 2 yonteminde CBH i¢in %95 giiven araligi belirlenerek referans
yontemle uyumu degerlendirilmistir. Degiskenler arasindaki iligkiyi incelemek i¢in Pearson Ki-
Kare Testi ve Fisher’s Exact Testi uygulanmistir. Yas ortalamalar1 arasindaki farkin
degerlendirilmesinde Bagimsiz Orneklem T Testi (Independent Samples T Test) kullanilmistir.
p<0,05 degeri iki degisken arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki varlig1 seklinde kabul
edilmistir. Calismada kullanilan istatistik analizlerinde IBM SPSS Statistics 23 programi

kullanilmastir.
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6. BULGULAR

6.1. izolatlara Ait Genel Ozellikler

Laboratuvarimizda 2021-2023 yillar1 arasinda 220 Candida iliskili KAE saptanmustir.
Calisma protokolii uyarinca, her hastadan aymi Candida tiriine ait sadece ilk izolat

degerlendirmeye alindiginda 182 Candida iliskili KAE oldugu degerlendirilmistir.

Izolatlarin dagilimlari incelendiginde 66 C. parapsilosis (%36,3), 52 C. albicans (%28,6),
33 C. glabrata (%]18,1), 14 C. auris (%7,7), yedi C. tropicalis (%3,8), dort C. kefyr (%2,2), dort
C. krusei (%2,2) ve iki C. dubliniensis (%]1,1) oldugu saptanmistir (Sekil 6.1). Bu izolatlar
arasindan VITEK 2 sonucu olan, stok kiiltiirlerinden canlandirilabilen ve izolat sayisi 20’nin
iizerinde olan tiirler ¢aligmada degerlendirmeye alinmistir. Buna gore, 2021-2023 yillarinda
132 KAE ontanili hastadan alinan kan kiiltiirlerinde tiremis olan 57 C. parapsilosis (%42,5), 49
C. albicans (%36,6) ve 28 C. glabrata (%20,9) olmak tlizere toplam 134 Candida izolat

incelenmistir.

2021-2023 Yillari Arasinda Candida Kan Akimi izolatlarinin Dagilimi

n C. parapsilosis m» C. albicans = C. glabrata C. auris wC tropicalis w»C kefyr wC krusei w (. dubliniensis

Sekil 6.1. 2021-2023 yillar1 arasinda kandidemi etkenlerinin dagilimi

*Sekil {izerinde izolat sayis1 yer almaktadir.

Izolatlar1 ¢alismaya alinan 132 hastanin 65°i (%49,3) erkek, 67’si (%50,7) kadindur.
Hastalarin 81°i (%61,4) YBU’de, 5171 ise (%38,6) diger servislerde yatmaktayd:. Hastalara ait
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ozellikler ve kandidemi agisindan tanimlanmus risk faktorlerinin varligi agisindan ve YBU ve

diger servislerin karsilagtirmasi Tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1. Hastalara ait 6zellikler ve kandidemi risk faktorlerinin yogun bakim iinitesi (YBU)

ve diger servislerde karsilastirmasi

YBU

Hasta Ozellikleri Toplam Diger Servisler p

[n (%0)] [n (%0)] [n (%0)]

61,4 (81) 38,6 (51)
Cinsiyet Erkek %49,2 (65) %44.,4 (36) %56,8 (29) 0,165
Kadin %50,3 (67) %55,6 (45) %43.,2 (22)

Yas ortalamasi 65,6 £2 65,6 £1,8 65,5124 0,984
Invaziv tibbi cihaz varlig %63,6 (84) %75,3 (61) %45,1 (23) 0,000
SVK varligi %62,1 (82) %65,4 (53) %56,8 (29) 0,323
Kronik hastaliklar* %61,4 (81) %60,5 (49) %62,7 (32) 0,664
Genis spektrumlu antibiyotik %51,5 (68) %55.5 (45) %45,1 (23) 0,242
kullanimi1
Mekanik ventilasyon %49,2 (65) %065,4 (53) %23,5 (12) 0,000
Cerrahi 6ykiisii %31,1 (41) %28.,4 (23) %35,3 (18) 0,404
Onceden flukonazol kullanimi %27,3 (36) %30.,9 (25) %21,6 (11) 0,243
Malignite %27,3 (36) %28.,4 (23) %25,5 (13) 0,715
TPN %25 (33) %23,5 (19) %27,4 (14) 0,606
Immiinsupresif tedavi %13,6 (18) %16,4 (13) %9,8 (5) 0,309
Intraabdominal cerrahi %10,6 (14) %8,6 (7) %13.,7 (7) 0,356
Hemodiyaliz uygulanmasi %5,3 (7) %4,9 (4) %5,9 (3) 0,814

Genel %: 132 hastada risk faktoriiniin bulunma yiizdesi

YBU %, Diger %: Risk faktdriiniin YBU ve diger servislerde yatan hastalar arasindaki bulunma orani

n: izolat say1s1

SVK: Santral venoz katater

TPN: Total parenteral niitrisyon

*Kronik hastaliklar igerisinde kronik bobrek hastaligi, koroner arter hastaligi, kalp yetmezligi, diyabetes mellitus
yer almaktadir.

Servislere gore izolatlarin dagilimi incelendiginde, izolatlarn 84’1 (%62,7) YBU’de 29’u
(%21,6) dahili servislerde ve 21’1 (%]15,7) cerrahi servislerde yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Suslarin izole edildigi hastalarin yattig1 servislere gore tiir

diizeyinde dagilimi Tablo 6.2°de gosterilmistir.
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Tablo 6.2. Servislere gore izolatlarin tiir dlizeyinde dagilimi

Diger Servisler

Dabhili

Cerrahi

Candida Tiirii YBU Servisler Serviclor Toplam p
n ) [n (%)] [n (%)) n o

C. parapsilosis 42 (50) 9 (1) 6 (28,6) 57 (42,5) 0,016

C. albicans 27 (32,1) 12 (41,4) 10 (47,6) 49 (36,6) 0,168

C. glabrata 15 (17.,9) 8 (27.,6) 5(23.8) 28 (20,9) 0,205

Toplam 84 (62,7) 29 (21,6) 21 (15,7) 134 (100)

*Tabloda verilen yiizde (%) degeri izolatin YBU, Dahili ve Cerrahi servislerdeki izole edilme oranim ifade

etmektedir.

YBU’de kandidemi hastalarindan en sik izole edilen tiir C. parapsilosis (%50, n=42) iken

diger servislerde C. albicans (%44, n=22) olmustur. YBU’de C. parapsilosis’i sirastyla C.
albicans (%32,1, n=27) ve C. glabrata

(%17,9, n=15) izlerken diger servislerde C. albicans’1 sirasiyla C. parapsilosis (%30,

n=15) ve C. glabrata (%26, n=13) izlemistir. C. parapsilosis’in YBU ve diger servisler

arasindaki siklig1 istatistiksel olarak anlamli (p=0,016) farklilik gosterirken diger tiirlerin

dagiliminda anlamli fark bulunmamistir (Tablo 6.2). izolatlarin YBU ve diger servislere gore

dagilim grafigi Sekil 6.2°de gosterilmistir.

50
40
30
20
10

izolatlarin Servislere Gére Dagilhmi

B C. parapsilosis W C. albicans

Diger Servisler

C. glabrata

Sekil 6.2. izolatlarin yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislere gore tiir diizeyinde dagilimi

*Verilen degerler izolat sayisidir.
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6.2. izolatlarin Antifungal Ilaclara in Vitro Duyarhilik Sonuglar

134 izolatin tamamina EUCAST 1n belirledigi referans yontem olan sivi mikrodiliisyon
testi ile flukonazol, vorikonazol, itrakonazol, anidulafungin, kaspofungin, mikafungin ve
amfoterisin B i¢in ve VITEK 2 otomatize sistemi ile flukonazol, vorikonazol, kaspofungin,

mikafungin, amfoterisin B ve flusitozin i¢in AFDT ¢alisilmustir.

6.2.1. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Sonugclar:

Sonuglar EUCAST’in  mayalar i¢in belirledigi smir deger tablosuna gore
degerlendirilmistir (135). Klinik sinir degeri olan tiirler duyarl (S), artmis temasta duyarl (I)
ve direngli (R) olarak, ECOFF degeri olan tiirler sokak tipi (WT) ve sokak tipi olmayan (non-
WT) olarak smiflandirilmistir. Klinik sinir  degerler tablosuna gore EUCAST sivi
mikrodiliisyon AFDT sonuglar1 Tablo 6.3’te, ECOFF’a gore degerlendirilen tiirler i¢in veriler

ise Tablo 6.4’te verilmistir.
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Tablo 6.4. Vorikonazol ve itrakonazol i¢in ECOFF degerlerine gore sokak tipi (WT) ve mutant

(non-WT) olarak degerlendirilen C. glabrata

izolatlarinin EUCAST

S1v1

mikrodiliisyon ve VITEK 2 yontemine gore antifungal duyarlilik testi sonuglari

Vorikonazol itrakonazol
Candida Test Duyarhhk
Tiirii Yontemi | Kategorisi Genel YBU YBU Dis1 Genel YBU YBU Dis1
[n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)]
28 (100 15 (100 13 (100
AT WT 27 (96, 4) 15 (100) 12 (92,3) (100) (100) (100)
C. glabrata* non-WT 1(3,6) 1(7,7)
n=28 27 (96,4
SR WT (96.4) 15 (100) 12 (92,3)
non-WT 1(3,6) - 1(7,7)
YBU: Yogun Bakim Unitesi, WT: Sokak tipi (wild type), non-WT: Sokak tipi olmayan

* C. glabrata vorikonazol ECOFF <1 pg/ml, itrakonazol ECOFF <2 pg/ml

6.2.1.1. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Flukonazol Sonuclari

134 Candida KAE izolatinin flukonazole kars1 duyarliligt EUCAST sivi mikrodiliisyon

yontemi ile 0,125-64 nug/ml araliginda calisilmistir. Buna gore flukonazole karsi izolatlarin

tamami degerlendirildiginde 45’inin (%33,6) direncli, 27’sinin (%20,1) artmis temasta duyarl

ve 62’sinin %46,3’linlin duyarli (n=62) oldugu saptanmistir (Tablo 6.3 ve Tablo 6.5).

Flukonazol i¢in 57 C. parapsilosis izolatinin 39°u (%68,4) direngli, ikisi (%3,5) artmig temasta

duyarli ve 16’s1 (%28,1) duyarli olarak sonuclanmistir. 49 C. albicans izolatinin ¢l (%6,1)

direngli, 46’s1 (%93,9) duyarli olarak saptanmustir. 28 C. glabrata izolatinin tgii (%10,7)

direngli, 25’1 (89,3) artmus temasta duyarli olarak sonuglanmstir. Izolatlarm tiirlere gore

flukonazol duyarlilig1 Sekil 6.3’te gosterilmektedir.
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Tirlere Gore Flukonazol Duyarhhgi

160
140
120
100 62
80

60 27
16

40
46
0 3 —3—

Toplam C. parapsilosis  C. albicans C. glabrata

B Direngli Artmis Temasta Duyarli Duyarli

Sekil 6.3. izolatlarn tiirlere gore flukonazol duyarlilik sonuglari

Calismamizda degerlendirilen izolatlarin 84’ii (%62,7) YBU’de yatan hastalardan izole
edilmistir. Bu izolatlarin flukonazole duyarlilig: test edildiginde 33’iiniin (%39,3) direngcli,
16’smin (%19) artmis temasta duyarli ve 35’inin (%41,7) duyarli oldugu saptannistir. YBU
hastalarinda kandideminin en sik etkeni olan C. parapsilosis (n=42) izolatlarinin 30°u (%71,4)
direncli, ikisi (%4,8) artmis temasta duyarhi ve 10’u (%23,8) duyarli bulunmustur. YBU
hastalarindan izole edilen 27 C. albicans’1n ikisi (%7,4) direngli ve 25’1 (%92,6) duyarl olarak
saptanmistir. 15 C. glabrata izolatindan biri (%6,7) direngli, 14’1 (%93,3) artmis temasta
duyarl olarak saptanmistir (Tablo 6.3, Sekil 6.4).

Diger servislerde yatan hastalardan gelen 50 izolatin flukonazole duyarlilig1
degerlendirildiginde 12’si (%24) direncli, 11°1 (%22) artmis temasta duyarli ve 27’si (%54)
duyarl oldugu goriilmiistiir. Izolatlar tiir diizeyinde incelendiginde 15 C. parapsilosis izolatinin
dokuzu (%60) direncli, altis1 (%40) duyarli; 22 C. albicans’n biri (%4,6) direncli, 21’1 (%95,4)
duyarli; 13 C. glabrata’nim ise ikisi (%15,3) direncli, 11°1 (%84,7) artmis temasta duyarli olarak
saptanmugtir (Tablo 6.3). Tiirlere gore YBU ve diger servislerden kaynaklanan izolatlarin

duyarlilig1 Sekil 6.5°te gdsterilmistir.
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Servislere Gore Flukonazol Duyarliligi
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Sekil 6.4. Tiirlere gére yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarm flukonazol

duyarlhilik sonuglar1

Tiim: Calismadaki toplam Candida izolatlar1, Cp: C. parapsilosis, Ca: C.albicans, Cg: C.glabrata * Satirlarda
izolat sayis1 verilmistir.

YBU kaynakli izolatlarda genel olarak flukonazol direnci sik olarak belirlenmesine
ragmen diger servislerden izole edilen kokenlerde flukonazol direng sikligi ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,070) (Tablo 6.5).

Tablo 6.5. Hastane boliimlerine gore diren¢ durumu

. Diren¢ Durumu Toplam
Hastane Boliimii R [n (%)] S, 1 [n (%)] [n (%)] P
YBU 33(73,3) 51(57,3) 84 (62,7)
Diger servisler 12 (26,7) 38 (42,7) 50 (37,3) 0.070
Toplam 45 (100) 89 (100) 134 (100)

%: Diren¢ durumu i¢indeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli, I: Artmis temasta duyarl

6.2.1.2. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Vorikonazol Sonuclari

134 Candida KAE izolatinin vorikonazole duyarliligt EUCAST sivi mikrodiliisyon
yontemi ile 0,015-8 pg/ml araliginda calisilmistir. Vorikonazole direngli saptanan izolatlarin
tamami (n=37) C. parapsilosis tiriine aittir ve bu izolatlarin bir tanesi hari¢ tamaminin

flukonazole de direnci mevcut olup ¢apraz azol direnci gozlenmistir. Flukonazole direncli
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olmayan tek izolatin ise flukonazol MiK degeri 4 ng/ml olup flukonazole artmis temasta duyarl

oldugu goriilmiistiir.

Klinik smir deger dikkate alinarak degerlendirilen 106 izolatin 37’si (%34,9) direngli,
besi (%4,7) artmis temasta duyarli ve 64’1 (%60,4) duyarl olarak saptanmistir. Tiirlere gore
vorikonazol duyarlilig1 incelendiginde C. parapsilosis’in 37’s1 (%64,9) direngli, tigii (%5,3)
artmis temasta duyarli ve 17°si (9%29,8) duyarli; C. albicans’n ikisi (%4,1) artmis temasta
duyarli ve 47’si (%95,9) duyarli olup direncli izolat saptanmamistir. C. glabrata’nin
vorikonazol i¢cin EUCAST 2023 rehberinde klinik sinir degeri bulunmadigindan klinik
duyarlilik kategorisi degerlendirilememektedir. C. glabrata’nin flukonazol ic¢in direng fenotipi
izlenmeyen WT kokenleri direng fenotipine sahip non-WT kdkenlerden ayiran ECOFF degeri
<1 pg/ml’dir. ECOFF’a gore 28 C. glabrata izolatinin 27’sinin (%96,4) WT, birinin (%3,6)
non-WT oldugu belirlenmistir (Tablo 6.3, Tablo 6.4). Tiirlere gore izolatlarin vorikonazole

duyarlilik kategorisi Sekil 6.5’ de verilmistir.

Turlere Gore Vorikonazol Duyarlihg
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40
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Tiim izolatlar  C. parapsilosis C. albicans C. glabrata*
B Direncli Artmis Temasta Duyarli Duyarh

Sekil 6.5. Tiirlere gore vorikonazol duyarlilik sonuglari
*WT/non-WT ayrimu C. glabrata icin ECOFF degerlerine gore belirlenmistir. C. glabrata disindaki tiirler klinik
sinir degerine gore duyarli, direngli ve artmis temasta duyarli olarak siniflandirilmistir. Tiim izolatlara C. glabrata
dahil edilmemistir. Siitunlarda izolat sayilar1 verilmistir.

YBU’de yatan hastalardan izole edilen 69 izolat vorikonazol i¢in klinik sinir degere gore
degerlendirilmis ve 29°u (%42) direngli, dordii (%5,8) artmis temasta duyarli ve 36’s1 (%52,1)
duyarli olarak bulunmustur. YBU’de yatan kandidemili hastalardan izole edilen 42 C.

parapsilosis’in 29°u vorikonazole direngli, {igii (%7,1) artmis temasta duyarli ve 10’u (%23,8)
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duyarli; 27 C. albicans’m biri (%3,8) artmis temasta duyarli, 26’s1 (%96,2) duyarl olarak
saptanmustir. 15 C. glabrata’nin vorikonazol i¢cin ECOFF degerine gore tamami WT olarak

belirlenmistir (Tablo 6.4).

Diger servislerden kaynaklanan 37 izolat vorikonazol i¢in klinik sinir degerine gore
degerlendirildiginde izolatlarin sekizinin (%21,6) direncli, birinin (%2,7) artmis temasta
duyarli ve 28’inin (%75,7) duyarli oldugu belirlenmistir. Diger servislerdeki KAE olan
Candida’larin tiirlere gore vorikonazol duyarliligi ise su sekildedir; C. parapsilosis’in sekizi
(%53,3) direngli, yedisi (%46,7) duyarly; C. albicans’in biri (%4,5) artmis temasta duyarli ve
21’1 (%95,5) duyarh olarak belirlenmistir (Tablo 6.3). ECOFF degerine gore (<1 ug/ml)
degerlendirilen C. glabrata’nmin 12’si (%92,3) WT, biri (%7,7) non-WT (n=1) olarak
belirlenmistir (Tablo 6.4).

Tiirlere gére YBU ve diger servislerden kaynaklanan izolatlarin vorikonazole duyarlilig

Sekil 6.6°da gosterilmistir.

Servislere Gore Vorikonazol Duyarliig
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Sekil 6.6. Tiirlere gore yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarin vorikonazol

duyarlilik sonuglar

Tim: Tim izolatlara C. glabrata dahil edilmemistir, klinik sinir degeri olan tiirler hesaplanmistir. Cp: C.
parapsilosis, Ca: C. albicans, Cg: C. glabrata *W'T ve mutant tip ayrimu C. glabrata igin ECOFF degerlerine gore
belirlenmistir. C. glabrata disindaki tiirler klinik sinir degerine gore duyarli, direngli ve artmis temasta duyarh
olarak siniflandirilmistir. Satirlarda izolat sayis1 verilmistir.

YBU kaynakli izolatlarda diger servislerden gelen izolatlara gére vorikonazol direncinin

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0,036) (Tablo 6.6).
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Tablo 6.6. Hastane boliimlerine gore vorikonazol duyarlilik sonuglari

Hastane Diren¢ Durumu

Bolimi R [n (%)] S, 1[n (%)] Toplam p
YBU 29 (78,4) 40 (58) 69 (65,1)
Diger Servisler 8 (21,6) 29 (42) 37 (34,9) 0,036
Toplam 37 (100) 69 (100) 106 (100)

%: Diren¢ durumu i¢indeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli, I: Artmis temasta duyarl

6.2.1.3. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yéntemine Gore Itrakonazol Sonuclari

134 Candida kan akimi izolatinin itrakonazole kars1 duyarliigt EUCAST sivi
mikrodiliisyon yontemi ile 0,015-8 pg/ml araliginda ¢alisilmistir. Klinik sinir degere gore 106
izolatin itrakonazole duyarlilig1 degerlendirildiginde izolatlarin 26’s1 (%24,5) direncli ve 80’1
(%75,5) duyarli olarak saptanmustir. itrakonazole direngli 26 izolatin altis1 (%23) C. albicans,
20’s1 (%77) C. parapsilosis tlirline aittir. Tiirlere gore itrakonazol duyarlilig1 incelendiginde C.
parapsilosis’in 20’sinin (%35,1) direngli, 37’sinin (%64,9) duyarli; C. albicans’in altisinin
(%12,2) direngli, 43 iiniin (%87,8) duyarl oldugu belirlenmistir (Tablo 6.3). C. glabrata’nin
itrakonazol i¢cin EUCAST 2023 rehberinde klinik simnir degeri bulunmadigindan klinik
duyarlilik kategorisi degerlendirilememektedir. C. glabrata’nin itrakonazol i¢in direng fenotipi
izlenmeyen WT kdkenleri direng fenotipine sahip non-WT kokenlerden ayiran ECOFF degeri
<2 pug/ml’dir. ECOFF’a gore 28 C. glabrata izolatinin tamami WT olarak belirlenmistir (Tablo

6.4). Tiirlere gore izolatlarin itrakonazole duyarlilig: Sekil 6.7°de verilmistir.
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Sekil 6.7. Tiirlere gore itrakonazol duyarlilik sonuglar

*WT/non-WT ayrmu C. glabrata igin ECOFF degerlerine gore belirlenmistir. C. glabrata disindaki tiirler klinik
sinir degerine gore duyarly, direncli ve artmis temasta duyarl olarak smiflandirilmistir. Tiim izolatlara C. glabrata
dahil edilmemistir. Stitunlarda izolat sayilar1 verilmistir.

YBU’de yatan hastalardan izole edilen 69 izolat itrakonazol i¢in klinik sinir degere gore
degerlendirildiginde izolatlarin 21’1 (%30,4) direngli ve 48’1 (%69,6)’u duyarli olarak
bulunmustur. Direngli izolatlarin besi (%23,8) C. albicans 16’s1 (%76,2) C. parapsilosis
tiirlerine aittir. Tiirlere gére YBU kaynakl1 izolatlarin duyarhilik profilleri incelendiginde C.
parapsilosis’in 16’s1 (%38,1) direngli, 26’s1 (%61,9) duyarlt; C. albicans’in besi (%18,6)
direncli, 22’si (%81,4) duyarli oldugu saptanmustir (Tablo 6.3). YBU kaynakhi 15 C.
glabrata’nin ECOFF degerine gore tamamiin WT oldugu saptanmistir (Tablo 6.4).

Izolatlarin diger servislerde besi (13,5) itrakonazole direngli, 32’si (86,5) duyarlidur.
Tirlere gore incelendiginde 15 C. parapsilosis’in dordii (%26,7) direngli, 11°1 (%73,3) duyarly;
22 C. albicans’m biri (%4,6) direncli, 21°1 (%95,4) duyarli olarak saptanmistir. 13 C.
glabrata’mn tamam1 ECOFF’a gore WT olarak belirlenmistir. Tiirlere gére YBU ve diger

servislerde izolatlarin itrakonazole duyarlilig1 Sekil 6.8’de gosterilmistir.
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Sekil 6.8. Tiirlere gore yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarin itrakonazole

duyarlhilik sonuglar1

Tiim: Tim izolatlara C. glabrata dahil edilmeyip klinik sinir degeri olan tiirler degerlendirilmistir. Cp: C.
parapsilosis, Ca: C. albicans, Cg: C. glabrata *WT ve non-WT tip ayrimi C. glabrata igin ECOFF degerlerine
gore belirlenmistir. C. glabrata digindaki tiirler klinik sinir degerine gore duyarli, direngli ve artmis temasta duyarlt
olarak siniflandirilmigtir. Satirlarda izolat sayist verilmistir.

Izolatlarm tiimii degerlendirildiginde YBU kaynakl1 izolatlarda diger servislerden gelen
izolatlara gore itrakonazol direncinin daha fazla oldugu istatistiksel olarak anlamli sekilde

farklilik icermemektedir (p=0,054) (Tablo 6.7).

Tablo 6.7. Hastane boliimlerine gore itrakonazol duyarlilik sonuglari

Hastane Diren¢ Durumu Toplam

Boliimii R [n (%)] S, 1[n (%)] [n (%)] P
YBU 21 (80,8) 48 (57.,9) 69 (60)

Diger servisler 5(19,2) 32 (42,1) 37 (50) 0,054
Toplam 26 (100) 80 (100) 106 (100)

%: Diren¢ durumu igindeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli, I: Artmis temasta duyarli, WT:
Sokak tipi (Wild type), Non-WT: Sokak tipi olmayan (non-wild type)

6.2.1.4. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Saptanan Capraz Azol Direnci

Azollere ¢apraz diren¢ varlig1 acisindan incelendiginde; test edilen tiim azollere direng
gosteren (FVI) 17 izolat ve sadece flukonazol ve vorikonazole direngli (FV) 19 izolatin tamami
C. parapsilosis’tir. Sadece flukonazol ve itrakonazole direngli (FI) saptanan dort izolatin ikisi
C. parapsilosis ikisi C. albicans’tir. Sadece vorikonazol ve itrakonazole direngli (V1) tek bir C.
parapsilosis izolat1 saptanmistir. Calisilan izolatlarin 41 tanesinde (%30,6) azollere ¢apraz
diren¢ mevcut oldugu saptanmistir. Birden fazla azole direng gosteren izolatlarin 39°u (%95,1)
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C. parapsilosis tirtine aittir. Calismada degerlendirilen 57 C. parapsilosis izolatinin %68,4’1

birden fazla azol tiiriine direnclidir. C. albicans ise c¢oklu azol direncine sahip izolatlarin

%4,9’unu (n=2) olusturmaktadir ve degerlendirilen 49 C. albicans izolatinin %4 linde

saptanmistir. Capraz diren¢ gozlenen Candida tiirleri ve MIK degerleri Tablo 6.8’de

gosterilmistir.

Tablo 6.8. Birden fazla azole direng saptanan izolatlarin azol MiK degerleri

izolat Candida Coklu ila¢ Flukonazol | Vorikonazol | itrakonazol
Numarasi Tiirii Direnci Durumu* | MIK (pg/ml) | MIK (pg/ml) | MIK (pg/ml)
9 C. parapsilosis FVI 32 2 0,25
16 C. parapsilosis FVI 8 1 0,25
20 C. parapsilosis FVI 32 1 0,25
22 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
29 C. parapsilosis FVI 8 0,5 0,5
32 C. parapsilosis FVI 8 1 0,25
33 C. parapsilosis FVI 8 1 0,25
45 C. parapsilosis FVI 8 1 0,25
62 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
65 C. parapsilosis FVI 32 0,5 0,25
66 C. parapsilosis FVI 16 4 0,25
76 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
87 C. parapsilosis FVI 16 0,5 0,5
89 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
119 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
134 C. parapsilosis FVI 8 0,5 0,25
141 C. parapsilosis FVI 16 2 0,25
7 C. parapsilosis FV 16 0,5 0,125
8 C. parapsilosis FV 16 2 0,125
11 C. parapsilosis FV 8 2 0,006
12 C. parapsilosis FV 8 2 0,125
18 C. parapsilosis FV 16 1 0,125
24 C. parapsilosis FV 8 0,5 0,003
40 C. parapsilosis FV 16 1 0,125
42 C. parapsilosis FV 32 2 0,125
46 C. parapsilosis FV 8 0,5 0,006
55 C. parapsilosis FV 8 1 0,125
56 C. parapsilosis FV 8 2 0,125
58 C. parapsilosis FV 8 0,5 <0,015
67 C. parapsilosis FV 16 2 0,125
68 C. parapsilosis FV 16 2 0,125
69 C. parapsilosis FV 8 0,5 0,125
104 C. parapsilosis FV 32 2 0,125
108 C. parapsilosis FV 8 0,5 0,125
113 C. parapsilosis FV 8 0,5 0,125
128 C. parapsilosis FV 8 1 0,125
2 C. parapsilosis FI 32 0,25 0,25
4 C. albicans FI 8 0,25 0,5
43 C. albicans FI 8 0,25 0,5
116 C. parapsilosis FI 8 0,125 0,25
30 C. parapsilosis VI 4 (I)y** 0,5 0,5

* FVI: Flukonazol, vorikonazol ve itrakonazol direnci gozlenen izolatlar
* FV: Sadece flukonazol ve vorikonazol direnci gdzlenen izolatlar

* FI: Sadece flukonazol ve itrakonazol direnci gézlenen izolatlar

* VI: Sadece vorikonazol ve itrakonazol direnci gézlenen izolatlar

**: Artmis temasta duyarli
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6.2.1.5. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Kaspofungin Sonug¢lar:

Kaspofungin sivi mikrodiliisyon caligma araligi 0,015-8 pg/ml’dir. Kaspofungin i¢in
EUCAST tarafindan klinik sinir deger veya ECOFF degeri belirlenmediginden izolatlarin
klinik duyarlilik kategorisi veya WT olup olmadig1 saptanamamustir. Kaspofungine karsi
izolatlarin en diisiik MIK degeri <0,015 pg/ml, en yiiksek MIK degeri ise 2 pg/ml olarak
saptanmistir. Genel olarak C. parapsilosis igin ortalama MIK degeri diger tiirlere gore daha
yiiksek saptanmustir (C. parapsilosis i¢in 0,99 ng/ml, C. albicans i¢in 0,03 ng/ml ve C. glabrata
icin 0,1 pg/ml). MIK50 ve MIK90 degerleri sirasiyla; izolatlarin tiimii i¢in 0,125 pg/ml ve 1
ng/ml, C. parapsilosis i¢in 1 pg/ml ve 2 pg/ml, C. albicans igin 0,03 pg/ml ve 0,06 pg/ml, C.
glabrata i¢in 0,06 pg/ml ve 0,125 pg/ml seklinde belirlenmistir.

6.2.1.6. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Mikafungin Sonuclari

134 Candida KAE izolatinin mikafungine duyarliligt EUCAST sivi mikrodiliisyon
yontemi ile 0,015-8 pg/ml araliginda ¢alisilmustir. 13 C. albicans izolatinin MIK degeri 0,03
ng/ml olarak belirlenmis olup EUCAST a goére bu izolatlar teknik belirsizlik alaninda (ATU,
Area of technical uncertainty) yer almaktadir. Bu izolatlarin tamami, rehberde yer alan
“mikafungin MIK degeri 0,03 pg/ml olan ve anidulafungine duyarl izolatlar ekinokandinlere
diren¢ kazandiran bir fks mutasyonu tasimadigindan dolay1 duyarl olarak raporlanmalidir”
aciklamasi uyarinca duyarli olarak siniflandirilmistir. Mikafungin i¢in klinik sinir degere gore
degerlendirildiginde izolatlarin biri (%0,7) direncli, 133’1 (%99,3) duyarl olarak saptanmistir
(Tablo 6.3). Direncli olan izolat C. albicans tiiriine aittir (92 numarali izolat). Bu izolat
YBU’nde yatan bir hastadan izole edilen MIK degeri 0,06 pg/ml olarak saptanan,
anidulafungine duyarl bir C. albicans izolatidir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9. Tiirlere gore mikafungin duyarlilik sonuglari

izolatlar, klinik sinir degerine gore duyarli ve direngli olarak smiflandirilmistir. Siitunlarda izolatlarin sayist
verilmistir.

Mikafungin direnci YBU kaynakli izolatlarm birinde (%1,2) goriiliirken, diger
servislerden kaynaklanan izolatlarda direncli izolat saptanmanustir. YBU kaynakli izolatlarda
gozlenen bu mikafungin direng yliksekligi istatistiksel olarak anlaml degildir (p=0,439) (Sekil
6.10, Tablo 6.9).
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Sekil 6.10. Tiirlere gore yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarin mikafungin

duyarlilik sonuglari

Cp: C. parapsilosis, Ca: C. albicans, Cg: C. glabrata *1zolatlar klinik smir degerine gore duyarli, direngli olarak
siniflandirilmugtir. Satirlarda izolat sayis1 verilmistir.
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Tablo 6.9. Hastane boliimlerine gore mikafungin duyarlilik sonuglari

Diren¢ Durumu Toplam
Hastane Boliimii R [n (%)] S [n (%)] [n (%)] P
YBU 1 (100) 83 (62,4) 84 (62,7)
Diger servisler 0 (0) 50 (37,6) 50 (37,3) 0,439
Toplam 1 (100) 133 (100) 134 (100)

%: Diren¢ durumu i¢indeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli

6.2.1.7. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Anidulafungin Sonuclar:

Test edilen diger ekinokandin sinifi ilag olan anidulafungin sivi mikrodiliisyon ile

degerlendirildiginde izolatlarin sekizinin (%6) direngli ve direncli izolatlarin tamaminin C.

glabrata oldugu saptanmistir (Tablo 6.5). Anidulafungine direngli C. glabrata izolatlariin

tamaminin mikafungine duyarli oldugu belirlenmistir.

YBU kaynakli 15 C. glabrata’nin dordii (%26,7) anidulafungine direncli; diger

servislerden kaynaklanan 13 C. glabrata izolatimin da dordii (%30,8) direngli oldugu

saptanmustir. Tiirlere gore anidulafungin duyarlili§i Sekil 6.11°de verilmistir.

160
140
120
100
80
60
40
20

Tiim izolatlar C. parapsilosis C. albicans

Turlere Gore Anidulofungin Duyarlihgi

126

57 49

B Direngli Duyarli

Sekil 6.11. Tiirlere gore anidulafungin duyarlilik sonuglari

20
[

C. glabrata

YBU kaynakli izolatlarm dordiinde (4,8) anidulafungin direnci gozlenirken diger

servislerden kaynaklanan izolatlarda da bu say1 dorttiir (%8). Diger servislerden kaynaklanan
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izolatlardaki bu anidulafungin diren¢ oraninin yiiksekligi istatistiksel olarak anlamli farklilik

icermemektedir (p=0,444) (Sekil 6.12, Tablo 6.10).

ce-Diger servisler [
czvs0 [
Ca-Diger servisler
Ca-YBU
Cp-Diger servisler
Cp-YBU
Tim-Diger servisler [

Tim¥80 [

0 10

15

Servislere Gore Anidulofungin Duyarlilig

22

27

2

20 30 40

16

50

M Direncli  ® Duyarli

60 70

80

80 90

Sekil 6.12. Tiirlere gore yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarin

anidulafungin duyarlilik sonuglari

Tiim: Calismadaki tiim Candida izolatlari, Cp: C. parapsilosis, Ca: C.albicans, Cg: C. glabrata, Satirlarda izolat

sayilar1 gosterilmistir.

Tablo 6.10. Hastane boliimlerine gore anidulafungin duyarlilik sonuglari

Hastane Diren¢ Durumu Toplam

Bolimii R [n (%)] S [n (%)] [n (%)] P
YBU 4 (50) 80 (63,5) 84 (62,7)

Diger servisler 4 (50) 46 (33,5) 50 (37,3) 0,444
Toplam 8 (100) 126 (100) 134 (100)

%: Diren¢ durumu i¢indeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli

6.2.1.8. EUCAST Siv1 Mikrodiliisyon Yontemine Gore Amfoterisin B Sonuclari

Amfoterisin B s1vi mikrodiliisyon sonuglar1 degerlendirildiginde izolatlarin dordii (%2,9)

direnclidir ve bu direngli izolatlarin tigii (%75) C. albicans, biri (%25) ise C. parapsilosis tiirline

aittir. C. parapsilosis izolatlarinin biri (%2,8), C. albicans’m ise ii¢li (%06,1) direngli; C.

glabrata izolatlarinin ise tamami duyarli olarak saptanmistir (Sekil 6.13). Genel olarak

amfoterisine kars1 direng diisiik diizeyde gozlenmis olup YBU kaynakli izolatlardan sadece bir

tanesinde (C. parapsilosis) direng gozlenirken, diger ti¢ direngli izolat (C. albicans) diger
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servislerden kaynaklanmaktadir. Amfoterisin B direnci YBU kaynakli izolatlarin %1,2’sinde,
diger servislerden kaynaklanan izolatlarin ise %6’sinda goriilmektedir. Tiirlere gére amfoterisin
B duyarlilig1 Sekil 6.13’te, servislere gore amfoterisin B duyarliligi ise Sekil 6.14’te verilmistir.
Diger servislerdeki amfoterisin B direncinin yiiksekligi istatistiksel olarak anlamli farklilik

icermemektedir (p=0,114) (Tablo 6.11).
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Sekil 6.13. Tiirlere gore amfoterisin B duyarlilik sonuglari
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Sekil 6.14. Tiirlere gdre yogun bakim iinitesi (YBU) ve diger servislerde izolatlarin amfoterisin

B duyarlhilik sonuglari

Tim: Calismadaki tim Candida izolatlari, Cp: C. parapsilosis, Ca: C.albicans, Cg: C. glabrata. Satirlarda izolat
sayilar1 gosterilmistir.
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Tablo 6.11. Hastane boliimlerine gore amfoterisin B duyarlilik sonuglar

Hastane Boliimii Diren¢ Durumu Toplam
R [n (%)] S[n (%)] [n (%)] p
YBU 1(25) 83 (63,8) 84 (62,7)
Diger servisler 3(75) 47 (36,2) 50 (37,3) 0,114
Toplam 4 (100) 130 (100) 134 (100)

%: Diren¢ durumu i¢indeki yiizdesini ifade etmektedir. S: Duyarli, R: Direngli

6.2.2. VITEK 2 Antifungal Duyarhlik Sonuclar1 ve Referans EUCAST S

Mikrodiliisyon Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YSO08 kart1 kullanilarak 134 izolata flukonazol, vorikonazol, kaspofungin,
mikafungin, amfoterisin B ve flusitozin i¢in AFDT uygulanmistir. VITEK 2 AFDT sonuglar1
Tablo 6.12°de ve VITEK 2 ile EUCAST referans sivi mikrodiliisyom yOntemi arasindaki

karsilastirma ise Tablo 6.13’te verilmistir.

Tablo 6.12. izolatlarin VITEK 2 yonteminin EUCAST klinik sinir degerlere gére MIK

sonuglari
Antifuneal ila Flukonazol Vorikonazol Mikafungin Flusitozin | Amfoterisin B
pal T [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)]
Say1 134 106 60 134 134
ivolatlar R 32(23,9) 34 (32,1) 4(6,7) 1(0,7) 14 (10,4)
I 38 (28,4) 4(3.8) R - -
S 64 (47,7) 68 (64,2) 56 (93,3) 133 (99.3) 120 (89,6)
Say1 57 57 57 57 57
C. parapsilosis R 28 (49,1) 32 (56,2) 1(1,8) - 6 (10,5)
(0=57) I 12 (21,1) 4 (7) - - -
S 17 (29,8) 21 (36,8) 56 (98,2) 57 (100) 51 (89,5)
Say1 49 49 3 49 49
C. albicans R 1(2) 2 (4,1) 3 (100) 1(2) 7 (14,3)
(n=49) I 1(2) - - - =
S 47 (96) 47 (95,9) - 48 (98) 42 (85,7)
Say1 28 - - 28 28
C. glabrata R 3 (10,7) - - - 1(3,6)
(n=28) I 25(89,3) - = - -
S - - - 28 (100) 27 (96,4)
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Tablo 6.13. EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemi ve VITEK 2 yontemlerinin karsilagtirmasi

Candida | Antifungal Test MiK Araligi Duyarhlik [n (%)1* %EU % KU Hata % (n)
Tird ilag Metotu pg/ml S | R ° CBH BH kH
P EUCAST 0,125-64 62 (46,3) 27(20,1) 45 (33,6)
VITEK 2 0,5-64 64 (47,7) 38 (28,4) 32 (23,9) 88,5 91,8  4,35(2) 0 6,7 (9)
o ST EUCAST 0,015-8 64 (60,4) 5(4,7) 37(34,9)
= § VITEK 2 0,125-8 68 (64,2) 4(3,8) 34(32,1) 75 925 7,89(3) 21(2) 3,7(5
'—; L Mikafungin EUCAST 0,015-8 133(99,3) 0 1(0,7)
= 4 VITEK 2 0,06-8 56 (93,3) 0 4(6,7) 83,3 95 0 46 (3) 0
Amfoterisin B EUCAST 0,03-16 130(97,1) 0 4(2,9)
VITEK 2 0,25-16 120 (89,6) 0 14 (10,4) 91,7 92,5 0 7,7 (10) 0
D EUCAST 0,125-64 16 (28,1) 2(3,5) 39 (68,4)
" VITEK 2 0,5-64 17 (29,8) 12 (21,1) 28 (49,1) 84,4 84,2 2,5(1) 0 14 (8)
2 ot Poiens] EUCAST 0,015-8 17 (29,8) 3(5,3) 37(64,9)
QN VITEK 2 0,125-8 21(36,8) 4(7) 32(56,2) 73,7 89,4 8,1(3) 0 52 (3)
Q
g £ T EUCAST 0,015-8 57 (100) 0 0
= g VITEK 2 0,06-8 56 (98,2) 0 1(1,8) 92,6 95 0 5(1) 0
© Amfoterising  EUCAST 0,03-16 56 (97,2) 0 1(2,8)
VITEK 2 0,25-16 51(89,5) 0 6(10,5) 91,1 91,2 0 8,9 (5) 0
Flukonazol EUCAST 0,125-64 46 (93,9) 0 3(6,1)
VITEK 2 0,5-64 47 (96) 1(2) 1(2) 97,9 959  33,3(1) 0 2(1)
2 Vorikonazol EUCAST 0,015-8 47 (95,9) 2(41) 0
82 VITEK 2 0,125-8 47 (95,9) 0 2(41) - 91,8 0 42(2) 4(2)
% £ Mikafungin EUCAST 0,015-8 48 (98) 1(2)
) VITEK 2 0,06-8 - - - - - -
. EUCAST 0,03-16 46 (93,9) 0 3(6,1)
Amfoterisin B
VITEK 2 0,25-16 42 (85,7) 0 7(14,3) 90,8 91,8 0 8,7 (3) 0
el EUCAST 0,125-64 0 25 (89,3) 3(10,7)
VITEK 2 0,5-64 0 25 (89,3) 3(10,7) 96,4 100 0 0 0
k] Vorikonazol  EUCAST ** 0,015-8 27 (96,4) (WT) 0 1(3,6) (non-WT) 100
_g & VITEK 2** 0,125-8 27 (96,4) (WT) 0 1(3,6) (non-WT) 100 100 0 0 0
= £ Mikafungin EUCAST 0,015-8 28 (100) - 0
(§] VITEK 2 0,06-8 - - - - -
Amfoterisin B EUCAST 0,03-16 28 (100) - 0
VITEK 2 0,25-16 27 (96,4) - 1(3,6) 95,4 96,4 0 3,6 (1) 0

*EUCAST klinik smir degerlerine gore, S: Duyarli, I: Artmig temasta duyarli, R: Direngli olarak
degerlendirilmistir.

** C. glabrata izolatlarinda vorikonazol igin ECOFF degeri dikkate alinarak WT, non-WT olarak
degerlendirlmistir. Bu izolatlar tiim izolatlarin duyarlilik kategorilendirmesinde dikkate alinmamustir.

EU: Esansiyel Uyum, KU: Kategorik uyum, CBH: Cok biiyiik hata, BH: Biiyiik Hata, kH: Kiigiik hata

6.2.2.1. VITEK 2 Flukonazol Sonu¢lar1 ve Referans EUCAST Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YSO08 karti, flukonazol i¢in 0,5-64 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
sonu¢ vermektedir. 134 izolatin flukonazol icin sonuclar1 degerlendirildiginde 32’si (%23,9)
direncli, 38’1 (%28,4) artmis temasta duyarli ve 64’1 (%47,7) duyarli olarak saptanmustir.
Direngli olarak saptanan 32 izolatin tamami EUCAST sivi mikrodiliisyon yontemi ile de
direngli saptanmustir. 57 C. parapsilosis’in VITEK 2 ile flukonazol duyarlilik sonuglari
incelendiginde; izolatlarin 28’1 (%49,1) direngli, 12°si (%21,1) artmis temasta duyarli, 17’si
(%29,8) duyarh olarak saptanmistir. 49 C. albicans izolatinin biri (%2) direngli, biri (%2)

artmig temasta duyarli ve 47°si (%96) duyarl olarak sonuclanmistir. 28 C. glabrata izolatinin
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ticli (%10,7) direngli, 25’1 (%89,3) artmis temasta duyarli olarak saptanmistir (Tablo 6.12,
Tablo 6.13).

Genel olarak degerlendirildiginde izolatlarin 23’{inde (%17,2) her iki yontemle de ayni
MIK sonucu elde edilirken, 45’inde (%33,6) EUCAST yontemi ile yiiksek, 14’iinde (%10,4)
VITEK 2 y6ntemi ile en az bir diliisyon daha yiiksek MIK degeri elde edilmistir. Izolatlarn
52’sinde (%38,8) ise VITEK 2 yontemi ile belirlenen MiK degeri <0,5 pg/ml seklinde olup bu
izolatlarin EUCAST yéntemi ile de MiK sonucu <0,125-0,5 pg/ml arasinda sonuglanmustir,
ancak bu izolatlar EU degerlendirilirken dikkate alinmamistir. Ayrica EUCAST yontemi ile
MIK sonucu 1 pg/ml olup VITEK ile <0,5 pg/ml seklinde belirlenen dért izolat da EU igin
degerlendirilmemistir. Degerlendirmeye alinan kalan 78 izolatin flukonazol i¢in referans
yontemle esansiyel uyumu %88,5 olarak belirlenmistir. Dokuz izolatta esansiyel uyum
izlenmemistir ve bu izolatlarin MIK degeri sekizinde EUCAST ile, birinde VITEK 2 ile daha
yuksek saptanmistir. Esansiyel uyum izlenmeyen dokuz izolatin dérdiinde kategorik uyumun
da olmadig1 (iki CBH, iki kH), besinde ise izolatlarin duyarlilik kategorisini etkilemedigi
gbzlenmistir (Tablo 6.13).

Iki tane CBH tespit edilmis ve CBH oram1 %4,35 olarak hesaplanmistir (2/46) (Tablo
6.13). %95 gliven araligina gére CBH oran1 %0-%10,29 arasinda degismektedir. Bu oran FDA
tarafindan belirtilen kriterlere (CBH oraninin %95 giiven araliginda iist sinirin %7,5’in altinda
olmasi) uymamaktadir. Tiim izolatlarda KU %91,8°dir. 11 izolatta kategorik uyumsuzluk
goriilmiis olup dordiinde EU’un da uyumsuzlugu saptanmistir. KU’ nin saptanmadigi izolatlarin
tamammda EUCAST MIK degeri VITEK 2 yontemine gére yiiksek olarak bulunmustur.
KU’nun olmadig1 saptanan 11 izolatin referans yonteme gore ikisinde CBH dokuzunda ise kH

oldugu bulunmustur (Tablo 6.13, Tablo 6.14).

VITEK 2 ile duyarli olarak sonuglanan 64 izolatin EUCAST sivi mikrodiliisyon yontemi
ile iki tanesi direngli olarak sonu¢lanmistir. Bu iki izolattan biri C. albicans (4 numarali izolat)
digeri ise C. parapsilosis’tir (11 numarali izolat). 4 ve 11 numarali izolatlarin her ikisinin de
flukonazol i¢in AFDT sonuglar1 VITEK 2 ile 2 pg/ml, EUCAST ile 8 pg/ml seklinde
sonuglanmis ve CBH olarak siniflandirilmistir. Calismamizda flukonazol i¢in CBH orami
%4,35 (n=2) olarak saptanmistir. Caligmamizda BH saptanmamisg olup orani tiim izolatlar igin
%0’d1r. kH ise %6,7 (n=9) olarak saptanmistir. kH saptanan izolatlarin sekizi C. parapsilosis
iken bir tanesi C. albicans’tir. kH saptanan izolatlardan iki C. parapsilosis’te EUCAST MIK
degeri 16 pg/ml iken diger kH saptanan izolatlarda 8 pg/ml seklinde direngli saptanmigtir. kH
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olan izolatlarin tamaminin VITEK 2 ile MK sonucu 4 pg/ml olup artmis temasta duyarl olarak

belirlenmistir (Tablo 6.14).

Tablo 6.14. Flukonazol duyarlilik sonuglarinda VITEK 2 ve EUCAST sivi mikrodiliisyon

yontemi arasindaki uyumsuz sonuglar

izolat EUCAST EUCAST VITEK 2 VITEK 2
Candida Tiirii MIK Duyarhhik Duyarhhk MIK
Numarasi .. . .
pg/ml Kategorisi Kategorisi pg/ml
4 C. albicans 8 R S 2
7 C. parapsilosis 16 R | 4
10 C. glabrata 2 I I 8
11 C. parapsilosis 8 R S 2
12 C. parapsilosis 8 R I 4
14 C. parapsilosis 4 S S <0,5
24 C. parapsilosis 8 R | 4
33 C. parapsilosis 8 R I 4
42 C. parapsilosis 32 R R 8
43 C. albicans 8 R I 4
47 C. parapsilosis 2 S S <0,5
55 C. parapsilosis 8 R | 4
69 C. parapsilosis 8 R I 4
81 C. parapsilosis 2 S S <0,5
119 C. parapsilosis 16 R I 4
128 C. parapsilosis 8 R I 4

R: Direngli, S: Duyarli, I: Artmis temasta duyarli

C. parapsilosis izolatlarinin 34’{inde (%59,6) EUCAST MIK degeri VITEK 2 yéntemine
gore daha yiiksekken, 12’sinde (%21) her iki yontemle esit MIK ’ler saptanmus, iigiinde (%5,3)
ise VITEK 2 ile yiiksek MiK sonucu elde edilmistir. Sekiz izolatin ise VITEK 2 yontemi ile
belirlenen MIK degeri <0,5 pg/ml seklinde olup bu izolatlarin EUCAST yéntemi ile de MiK
sonucu <0,125 - 0,5 pg/ml arasinda sonuglanarak EU i¢in degerlendirilmemistir. VITEK 2 ile
MIK degeri <0,5 pg/ml olan dért izolatin ise EUCAST MIK sonucu 1 pg/ml’dir ve bu izolatlar
da EU i¢in degerlendirilmemistir. 45 C. parapsilosis izolati i¢in EU %84,4’tiir. EU’un olmadig1
belirlenen yedi izolatin tamamimda EUCAST MIiK degeri daha yiiksek olarak bulunmus ve bu
izolatlarin iicilinlin kategorik uyumsuzlugu da mevcuttur (birisinde CBH, ikisinde kH). C.
parapsilosis i¢in VITEK 2’nin EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemi ile KU degeri ise %84,2
olarak saptanmistir. KU olmayan dokuz izolatin birisinde CBH, sekizinde kH belirlenmistir ve
izolatlarin tamaminda EUCAST ile daha yiiksek MIK’ler elde edilmistir. Kategorik
uyumsuzluk saptanan dokuz izolatin {ligiinde EU yokken, altisinda EU olmakla birlikte bu tek
bir diliisyon farki izolatin duyarlhilik kategorisini degistirmistir. VITEK 2 ile duyarli olarak
saptanan bir izolat EUCAST yontemi ile direngli olarak (CBH) siniflandirilmistir (11 numaral
izolat). C. parapsilosis i¢gin CBH oran1 %2,5 (1/41) (%95 giiven aralig1 %0,06-%12,86) olarak
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belirlenmistir kH oran1 %14 (n=8) olarak tespit edilmistir. kH saptanan bu sekiz izolatin
tamamimn VITEK 2 ile MiK degeri 4 png/ml olarak saptanmis ve artmis temasta duyarl olarak
siniflandirilmistir. Bu sekiz izolatin ikisinin MIK degeri 16 pg/ml iken kalan alti tanesinin
MIK’i 8 pug/ml olarak saptanmis ve tamami1 EUCAST ile direngli olarak kategorilendirilmistir
(kH). Bu hali ile kH saptanan izolatlarin EUCAST MIK’i, VITEK 2 MIK degerinden yiiksek
olarak bulunmustur. C. parapsilosis izolatlarinda flukonazol i¢in BH ise saptanmamustir (%0)

(Tablo 6.13 ve Tablo 6.14).

49 C. albicans izolatinin 44’iinde VITEK 2 y&ntemi ile belirlenen MIK degeri <0,5 pg/ml
seklinde olup bu izolatlarm EUCAST yéntemi ile de MIK sonucu <0,125-0,25 pg/ml arasinda
sonuglanarak EA i¢in degerlendirilmemistir. Ug izolatta EUCAST yontemi ile, iki izolatta ise
VITEK 2 ile daha yiiksek MIK elde edilmistir. Bu sonuglar EUCAST sivi mikrodiliisyon
sonuclar1 karsilagtirildiginda bes C. albicans i¢in EU % 97,9 olarak belirlenmistir. Tiim C.
albicans 1zolatinin ise (n=49) KU’u %95,9°dur. Kategorik olarak uyumsuz olan iki izolat
bulunmustur. CBH sadece bir izolatta (4 numarali izolat) saptanmis olup oran %33,3 olarak
belirlenmistir ve MIK degeri VITEK 2 ile 2 pg/ml, EUCAST ile 8 pg/ml olarak bulunmakla
birlikte bu izolatin esansiyel uyumsuzlugu da mevcuttur. Bu yiiksek orana ragmen direngli
izolat sayis1 FDA tarafindan belirlenen 30’u bulmadigindan sonuglar yaniltici olabilir. kH ise

%2’dir (n=1, 43 numarali izolat). BH saptanmamustir (Tablo 6.13).

28 C. glabrata izolatinin 11°inde EUCAST ile esit MIK sonucu elde edilirken, dokuzunda
VITEK 2 ile, sekizinde ise EUCAST ile yiiksek sonu¢ elde edilmistir. EUCAST ile
kiyaslandiginda VITEK 2’nin C. glabrata’da flukonazol i¢cin EU degeri %96,4, KU degeri
%100, CBH, BH ve kH oran1 %0 olarak gozlenmistir. Sadece tek bir izolatta esansiyel
uyumsuzluk saptanmis olup bu uyumsuzluk duyarlilik kategorisini etkilememistir (10 numarali

izolat) (Tablo 6.13).

6.2.2.2. VITEK 2 Vorikonazol Sonuclar1 ve Referans EUCAST Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YSO08 kart1, vorikonazol i¢in 0,125-8 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
sonu¢ vermektedir. C. glabrata’nin EUCAST klinik sinir degeri olmadigindan ECOFF
degerine gore degerlendirilmistir. Klinik sinir degere gore degerlendirilen 106 izolatin VITEK

2 yontemi ile vorikonazole 34’1 direncli (%32,1), dordii (%3,8) artmis temasta duyarh ve 68’1
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(%64,2) duyarli olarak belirlenmistir (Tablo 6.12). C. parapsilosis izolatlarinin 32’si (%56,2)
direncli, dordii (%7) artmis temasta duyarli ve 21°1 (%36,8) duyarh olarak saptanmistir. C.
albicans izolatlarmin VITEK 2 vorikonazol MIK degerleri degerlendirildiginde ise izolatlarin
ikisi (%4,1) direncli, 47°s1 (%95,9) duyarli olarak saptanmistir (Tablo 6.12). VITEK 2 sonuglari
vorikonazol i¢cin ECOFF dikkate alinarak degerlendirildiginde EUCAST s1vi mikrodiliisyon
yontemine benzer sekilde 28 C. glabrata izolatlarin 27’sinin (%96,4) WT, birinin (%3,6) non-
WT oldugu belirlenmistir (Tablo 6.4 ve Tablo 6.13).

Referans yontemle klinik sinir degere gore ayni klinik duyarlilik kategorisinde olanlar ve
C. glabrata i¢in ECOFF’a gore WT olup olmama yoniinden ayni 6zellikte saptananlar kategorik
olarak uyumlu sayilmistir. Buna goére, vorikonazol VITEK 2 sonuglar1 i¢in referans yontemle
KU %92,5, CBH {i¢ izolatta tespit edilmis olup oran1 %7,8, BH iki izolatta saptanmis olup orani
%?2,2 ve kH bes izolatta belirlenmis olup oran1 %3,7 seklinde belirlenmistir (Tablo 6.13). KU
ylzdesi, BH oran1 FDA kriterlerine uygun olarak saptanmis ancak CBH %7,8 seklinde (%95
giiven aralig1; %1,66-%21,38) olup FDA kriterlerine uygun degildir.

KU’un olmadig1 11 izolat tespit edilmis olup bu izolatlarin iiciinde CBH (7, 33, 119
numarali izolatlar), ikisinde BH (50 ve 140 numarali izolatlar) ve altisinda ise kH (2, 4, 43, 58
ve 108 numarali izolatlar) saptanmustir. VITEK 2 vorikonazol MiK sonucu <0,125 pg/ml olan
86 izolat EU degerlendirilirken hari¢ tutulmustur. Kalan 48 izolat incelendiginde EU %75
olarak belirlenmistir. Esansiyel olarak uyumsuz olan 12 izolat (18, 30, 33, 50, 55, 62, 67, 68,
104, 119, 128 ve 140 numarali izolatlar) saptanmis olup bu durum izolatlarin dordiinde
kategorik uyumsuzlukla sonu¢lanmis ve ikisinde BH (50 ve 140 numaral izolatlar), ikisinde

CBH (33 ve 119 numarali izolatlar) sebep olmustur (Tablo 6.15).
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Tablo 6.15. Vorikonazol duyarlilik sonuglarinda VITEK 2 ve EUCAST sivi mikrodiliisyon

s1vit mikrodiliisyon yontemi arasindaki uyumsuz sonuglar

izolat Candida Tiirii EUCAST EUCAST VITEK 2 VITEK 2
Numarasi MIK Duyarhhk Duyarhhk MIK
pg/ml Kategorisi Kategorisi pg/ml
2 C. parapsilosis 0,25 I S <0,125
4 C. albicans 0,25 I S <0,125
7 C. parapsilosis 0,5 R S <0,125
18 C. parapsilosis 1 R R 4
30 C. parapsilosis 0,5 R R 2
33 C. parapsilosis 1 R S <0,125
43 C. albicans 0,25 | S <0,125
50 C. albicans <0,015 S R >8
55 C. parapsilosis 1 R R >8
58 C. parapsilosis 0,5 R I 0,25
62 C. parapsilosis 2 R R >8
67 C. parapsilosis 2 R R >8
68 C. parapsilosis 2 R R >8
104 C. parapsilosis 2 R R >8
108 C. parapsilosis 0,5 R I 0,25
119 C. parapsilosis 2 R S <0,125
128 C. parapsilosis 1 R R >8
140 C. albicans <0,015 S R 1

R: Direngli, S: Duyarli, I: Artmis temasta duyarli

Duyarli olarak saptanan iic C. parapsilosis izolati (7, 33, 119 numarali izolatlar)
EUCAST yontemi ile direncli saptandigindan CBH olarak degerlendirilmis ve CBH orani %8, 1
(%95 gliven aralig1 %0-%16,9) olarak belirlenmistir. kH %5,2 (2, 58 ve 108 numarali izolatlar,
n=3) olarak belirlenmis olup BH saptanmamustir. KU ise %89,4’tlir. VITEK 2 sonucu <0,125
ug/ml olup EUCAST sonucu da bu degerin altinda saptanan izolatlar (n=19) dahil
edilmediginde 38 izolat degerlendirmeye alindiginda EU oran1 %73,7 olarak bulunmustur

(Tablo 6.13).

C. albicans izolatlarindan direnc¢li bulunan iki izolatin EUCAST yo6ntemi ile duyarli
oldugu gozlenmistir (BH). KU %91,8, BH %4,2, kH %4 olarak belirlenmistir. Kategorik olarak
uyumsuz dort izolat belirlenmis ve bu izolatlarin ikisinde BH (50 ve 140 numarali izolatlar),
ikisinde kH (4 ve 43 numarali izolatlar) saptanmistir. CBH ise saptanmamistir. EU ise
vorikonazol sonuglarmim C. albicans izolatlarmm yaklasik %96’sinda MIiK sonuglarinimn
VITEK 2 ile <0,125 pg/ml ve EUCAST sivi mikrodiliisyon yontemi ile < 0,015 pg/ml seklinde

sonu¢lanmasi nedeniyle hesaplanamamistir (Tablo 6.13).
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C. glabrata igin duyarlilik sinir degeri mevcut olmadigindan ECOFF degerine gére WT
ve non-WT olarak kategorilendirme yapildiginda KU %100, CBH %0, BH %0 ve kH %0 olarak
saptanmaktadir. EU i¢in ise VITEK 2 vorikonazol sonucu <0,125 pg/ml olarak belirlenen 20
izolat hesaplamaya dahil edilmemistir. Kalan sekiz C. glabrata i¢in EU degeri %100 olarak
saptanmistir (Tablo 6.13).

6.2.2.3. VITEK 2 Kaspofungin Sonuclar1 ve Referans EUCAST Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YSO08 karti, kaspofungin igin 0,125- 8 pg/ml, konsantrasyon araliklarinda
sonu¢ vermektedir. Kaspofungin i¢in EUCAST tarafindan klinik smir deger veya ECOFF
degeri belirlenmediginden izolatlarin klinik duyarlilik kategorisi veya WT olup olmadigi
belirlenememistir. Kaspofungine karsi izolatlarin en diisiik MIK degeri <0,125 pg/ml, en
yiiksek MIK degeri ise 4 pg/ml’dir. Genel olarak C. parapsilosis i¢in ortalama MIK degeri
diger tiirlere gore daha yiiksek saptanmistir. (C. parapsilosis i¢in 1,08 ug/ml, C. albicans i¢in
<0,125 pg/ml, C. glabrata igin 0,2 ng/ml ve C. tropicalis igin 0,12 pg/ml). MIK50 ve MIK90
degerleri sirastyla tiim izolatlar i¢in 0,25 pg/ml ve 2 ng/ml, C. parapsilosis i¢in 1 pg/ml ve 2
ug/ml, C. albicans igin <0,125 pg/ml ve 0,25 pg/ml, C. glabrata i¢in <0,125 pg/ml ve 0,25

ng/ml olarak belirlenmistir.

Sinir degerinin olmamasi nedeniyle referans yontemle KU, CBH, BH ve kH ac¢isindan bir
degerlendirme yapilamamistir. VITEK sonucu <0,125 pg/ml olmayan 73 izolat
degerlendirildiginde EU %90,4 olarak bulunmugtur. Yedi izolatta referans yontem ile esansiyel
uyumsuzluk vardir ve bu izolatlarin biri hari¢ (119 numarali izolat) tamaminda VITEK 2 ile
daha yiiksek MIK’ler elde edilmistir (Tablo 6.16). C. parapsilosis’in iiciinde, dort C.
albicans’1n ikisinde ve 12 C. glabrata’nin ikisinde EU saptanmayarak sirasiyla EU oranlari

%94.7, %50 ve %83,3 seklinde bulunmustur.
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Tablo 6.16. Kaspofungin duyarlilik sonuglarinda VITEK 2 ve EUCAST s1vi mikrodiliisyon

yontemi arasindaki uyumsuz sonuglar

izolat Candida EUCAST MIK VITEK 2 MiK
Numarasi Tiirii pg/ml pg/ml
6 C. albicans 0,03 0,25
11 C. parapsilosis 1 4
44 C. glabrata 0,06 0,5
84 C. parapsilosis 0,03 0,5
109 C. albicans 0,03 0,25
110 C. glabrata 0,06 0,5
119 C. parapsilosis 1 0,12

6.2.2.4. VITEK 2 Mikafungin Sonuclar1 ve Referans EUCAST Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YSO08 kart1, mikafungin i¢in 0,125-8 pg/ml, konsantrasyon araliklarinda
sonug vermektedir. Klinik duyarlilik kategorisi C. parapsilosis izolatlarinin tamaminda (n=57),
tic C. albicans izolatinda degerlendirilmistir. Diger izolatlarda ise izolatlarin klinik sinir degeri
(C. albicans igin 0,016 pg/ml, C. glabrata igin 0,03 pg/ml) VITEK 2 MIK degerinin (<0,06
ng/ml) altinda kaldigi i¢in belirlenememistir. 60 izolatin dordii (%6,7) direngli, 56’s1 (%93,3)
duyarli saptanmistir. Direngli saptanan 4 izolatin %75°1 C. albicans (n=3) %25°1 C. parapsilosis
(n=1) olmustur. C. parapsilosis izolatlarinin %1,8’1 direngli (n=1), %98,2’s1 duyarlidir (n=56)
(Tablo 6.12).

60 izolat dikkate almdiginda KU %95, BH %4,6 olarak belirlenmistir. Ug izolatta
kategorik uyumsuzluk mevcut olup BH olarak smiflandirilmistir (6, 11 ve 109 numaral
izolatlar). VME ve miE saptanmamustir. 60 izolat i¢cin EU %83,3 olarak belirlenmistir. VITEK
2 mikafungin sonucu C. parapsilosis i¢in su sekildedir; KU %95, BH %5’dir. CBH ve kH
saptanmamustir. EU ise <=0,06 olan {i¢ izolat dahil edilmediginde %92,6 olarak belirlenmistir
(Tablo 6.13). Tablo 6.17°de mikafungin i¢in VITEK 2 yontemi ile referans yontem arasindaki

uyumsuzluklar verilmistir.
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Tablo 6.17. Mikafungin duyarlilik sonuglarinda VITEK 2 ve EUCAST sivi mikrodiliisyon

yOntemi arasindaki uyumsuz sonuglar

izolat EUC.AST EUCAST VITEK 2 VITEK 2

Candida tiirii MIK Duyarhhk Duyarhhk MIK

Numarasi pg/ml Kategorisi Kategorisi pg/ml

2 C. parapsilosis 0,5 S S <0,06

6 C. albicans 0,03 S R 0,25

11 C. parapsilosis 2 S R 4

33 C. parapsilosis 0,5 S S <0,06
45 C. parapsilosis 2 S S 0,5
54 C. parapsilosis 2 S S 0,5
68 C. parapsilosis 2 S S 0,5
84 C. parapsilosis 0,03 S S 0,5
92 C. albicans 0,06 R R >8

109 C. albicans <0,015 S R 0,125

119 C. parapsilosis 1 S S <0,06

6.2.2.5. VITEK 2 Amfoterisin B Sonu¢lar1 ve Referans EUCAST Sivi Mikrodiliisyon

Yontemi ile Karsilastirmasi

VITEK 2 AST-YS08 kart1, amfoterisin B i¢in 0,25-16 pg/ml, konsantrasyon araliklarinda
sonu¢ vermektedir. izolatlarin 14°ii (%10,4) direncli, 120’si (%89,6) saptanmistir. C.
parapsilosis izolatlariin altis1 (%10,5) amfoterisin B’ye direngli, 51°1 (%89,5) duyarli; C.
albicans izolatlarinin yedisi (%14,3) direngli, 42’si (%85,7) duyarli; C. glabrata’nin biri (%3,6)
direncli, 27°si (%96,4) duyarli olarak saptanmistir (Tablo 6.12)

Referans yonteme gore KU %92,5°dir. 10 izolatin kategorik uyumunun olmadigi
belirlenmis ve bunlar BH olarak smiflandirilmis ve BH oram %7,7 (10/130) olarak
belirlenmistir. CBH ve kH saptanmamustir. VITEK 2 sonucu <=0,25 pg/ml olan 25 izolat dahil
edilmeyip 109 izolat iizerinden degerlendirme yapildiginda EU %91,7 olmaktadir. C.
parapsilosis izolatlarinin KU oraninin %91,2 oldugu belirlenmistir. Kategorik uyumsuzluk bes
izolatta saptanmis ve tamami BH olarak belirlenmistir ve orami %8,9’dur. CBH ve kH
saptanmamustir. VITEK 2 ile amfoterisin B sonucu <0,25 pg/ml olarak saptanan 16 izolat dahil
edilmeden hesaplanan C. parapsilosis i¢in EU oram1 %91,1°dir. C. albicans izolatlarinin KU
oraninin %91,8 oldugu saptanmistir. CBH ve kH goriilmemis olup kategorik uyumsuzluk
sadece BH seklindedir ve oranm1 %8,7 olarak belirlenmistir. MIK degeri <0,25 pg/ml seklinde
sonuglanan 7 izolat dahil edilmediginde EU C. albicans igin %90,8’dir. C. glabrata’nin ise
KU’u %96,4, BH’s1 %3,6 (n=1) olarak saptanmistir. CBH ve kH gériilmemistir. MIK sonucu
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<0,25 pg/ml olarak sonuglanan alt1 izolat dahil edilmediginde EU C. glabrata i¢in %95,4 olarak
belirlenmistir (Tablo 6.13). Amfoterisin B i¢in uyumsuzluk saptanan izolatlara ait veriler Tablo

6.18°de verilmistir.

Tablo 6.18. Amfoterisin B duyarlilik sonuclarinda VITEK 2 ve EUCAST sivi mikrodiliisyon

yontemi arasindaki uyumsuz sonuglar

izolat Candida EUCAST EUCAST VITEK 2 VITEK 2
- MIK Duyarhhk Duyarhhk MIK
Numarasi Tiirii . .

pg/ml Kategorisi Kategorisi pg/ml
3 C. albicans 0,5 S R 2
11 C. parapsilosis 1 S R 4
39 C. glabrata 1 S R 4
50 C. albicans 1 S R 2
53 C. albicans 0,5 S R 2
82 C. albicans 2 R R 8

87 C. parapsilosis 1 S S <0,25
104 C. parapsilosis 1 S R 4
108 C. parapsilosis 0,5 S R 2
111 C. albicans 0,5 S R 2
134 C. parapsilosis 2 S R 2
141 C. parapsilosis 1 S R 2

6.2.2.6. VITEK 2 Flusitozin Sonuclari

Izolatlarin 133°ii (%99,3) flusitozine duyarli, biri (%0,7) ise direngli olarak saptanmistir.
Direng gozlenen tek izolat C. albicans tiiriindedir ve MIK sonucu 16 pg/ml seklinde
sonuc¢lanmistir (92 numarali izolat). Anestezi ve Reanimasyon YBU’nde yatan bir hastanin
katater kan kiiltiirlinden izole edilen bu izolatin flukonazol ve mikafungine de direnci
mevcuttur. Duyarli olarak saptanan izolatlarmn tiimiinde MIK degeri <1 pg/ml olarak
bulunmustur. EUCAST sivi mikrodiliisyon yontemi ile flusitozin duyarlilig1 calisiimadigr igin
KU, EU, CBH, BH ve kH degerlendirilmemistir. VITEK 2 yontemi ile elde edilen flusitozin
MIK sonuglar1 Tablo 6.12°de verilmistir.

6.3. mrrl Gen Bolgesinin PZR Sonuclar

mrrl genine yonelik ti¢ ayr1 primer ile gerceklestirilen PZR sonucunda elde edilen PZR

tiriinleri agaroz jel elektroforezde goriintiilenmistir. mrrl geni i¢in mrrl-F1F ve mrri-F3R
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primerleri ile yapilan PZR sonucunda tiim C. parapsilosis izolatlarinda ~1308 bg biiyiikliiglinde

bant elde edilmistir (Sekil 6.15).

1500 be

500 be

Sekil 6.15. mrri (mrri-F1F ve mrrl-F3R primerleri) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

M: Molekiiler biiytikliik belirteci (GmbH DNA Ladder, 100 bp, Bioron, Germany), NK: Negatif kontrol, 2,7: Hasta
izolatlar1, PK: Pozitif kontrol.

mrrl geni i¢in mrri-F4F ve mrrl-F6R primerleri ile yapilan PZR sonucunda tim C.

parapsilosis izolatlarinda ~1401 bg biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 6.16).

1500 bg

Sekil 6.16. mrri (mrri-FAF ve mrrl-FO6R primerleri) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

M: Molekiiler biiyiikliik belirteci (GmbH DNA Ladder, 100 bp, Bioron, Germany), NK: Negatif kontrol, 2,7,8,
9,11: Hasta izolatlari, PK: Pozitif kontrol, b¢: baz g¢ifti.
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mrrl geni i¢in mrrl-F7F ve mrrl-FOR primerleri ile yapilan PZR sonucunda tiim C.

parapsilosis izolatlarinda ~1468 bg biiylikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 6.17).

1500 be

500 b

Sekil 6.17. mrrl (mrrI-FTF ve mrrl-FOR primerleri) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

M: Molekiiler biiyiikliik belirteci (GmbH DNA Ladder, 100 bp, Bioron, Germany), NK: Negatif kontrol, 2,7: Hasta
izolatlari, PK: Pozitif kontrol, b¢: baz gifti.

6.3.1. mrrl Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi Sonuclar

mrrl genindeki mutasyonlarin arastirilmasit amaciyla uygulanan {i¢ ayr1 PZR
amplifikasyonu sonrasinda elde edilen PZR firiinlerinin iki yonli DNA dizi analizi
degerlendirilerek izolatlarin mrrl geni dizisi belirlenmistir. Azollere direngli ve artmis temasta
duyarli oldugu belirlenen 41 C. parapsilosis izolatinin %36,6’sinda (n=15) mrrl geninde
mutasyon oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin dokuzunda G1214A (heterozigot), altisinda
G2779T mutasyonu (homozigot) oldugu belirlenmistir. izolatlarin higbirinde bu mutasyonlar
birlikte saptanmamistir (Tablo 6.20, Tablo 6.21). DNA dizi analizi sonucunda elde edilen
dizilere ait veriler Genbank sistemine PQ037952 ve PQ037953 numaralar1 ile yiiklenmistir.
Tespit edilen mutasyonlara ait elektroferogram ornekleri Sekil 6.18’de, mutasyon tespit edilen

izolatlarda azollere ait MIK degerleri Tablo 6.19°da verilmistir.
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A B
Conseneus: GGTTGTGAGTTGCTATTGATTGATAaAATAAGAAGGACTCTTCCAAGCAAGAAAGTAGTATGC
Contigi TGA CTATTEATTEATAAAATAABAABGACTCTTCCAA 1252
9F4F TG A CTATTGATTBATARAATAABAABEBACTETTCCAA 419
32F4F TG A CTATTEATTEATAAAATAABAABBACTCTTCCAA 7
8F4F TG A CTATTEATTBATARAATAABAABEACTETTCCAA 418
66F4F TG A CTATTGATT ATA,AIAATAA AAGGACTCTTCCAA b
12F4F TG A CTATTGATTGATAAAATAAGAAGGACTCTTCCAA 415
46F4F TG A CTATTGATT ATAIAEAATAA AAGGACTETTCCAA 416
S56F4F TGA CTATTEATTGATARAATAABAA ACTCTTCCAA 414
11F4F TG A CTATTGATTBATAAAATAABAAGGACTCTTCCAA 418
KT160017.1_Candida_parapsi TGA CTATTGATT ATAHAATAA AA ACTCTTCCAA 1252
1 — LK ] >
Seq- /10 Col 1214/ 3303 Pos- |- Sel1x9 |
C
Consensus: CAATTTGTGTGAAGGTACGTTGCGTAGATTGEGTAAAGTTGAATTAATGGGTAAGGAATTTTG(
Contigl 74 A AT TTBTETE A ABBT ACBTTECETABATTETETAAABTTEAATTAAT TAABBAATTT TR 2212
|307f S AATTTEBTGTGAAGGTACGTTGCGTAGATT TAAAGBTTGAATTAAT TAAGGAATTTTG 760
657 S TIAATTTEGTEGTGAA TACGTTGCGTAGATT TAAAGTTGAATTAAT TAA AATTTTGC 751
\8767f S AATTTGTGTGAAGGTACGTTGCGTAGATT TAAAGTTGAATTAAT TAAGGAATTTTGC 760
Ezdﬂf T AATTTGTGTGAA TACGTTGCGTAGATT TAAAGTTGAATTAAT TAA AATTTTEC 754
|27 S AATTTETGTGAAGGTACGTTGCGTAGATT TAAAGTTGAATTAAT TAAGGAATTTTGC 761
\5167f 4 AATTTEGTGTGAAGGTACGTTGCGTAGATT TAAAGTTGAATTAAT TAAGGAATTT TG 758
|KT160017.1_Candida_parapsi 27*}AATTTGTGTGAAGGTACGTTGCGTAGATT TAAAGTTEBAATTAAT TAAGGAATTT TG 2612

[ | JLIK]| u L]

Seq-/8 Col 2779/ 3388 Pos - [ - Sel1x7 =

D
Sekil 6.18. mrrl geninde tespit edilen mutasyonlara ait 6rnek kromatogram goriintiisii

A. 8 numaral1 6rnege ait heterozigot G1214A (R405K) mutasyonu B. 30 numarali drnege ait homozigot G2779T
(G927C) mutasyonu. C. G1214A (R405K) mutasyonu saptanan izolatlarin niikleotid dizilimi. D. G2779T (G927C)
mutasyonu saptanan izolatlarin niikleotid dizilimi. KT160017.1: Referans BC014 C. parapsilosis sugunun mrri
dizilimi

6.4. ergl1 Genine Yonelik MAS-PZR Sonuclar:

6.4.1. MAS PZR-1 Sonrast Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Goriintiilleme Sonuclar:

ergl ] geninde azol direncinden ana sorumlu A395T mutasyonu varligini saptayan MAS

PZR-1 sonucunda elde edilen PZR iirlinlerinin jel elektroforez goriintiisii Sekil 6.19°da
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verilmigtir. Elektroforez sonucunda A395T mutasyonu olmayan izolatlarda 323 bg
uzunlugunda tek bir bant gozlenirken, A395T mutasyonu tasiyan izolatlarda 323 bg ve 231 bg
uzunlugunda iki bant goriilmiistiir (Sekil 6.20). 57 C. parapsilosis izolatinda arastirilan A395T
mutasyonu izolatlarin 35’inde (%61,4) tespit edilmistir. EUCAST sivi mikrodiliisyon
yontemine gore azollere duyarli olmayan 41 C. parapsilosis izolatinin 33’{inde (%80,5) ve
azollere duyarl olarak saptanan 16 C. parapsilosis izolatinin ikisinde (%12,5) ergl1 geninde
A395T mutasyonu MAS PZR-1 yontemi ile tespit edilmistir (Tablo 6.20, Tablo 6.21).
Mutasyon saptanan 35 C. parapsilosis izolatinin flukonazole 33’1 (%94,3) direncli, ikisi (%5,7)
duyarli; vorikonazole 32’si (91,4) direngli, biri (%2,9) artmis temasta duyarli, ikisi (%35,7)
duyarly; itrakonazole 14’1 (%40) direngli, 21°1 (%60) duyarl bulunmustur.

250 be

Sekil 6.19. ergl geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-1 sonras1 agaroz jel

elektroforezi goriintiisii

M: Molekiiler biiytikliik belirteci (Gene Ruler DNA Ladder, 50-500 bp, Thermo, Germany), NK: Negatif kontrol,
7, 8,9, 11: Hasta izolatlari, Cp: C. parapsilosis ATCC 22019, bg: baz ¢ifti.

6.4.2. MAS PZR-2 Sonrasi Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Goriintilleme Sonuclari

ergl 1 geninde azol direncinden ana sorumlu A395T mutasyonu varligini saptayan MAS
PZR-2 sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiisii Sekil 6.20°de
verilmigtir. Mutasyonu tasimayan izolatlarda, erg/ I-WT ve ergl-Rev primerleri ile yapilan

PZR sonrast jel elektroforezde 450 b¢ uzunlugunda bant saptanirken, mutasyon tasiyan
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izolatlarda ergl/l-Y132F ve ergli-Rev primerleri ile yapilan PZR sonucunda 450 bg
uzunlugunda bant saptanmistir. Mutasyon tasimayan referans sus ve izolatlarda mutasyon
primeri ergl/-Y132F ile ger¢eklestirilen PZR sonucunda spesifik olmayan yaklagik 600 bg
uzunlugunda bir bant meydana gelmektedir (Sekil 6.20). Elektroforez goriintiilemesi ile MAS
PZR-2 sonucunda da MAS PZR-1 ile ayn1 sonuglar elde edilmistir. MAS PZR-2’de ilk
yontemden farkli olarak bir izolatin hem erg//-WT hem de ergl/l-Y132F primerleri ile
gerceklestirilen reaksiyonlar sonrasinda 450 b¢ uzunlugunda bant elde edilerek heterozigot

A395T mutasyonu tasidigi saptanmistir (29 numarali izolat).

57 C. parapsilosis izolatinda arastirilan A395T mutasyonu izolatlarin 35’inde (%61,4)
tespit edilmistir. EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemine gore azollere duyarl olmayan 41 C.
parapsilosis izolatinin 33’tinde (%80,5) ve azollere duyarl olarak saptanan 16 C. parapsilosis
izolatinin ikisinde (%12,5) ergl1 geninde A395T mutasyonu MAS PZR-2 yontemi ile tespit
edilmistir (Tablo 6.19, Tablo 6.20). Mutasyon saptanan 35 C. parapsilosis izolatinin
flukonazole 33’1 (9%94,3) direncli, ikisi (%3,7) duyarli; vorikonazole 32’si (91,4) direncli, biri
(%2,9) artmis temasta duyarli, ikisi (%5,7) duyarli; itrakonazole 14’1 (%40) direncli, 21’1
(%60) duyarli bulunmustur.

Cp621 2 7 8 914 NKMC621 2 7.8 9 14 NK

Sekil 6.20. ergl 1 geninde A395T mutasyonu varligini saptayan MAS PZR-2 sonras1 agaroz jel

elektroforezi goriintiisi

M: Molekiiler biiyiikliik belirteci (100 bp plus DNA Ladder, (Bioron GmbH, Almanya)), NK: Negatif kontrol,
62,1,2,7,8,9, 14: Hasta izolatlari, Cp: C. parapsilosis ATCC 22019, bg: baz gifti.
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Tablo 6.19. C. parapsilosis izolatlarinin azol MIK degerleri ve ergl! ile mrrl genlerindeki

mutasyon varlig

. Flukonazol Vorikoenazol itrglkonazol ergll mrrl
Izolat MIK pg/ml MIK pg/ml MIK pg/ml A395T GI1214A G2779T
No (Duyarhhk (Duyarhhk (Duyarhhk
kateygorisi) katezorisi) kateéorisi) (Y132F) (R405K) (G927C)
Azol Direncli / Artmus Temasta Duyarh
2 32 (R) 0,25 (1) 0,25 (R) - - +
7 16 (R) 0,5 (R) 0,125 (S) + - -
8 16 (R) 2 (R) 0,125 (S) + + -
9 32(R) 2(R) 0,25 (R) + + -
11 8 (R) 2 (R) 0,06 (S) + + -
12 8 (R) 2 (R) 0,125 (S) + + -
16 8 (R) 1 (R) 0,25 (R) + - -
18 16 (R) 2 (R) 0,125 (S) + + -
20 32(R) 1 (R) 0,25 (R) + - -
22 16 (R) 2 (R) 0,25 (R) + - -
24 8 (R) 0,5 (R) 0,03 (S) - - +
29 8 (R) 0,5 (R) 0,5 (R) + - -
30 4 0,5 (R) 0,5 (R) - - +
32 8 (R) 1 (R) 0,25 (R) + + -
33 8 (R) 1 (R) 0,25 (R) * - -
40 16 (R) 1 (R) 0,125 (S) + - -
42 32 (R) 2 (R) 0,125 (S) + - -
45 8 (R) 1 (R) 0,25 (R) + - -
46 8 (R) 0,5 (R) 0,06 (S) + + -
51 16 (R) 0,25 () 0,125 (S) - - +
54 8 (R) 0,25 (I) 0,06 (S) + - -
55 8 (R) 1 (R) 0,125 (S) + - -
56 8 (R) 2 (R) 0,125 (S) + + -
58 8 (R) 0,5 (R) <0,015 (S) + - -
62 16 (R) 2(R) 0,5 (R) o - -
65 32 (R) 0,5 (R) 0,25 (R) - - +
66 16 (R) 4 (R) 0,25 (R) + + -
67 16 (R) 2 (R) 0,125 (S) + 3 -
68 16 (R) 2 (R) 0,125 (S) + - -
69 8 (R) 0,5 (R) 0,125 (S) + - -
76 16 (R) 2 (R) 0,25 (R) + - -
87 16 (R) 0,5 (R) 0,5 (R) - - +
89 16 (R) 2 (R) 0,25 (R) + - -
104 32 (R) 2 (R) 0,125 (S) + - -
108 8 (R) 0,5 (R) 0,125 (S) + - -
113 8 (R) 0,5 (R) 0,125 (S) + - -
116 8 (R) 0,125 S 0,25 (R) - - -
119 16 (R) 2 (R) 0,25 (R) + - -
128 8 (R) 1 (R) 0,125 (S) + - -
134 8 (R) 0,5 (R) 0,25 (R) - - -
141 16 (R) 2 (R) 0,25 (R) + - -
Azol Duyarh

1 1(S) 0,03 (S) 0,06 (S) -

14 4(S) 0,125 (S) 0,125 (S) +

15 <0,125 (S) <0,015 (S) 0,03 (S) -

19 1(S) <0,015 (S) 0,125 (S) +

28 0,5 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) -

35 1(S) 0,06 (S) 0,125 (S) -

47 2 (S) 0,06 (S) 0,06 (S) -

48 0,5 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) -

81 2(S) 0,03 (S) 0,06 (S) -

83 0,5 (S) <0,015 (S) 0,06 (S) -

84 <0,125 (S) <0,015 (S) 0,03 (S) -

99 2(S) 0,03 (S) 0,125 (S) -

107 1(S) 0,03 (S) 0,125 (S) -

123 0,5 (S) <0,015 (S) 0,125 (S) -

125 0,25 (S) <0,015 (S) 0,125 (S) -

137 0,5 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) -

S: Duyarli, R: Direngli, I: Artmis temasta duyarli, (+): Mutasyon var, (-): Mutasyon yok
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Tablo 6.20. erg/] geni MAS PZR 1-2 (n=57) ve mrrl gen dizilimi (n=41) gerceklestirilen

izolatlarda saptanan mutasyonlar

Gen Bolgesi Baz Degisikligi Aminoasit Degisikligi n Y%
ergll A395T Y132F 35/57 61,4
G1214A R405K 9/41 22
mrrl G2779T G927C 6/41 14,6

%: Calisilan izolat sayisina orani, n: izolat sayis1

Her iki MAS PZR y6ntemi ile sonuglar ayni sekilde sonuglanmistir ve tiim C. parapsilosis
izolatlarinin 35’inde (%61,4) A395T (Y132F) mutasyonu saptanmistir. Azollere duyarh
olmayan C. parapsilosis izolatlarinin dizi analizinde izolatlarin %36,6’sinda (15/41) mrrl
geninde mutasyon saptanmistir. En stk G1214A (R405K) ardindan G2779T (G927C)
mutasyonlar1 saptanmistir (Tablo 6.21). mrrl geninde G1214A (R405K) mutasyonu tasiyan
izolatlarin tamaminda erg// geninde de A395T mutasyonu bulunmaktadir. mrrl geninde
G2779T (G927C) mutasyonu tastyan alt1 izolatta ise erg// geninde A395T mutasyonu tespit
edilmemistir (Tablo 6.19).

C. parapsilosis 1zolatlariin ergll geninde A395T (Y 132F) mutasyonu tasima duruma
gore antifungal duyarlilik oranlar1 Tablo 6.21°de ve flukonazole duyarli olmayan C.
parapsilosis izolatlarinda ergl ] geninde A395T (Y 132F) mutasyonunu tagima durumuna gore

antifungal duyarlilik oranlar1 Tablo 6.22’de verilmistir.

Tablo 6.21. C. parapsilosis izolatlarinin ergl// geninde A395T (Y132F) mutasyonu tasima

durumuna gore antifungal duyarlilik oranlar

. % Duyarh izolat oram)*
Antifungal — - —
flac Y}32F ergll Pozitif Y]32F ergll Negatif Tiim Izolatlar p
Izolatlar (n = 35) Izolatlar (n =22) (n=157)

Flukonazol 5,7(2) 63,6 (14) 28,1 (16) 0,000
Vorikonazol 5,7(2) 68,2 (15) 29,8 (17) 0,000
itrakonazol 60 (21) 72,7 (16) 64,9 (37) 0,327
Anidulafungin 100 (35) 100 (22) 100 (57) -
Mikafungin 100 (35) 100 (22) 100 (57) -
Amfoterisin B 97,1 (34) 100 (22) 98,2 (56) 0,424

* Klinik sinir degerleri EUCAST 2023 degerlerine gore verilmistir. Parantez i¢inde izolat sayis1 verilmistir.
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Tablo 6.22. Flukonazole duyarli olmayan C. parapsilosis izolatlarinda ergl/ geninde A395T

(Y 132F) mutasyonunu tasima durumuna gore antifungal duyarlilik oranlar1

% (Duyarh izolat orani) *
Flukonazol Flukonazol
. Duyarh Olmayan | Duyarh Olmayan Flukonazol ; p
Antifungal M Duyarh Olmayan | Tiim Izolatlar
i Y132F ergll Y132F ergll ; _
Hla¢ gt Y Izolatlar (n=57)
Pozitif Izolatlar | Negatif Izolatlar —41 %
(n =33) (n =8) (n=41) o
Flukonazol 0 0 0 28,1 -
Vorikonazol 0 12,5 (1) 2,5(1) 29,8 0,195
itrakonazol 57,6 (19) 25(2) 51,2 (21) 63,1 0,130
Anidulafungin 100 (33) 100 (33) 100 (41) 100 -
Mikafungin 100 (33) 100 (33) 100 (41) 100 -
Amfoterisin B 97 (32) 100 (8) 100 (41) 97,2 1,000

* Klinik sinir degerleri EUCAST 2023 degerlerine gore verilmistir. Parantez i¢inde izolat sayis1 verilmistir.
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7. TARTISMA

Son yillarda yapilan arastirmalar kandidemi vakalarinin arttigin1 bildirmektedir (3-5,
140). Kandidemi insidansi diinya ¢apinda son on yilda %50 oraninda artmistir ve iilkeye ve
klinik ortama bagli olarak siklig1 2,4/100.000-15/100.000 arasinda degismektedir. Antifungal
tedavi segeneklerindeki dnemli ilerlemeye ragmen, kandidemi hala %40-60 arasinda degisen
genel kaba 6liim oraniyla iligkilidir. Mortalite, dikkate alinan kontrol grubuna ve altta yatan
komorbiditelere bagli olarak %S5 ile %49 arasinda degismektedir (1). Giiniimiizde Candida
tiirleri nozokomiyal (saglik bakimu ile iligkili) KAE’nin en sik dérdiincii nedenidir ve hastanede

edinilen tiim KAE’nin ise %8-10"unu olusturmaktadir (2, 68, 141, 142).

Yapilan c¢alismalar ile kandidemi gelisiminde etkisi olan ¢esitli risk faktorleri
tanimlanmstir. Bunlar; ileri yas, erkek cinsiyet, YBU’de uzun siire kalma, kronik hastaliklar,
SVK varligi, TPN uygulanmasi, cerrahi (6zellikle abdominal cerrahi), immunsiipresif ilag
kullanimi1, malignite, yiiksek dozda genis spektrumlu veya uzun siireli antibiyotik kullanima,
hemodiyaliz, invaziv tibbi cihazlarm varlig1 seklindedir (1, 70, 143). Isvigre’de 2013-2017
yillar1 arasinda bes {iniversite hastanesinde YBU ve diger hastane boliimleri arasindaki
kandidemi risk faktorlerinin arastirildig bir ¢alismada, YBU popiilasyonunda kandidemi icin
risk faktorleri arasinda TPN, akut bobrek hasari, kalp hastaligi, daha 6nce septik sok gecirmis
olmak ve aminoglikozit kullanim Gykiisii yer almisken, diger servislerdeki popiilasyonda
kandidemi ic¢in bagimsiz risk faktorleri arasinda SVK, TPN, glikopeptit ve nitroimidazol
kullanim &ykiisii yer almistir (1). Cerrahi YBU hastalarinda kandidemi risklerini degerlendiren
baska bir ¢aligmada ise antibiyotik kullanimi1 kandidemi gelisimi ile iligkili bulunmamus, cerrahi
(6zellikle abdominal cerrahi) geciren, SVK olan, TPN alan, akut bobrek yetmezligi, sok ve
yaygin damar i¢i pthtilasmasi olan hastalarda ise riskin arttig1 saptanmistir (70). Caligmamizda
da bu risk faktorlerinin varligi arastirilmis ve YBU ve diger servislerde yatan hastalar arasinda
risk faktorlerinin varligi acisindan istatistiksel fark olup olmadigi degerlendirilmistir.
Hastalarimiz arasinda cinsiyet ve yas agisindan herhangi bir farklilik gézlenmemis ve yas
ortalamasit 65,6+2 seklinde belirlenmistir. Calismalarda kandidemi daha ¢ok erkeklerde (144-
147) gozlenmesine ragmen bizim calismamizda kadin ve erkeklerde neredeyse esit olarak
goriilmiistiir (kadinlarda %50,7) (Tablo 6.1). Kandidemi tespit edilen hastalarin %65,1°1 60
yasin iizerindedir ve bu durum Tortorano ve ark. (148) tarafindan yapilan biiyiik bir Avrupa
calismasina, Resende ve ark. (149) tarafindan yapilan bir Brezilya ¢alismasina, Ahmad ve ark.

(144) tarafindan yapilan Hindistan ¢aligmasina ve Ghrenassia ve ark. (146) tarafindan yapilan
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Fransa galigmasina benzerdir. Bu durum muhtemelen bu popiilasyonun zayif immiin sistemine,
yasla birlikte artan kronik hastaliklarin varligina veya uzun siireli YBU kalislarina bagl olarak
gelisebilmektedir (144). Calismamizda literatiirle uyumlu sekilde kandidemi risk faktorlerinden
en sik saptanani invaziv tibbi cihaz varligi (%63,6) olmustur (periferik kateter, iiriner kateter,
dren vb.) (147). Daha sonra sirasiyla hastalarimizin %62,1’inde SVK, %61,4’iinde kronik
hastaliklar, %51,5’inde genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, %49,2’sinde mekanik
ventilasyon, %31,1’inde yakin ge¢miste cerrahi dykiisii, %27,3’linde daha 6nceden flukonazol
kullanim 6ykiisii, %27,3’linde malignite, %25’inde TPN, %13,6’sinda immiinsiipresif tedavi,
%10,6’sinda abdominal cerrahi ve %5,3’linde hemodiyaliz saptanmistir. Tiim hastalar bu risk
faktorlerinden en az birini tagimaktadir. Bu risk faktorlerinden invaziv tibbi cihaz varlig ve
mekanik ventilasyon YBU hastalarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,000) (Tablo 6.1). Hastanemizde 6zellikle YBU’de yatan hastalarda kandidemiyi 6ngdrme
acisindan bu risk faktorlerine sahip olanlara 6zellikle dikkat edilmesi taninin ve tedavinin
gecikmesi nedeniyle artan mortaliteyi engelleyebilir. Yiiksek riskli hastalardan hangilerinin
antifungal profilaksiden fayda gdreceginin belirlenmesi, uygun ampirik tedavinin tespiti i¢in

klinik ve laboratuvar isbirligini i¢eren ¢alismalara ihtiyag vardir.

Candida tiirleri, diinya capinda 6zellikle YBU’de 6nemli oranda morbidite ve mortalite
ile seyreden, artmis tibbi maliyetlerle sonuglanan nozokomiyal KAE’nin %8-10"'ununu
olusturarak dordiincii siray1 alan 6nemli enfeksiyon etkenlerindendir (68, 142). Son yillarda
yapilan caligmalar kandidemi insidansinin arttigini bildirmektedir (4, 150, 151). Kandidemi
vakalarinin %95'inden fazlasina sebep olan tiirler C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae ve C. guilliermondii’dir (151, 152). C. albicans,
kandideminin en sik goriilen nedeni olmasina ragmen son yillarda C. albicans'tan NAC
tiirlerine progresif gecisler kiiresel olarak gozlemlenmektedir (151). Son yillarda 6zellikle C.
glabrata ve C. parapsilosis'te gozlenen artis bu tilirlerin ilag direncinin de sik olabilmesi
nedeniyle oldukca dikkat ¢ekicidir. Bu durumun artan antifungal ila¢ kullanimina bagh olarak
meydana geldigi diislinlilmektedir. Ancak, flukonazoliin profilaksi ve tedavi i¢in nadiren
kullanildig1 Brezilya’da alt1 farkl: {igiincii basamak hastanede ger¢eklestirilen ¢ok merkezli bir
calismada, NAC insidanst yiiksek bulunmustur (tim kandidemi ataklarinin %63'0).
Nozokomiyal kandidemi paternindeki bu degisim, flukonazoliin yaygin kullaniminin yani sira
immiinsiipresif hastalarin sayisindaki artisa, invaziv tibbi prosediirlerin kullanimma, YBU’de
uzun siireli kaliglara ve daha dnce genis spektrumlu antibiyotik uygulanmasina da baglanmistir
(68, 153). Bizim verilerimiz de burada siralanan risk faktorlerinin ¢ogunu hastalarin tagimast,

ozellikle de hastalarin %27,3’iinde kandidemi gelismeden Once idrar, yara, doku gibi ¢esitli
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orneklerinde Candida tremesi nedeniyle flukonazol kullanim Oykiisiinii bulundugunu
gosterdiginden, hastanemizde kandidemide NAC tiirlerinin hakimiyeti goézlenmis olabilir

(Tablo 6.1).

Uluslararas: fungal silirveyans programlari ve ¢ok merkezli ulusal ¢alismalar, Candida
KAE izolatlarinin tiir dagilimindaki zamansal ve cografi varyasyona iligkin oldukc¢a fazla veri
saglamis ve antifungal direncin kapsamina iligskin bilgi birikimine de katkida bulunmustur.
1997-2007 arasinda Candida klinik izolatlar1 i¢in tiir dagilimi ve antifungal duyarlilik profilinin
belirlendigi ve 41 tilkeden verilerin analiz edildigi kiiresel ARTEMIS DISK Antifungal
Stirveyans Programinin sonuglarina gore, kandidemi gibi invaziv Candida enfeksiyonlarinda
artan tiir sayisina ek olarak, tiir dagiliminda zamansal degisiklikler goriilmiustiir. C. albicans
diinya capinda kandidemiye neden olan en yaygin tiir olmaya devam etmesine ragmen (genel
olarak tim Candida tiirlerinin %66's1), zamanla C. albicans izolasyonunda azalma egilimi
goriilmektedir (2, 154). 1997-2016 arasinda 20 yillik invaziv kandidiyaz etkeni olan Candida
tiirlerinin degerlendirildigi uluslararasi SENTRY antifungal siirveyans ¢alismasinda en yaygin
5 tiirlin siralamasi zaman iginde biraz degisiklik gosterse de her yil en baskin tiir C. albicans
olmustur. Bu caligmada degerlendirilen 20.788 Candida izolatinin %46,9’u C. albicans,
%18,7’s1 C. glabrata, %15,9’u C. parapsilosis, %9,3’1 C. tropicalis, %2,8°1 C. krusei ve %6,5’1
diger Candida tiirleri olarak raporlanmistir. C. glabrata genel olarak en yaygin NAC tiirii olarak
saptanmistir (155). C. albicans’1n diinya genelinde goriilme siklig1 Latin Amerika’da %37 gibi
diisiik bir orandan Norveg’te %70 gibi yiiksek bir orana kadar degismektedir. C. albicans en
yiiksek oranda Kuzey ve Orta Avrupa’da ve ABD’de izole edilmekte olup, NAC tiirleri Giiney
Amerika, Asya ve Giiney Avrupa’da daha yaygindir (2, 156). Candida tiirlerine bagh KAE’leri
degerlendirmek amaciyla Brezilya’da yapilan ¢ok merkezli bir siirveyans ¢alismasinda NAC
tiirleri, olgularin %65,7'sini olusturmus; C. albicans (%34,3), C. parapsilosis (%24,1), C.
tropicalis (%15,3) ve C. glabrata (%10,2) en yaygin tiirler olarak saptanmistir. Bu ¢aligmada
NAC tiirleri arasinda en sik C. parapsilosis saptanmistir (157).

Bizim ¢alismamizda da NAC tiirleri kandideminin baskin etkenleri olarak saptanmis olup
ilk sirada C. parapsilosis (%36,3), ardindan C. albicans (%28,6) gelmektedir (Sekil 6.1).
Calismaya dahil edilen izolatlarm yaklasik %62 sinin YBU kaynakli olmasi, kandideminin
merkezimizde YBU hastalar1 arasinda kandideminin daha sik gozlendigini desteklemektedir.
YBU hastalarinda C. parapsilosis’in daha sik etken olarak saptanmast, bu tiiriin antifungallere
direngli olmasi1 ve hizl1 yayilmasi nedeniyle 6nemli bir risk olusturmaktadir. Diger servislerden

gelen orneklerden izole edilen izolatlarda ise en sik C. albicans saptanmistir (Tablo 6.2). Bu
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farklilik YBU’de yatan hastalarin invaziv tibbi cihaz, mekanik ventilasyon gibi invaziv

girisimlerinin daha sik olmasina baglanmstir.

C. glabrata, ABD, Kanada, Avustralya ve baz1 Iskandinav iilkelerinde kandideminin
ikinci 6nde gelen nedenidir ve YBU’lerde, hematolojik maligniteleri ve solid tiimérleri olan
hastalarda kandideminin ilk nedeni olarak saptanmistir. Calismamizda da C. glabrata (%18,1)
kandideminin {i¢iincii en sik sebebi, NAC tiirleri arasinda ise ikinci siklikta izole edilen tiirdiir

(Sekil 6.1).

C. parapsilosis, intravendz kateterlere ve tibbi cihazlara tutunma ve saglik personelinin
ellerini kolonize etme yetenegi nedeniyle kandidemi déhil invaziv mantar enfeksiyonlarindan
izole edilen en yaygin tiirlerden biridir ve invaziv enfeksiyonlara ve klonal salginlara katkida
bulunabilmektedir. Cogu merkezde C. albicans'tan sonra kan kiiltiirlerinden izole edilen en
yaygin ikinci veya liglincii tiirdiir. Kandidemide C. parapsilosis’in prevalansi cografi bolgeye
gore degisebilmektedir, giiney Avrupa ve bazi bolgelerde daha yiiksek oranlar bildirilmistir.
Asya ve Latin Amerika'da, Kolombiya ve Venezuela'dan yapilan bazi g¢alismalarda, C.
parapsilosis, C. albicans't geride birakarak kandideminin en yaygin nedeni olarak

tanimlanmistir (37, 158, 159).

Ulkemizde yapilan calismalarda C. parapsilosis, farkli oranlarda saptanarak (%6-66)
NAC tiirleri arasinda genellikle en sik tiir olarak bildirilmistir (153, 160-163). 1994-2000
arasinda bir iiniversite hastanesinde kandidemi izolatlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada C.
albicans (%37,2) en sik etken olarak gozlenirken hemen ardindan C. parapsilosis (%32,2)
ikinci sirada saptanmistir (164). Tirkiye’de alti yillikk zaman dilimi igerisinde kan
kiiltiirlerinden izole edilen maya mantarlarinin tiir dagiliminin incelendigi ¢ok merkezli bir
calismada da bir merkez disinda en sik saptanan maya tiirii C. albicans (%43,1) olurken, bu
tiri C. parapsilosis kompleks (%29,1), C. glabrata (%10,1), C. tropicalis (%7,5), C. krusei
(%2,4), C. kefyr (%1,6) ve diger maya tiirleri (%6,2) izlemis ve NAC tiirleri baskin olarak
saptanmistir. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde KAE’lerin tiim yillarda ana
sorumlusu bizim bulgularimiza benzer sekilde C. parapsilosis olmustur. Candida tiirlerinin
yillara gore dagiliminda, C. parapsilosis kompleks i¢in 2016 yilinda gozlenen artis (p= 0.02)
disinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (165). Ulkemizde yapilan baska bir
calismada da sonuglarimiza benzer sekilde C. parapsilosis’in en sik etken oldugu
belirtilmektedir (147). Akdeniz Universitesi’nde yapilan ¢alismada kandideminin en sik etkeni

olarak NAC tiirlerinin sorumlu oldugu gézlenmistir (%64). Tiir dagilimina bakildiginda en sik
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goriilen tiir C. albicans (%45) olup, onu %22,5 ile C. parapsilosis, %16,7 ile C. tropicalis ve
%12,7 ile C. glabrata takip etmistir (166). Bu calismaya benzer sekilde Giirciioglu ve ark. (167)
tarafindan da kandideminin en sik etkeninin NAC tiirleri (%55) oldugu saptanmistir. En sik
izole edilen tiirler sirasiyla C. albicans (%45), C. parapsilosis (%26), C. tropicalis (%7), C.
krusei (%7) ve C. glabrata (%3,5)’dir. Bursa’da 2018-2021 arasinda dort yillik bir siire boyunca
236 Candida KAE izolatinin degerlendirildigi bir ¢alismada izolatlarin 1311 C. albicans
(%55,5), 40'1 C. parapsilosis (%16,9), 21'1 C. tropicalis (%8.9), 19'u C. glabrata (%S8,1), sekizi
C. lusitaniae (%3,4) olarak saptanmistir. Bu merkezde kandideminin en sik etkeni olan C.
albicans’1 izleyen C. parapsilosis NAC tiirleri arasinda ilk siray1 almistir (168). Istanbul’da
gerceklestirilen bir ¢alismada da yine NAC tiirleri en sik kandidemi etkeni olarak bildirilerek
tir diizeyinde en sik C. albicans hemen arkasindan C. parapsilosis saptanmistir (169).
Adana’daki bir ¢alismada ise kandidemi etkeni olarak NAC tiirleri sorumlu tutulmustur ve
bizim bulgularimiza paralel olarak birinci sirada C. parapsilosis (% 33.9), ikinci sirada C.
albicans (% 27.5) tglincii sirada ise C. tropicalis (% 16) bulunmustur (170). Sahiner ve ark.
(171) da bizim bulgularimiza benzer olarak kandidemi etkenlerini sirastyla C. parapsilosis (%
38,5), C. tropicalis (% 30,8) ve C. albicans (% 26,9) olarak tanimlanmustir. 2017-2019 YBU
verilerinin paylasildigr bir ¢alismada da kandideminin %92’sinden NAC tiirleri sorumlu

tutularak en sik etkenin C. parapsilosis (%84) oldugu belirlenmistir (147).

Calismamizda Tiirkiye’de li¢iincii basamak bir tiniversite hastanesinde Candida tiirlerinin
neden oldugu KAE’ler degerlendirilmistir. Belirtilen tarihler arasinda kandidemiye en sik sebep
olan tiir daha 6nceki ¢aligsmalarla paralel olarak, C. parapsilosis (%36,3) olmustur (170). Daha
sonra sirasiyla C. albicans (%28,6), C. glabrata (%18,1), C. auris (%7,7) ve C. tropicalis
(%3,8) saptanmustir (Sekil 6.1). NAC tiirleri, calismaya dahil edilen tiim kandidemi etkenlerinin
%71,4’tinti olusturmus ve bu oran kiiresel veriler ve iilkemiz verileriyle uyumlu olarak
gozlenmistir. Literatiirde yiiksek mortalite (bazen C. albicans kandidemisine bagli mortaliteyi
asan) ile sonuglanan klinik bir sorun ve hastanede kalis siiresinin uzamasi nedeniyle ekonomik
bir soruna da sebep olabildigi bildirilen NAC kandidemisi hastanemizde de yiiksek oranda
saptanmig olup 6nemli bir saglik sorunu olarak belirlenmistir. Buna ek olarak, NAC tiirlerinin
antifungallere kars1 direnci, gelecekteki ampirik terapotik ve profilaktik stratejiler igin biiyiik
bir zorluk teskil etmesi nedeniyle 6nem tasimaktadir (172). NAC tiirlerindeki bu artig egiliminin
nedeni tam olarak bilinmese de bazi tibbi risk faktorlerinin bu duruma yol agabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle C. parapsilosis kaynakli kandidemilerin, biyofilm olusturabilme
yetenekleri nedeniyle invaziv tibbi cihazi olan, SVK olan ve TPN alan hastalarda oldukga sik

gozlendigi bilinmektedir (37). Bizim ¢alismamizda da invaziv tibbi cihaz, SVK, TPN, mekanik
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ventilasyon ve cerrahi Oykiisii olan hasta oranlarinin ytliksek olmasit C. parapsilosis’in sikligin

aciklayabilir (Tablo 6.1).

Candida tiirleri 6zellikle YBU’deki hastalar arasinda siklikla nozokomiyal KAE’ye
neden olmaktadir ve bu enfeksiyonlar yliksek oranda morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Tiim
kandidemi ataklarmin yaklasik %30-35'i YBU’lerde meydana gelmektedir (173, 174). Bazi
calismalarda bu oran %50’leri bulmaktadir (175). YBU’de genisletilmis enfeksiyon prevalansi
(“Extended Prevalence of Infection in Intensive Care”, EPIC II) nokta prevalans ¢aligmasind;
enfekte, kiiltiir pozitif hastalarin %17'sinde Candida izole edilmistir. Cesitli ¢aligmalar son
yillarda YBU’de kandidemi insidansinm arttigini bildirmistir (173, 174). invaziv kandidemi
etkeni olarak C. albicans sikligindaki diisiis ve NAC tiirlerindeki (6zellikle C. glabrata) artig
egilimi Trick ve ark.'mmn (176) YBU bulgulariyla da desteklenmis ve yazarlar C. albicans
insidansindaki bu azalmay1 profilaktik flukonazol kullanimina baglamislardir. C. parapsilosis,
Giiney Avrupa, Avustralya ve Latin Amerika YBU’lerinde diger yerlere gore daha sik goriilme
egilimindedir ve C. glabrata yash popiilasyonda orta yasl yetiskinlere gore daha siktir.
YBU’ler arasinda  Candida  tiirlerindeki ~ farklillk, yatan  hasta  profilinden
kaynaklanabilmektedir. Ornegin, kandidemi i¢in bilinen risk faktorleri arasinda antimikrobiyal
tedavi varligi, antimikrobiyal tedavinin siiresi, TPN, noétropeni, hemodiyaliz, 6nceki
kolonizasyon ve kapsamli cerrahi veya yaniklar yer almaktadir. Flukonazoliin profilaktik
kullanimmin YBU tipleri arasinda farklilik gostermesi de miimkiindiir (176). SENTRY
programinin 2008-2009 yillar1 arasinda 79 merkezden elde edilen verilerinde YBU ve diger
servislerde Candida tiirlerinin dagiliminda kiiciik farkliliklar saptanmistir. YBU’de sirastyla C.
albicans (%50,4), C. glabrata (%17,5), C. parapsilosis (%15,1) ve C. tropicalis (%10,5)izole
edilirken diger servislerde C. albicans (%47,4), C. parapsilosis (%18.9), C. glabrata (%18,1)
ve C. tropicalis (%9,6) seklinde tespit edilmistir. YBU iliskili Candida KAE siklig1, Latin
Amerika'da (%56,5), Avrupa (%44,4) ve Kuzey Amerika (%39,6) ile karsilastirildiginda daha
yiiksek olarak belirlenmistir (175). Bizim ¢alismamizda ise diger servislerde C. albicans
(%41,5) daha sik kandidemi etkeni iken YBU’de Latin Amerika verileriyle uyumlu sekilde C.
parapsilosis (%48,3) hakimiyeti mevcuttur (Tablo 6.2, Sekil 6.2). YBU popiilasyonunda
SENTRY programindaki verilerle paralel sonu¢ veren (siklik sirast C. albicans > C.
glabrata > C. parapsilosis > C. tropicalis > C. krusei seklinde izlenen) ¢alismalar oldugu gibi
(5, 177, 178), YBU’de KAE nin bir nedeni olarak C. glabrata'ya gore C. parapsilosis veya C.
tropicalis'in daha sik oldugunu belirten ¢caligmalar da mevcuttur (179-182). C. glabrata’nin C.
parapsilosis’ten daha sik rastlandigini belirten ¢aligmalar arasinda C. parapsilosis’teki artisa

dikkat ¢ekilmektedir (5).
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Horasan ve ark. (161) iilkemizde bir iiniversite hastanesinde YBU’de kandideminin en
sik etkenini C. parapsilosis (%66,1) olarak bildirmistir. Bu ¢aligmada izolatlarin %18,6's1 C.
albicans, %81,40 NAC tiirleri olarak saptanmistir. Baska bir calismada da benzer sekilde
YBU’de saptanan kandidemilerin %84’iinden C. parapsilosis sorumlu tutulmustur (147). Bizim
calismamizda da iilkemizde raporlananlara benzer sekilde izolatlarin ¢ogunlugunu YBU
kaynakl1 izolatlar (%62,7) olusturmaktadir (170) (Tablo 6.2). C. parapsilosis YBU hastalarinda
en sik kandidemi etkeni olarak saptanmustir. Bu durum YBU’deki hastalarin ¢ogunun invaziv
girisimlerine bagl gelismis olabilir. Bulgularimiz, C. parapsilosis enfeksiyonlariin intravenz
kateteri olan hastalarda daha sik goriildiiglinii gosteren onceki epidemiyolojik ¢alismalarla da
uyumludur (161). C. parapsilosis’in hastanemizde YBU hastalarinda izlenen istatistiksel olarak
anlaml ytiksekligi bu mikroorganizmanin saglik personeli yoluyla tasinabilmesi nedeniyle
dikkat gekilmesi gereken konulardandir. Verilerimize gére YBU hastalarinda C. parapsilosis’i

sirastyla C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis izlemistir (Tablo 6.2 ve Sekil 6.2).

Invaziv Candida enfeksiyonlarinda erken tam1 ve tedavi, mortalite ve morbiditenin
azaltilmasi agisindan 6nemli olsa da kandidemili hastalarda 6liim oranlarini agiklayan, spesifik
belirti ve semptomlar genellikle eksik ve tani araglari duyarsiz oldugundan, ayrica invaziv
Candida enfeksiyonu ve kandidemi tanisinin zorlugu nedeniyle erken tani zordur. Dogru
zamanda baslanan antifungal tedavi ve kaynak kontrolii, kandidemili hastalarda sag kalimin en
onemli belirleyicileridir. Tedavi edilmeyen kandidemilerde mortalite oran1 %60°1n iizerinde
iken, erken tedavi ile bu oran yaklasik %30-40’a diismektedir. Candida tiirlerinin tiire 6zgii
antifungal duyarlilik profilleri oldugundan, enfeksiyon etkeni olan tiiriin ve duyarliliginin
belirlenmesinin Candida KAE oldugundan siiphelenilen hastalarin uygun tedavisi igin
gereklidir. Ayrica tiire bagh olarak da antifungal ila¢ duyarliligindaki farkliliklar nedeniyle
duyarlilik testinin ¢aligilmasi son derece 6nem tagimaktadir. Amerika Enfeksiyon Hastaliklari
Dernegi (IDSA) tarafindan 2016°da giincellenen Kandidiyaz Yo6netimi i¢in Klinik Uygulama
Kilavuzu’nda, nétropenik olmayan ve ndétropenik hastalarda kandideminin baglangig
tedavisinde ekinokandin grubu antifungal ilaglar Onerilmektedir. Kandidemilerde tiir
tanimlamadan 6nce ekinokandinler ilk tedavi se¢enegi olarak dnerilmis olsa da, takip tedavisi
ve alternatif tedavi segenekleri daha cok spesifik tiirlere ve iliskili antifungal duyarliliga
baghdir. Kilavuzda tiim kan akimi Candida izolatlar1 i¢in azol duyarlilig1 i¢in test yapilmasi
onerilmektedir. C. parapsilosis ise ekinokandinlere diger Candida tiirlerine gore intrinsik
olarak daha yiiksek MiK'ler gostermektedir ve bu da C. parapsilosis'in ekinokandinlere daha
az duyarli olabilecegi endisesini dogurmaktadir (183). Kaspofungin ile tedavi sirasinda C.

parapsilosis'e bagh kalic1 fungemi sayilarinin daha yiliksek oldugunu belirten caligmalar
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mevcut olmasi nedeniyle flukonazol bu tiiriin neden oldugu enfeksiyonlarda daha dncelikli bir
konumdadir (184). Losemi ve hematopoietik kok hiicre alicilarinda invaziv kandidiyaz,
aspergilloz ve mukormikoz tedavisi i¢in yayimlanan ECIL-6 kilavuzlarina gére C. parapsilosis
invaziv enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk segenek olarak flukonazol Onerilmektedir (185).
ESCMID Avrupa Mantar Enfeksiyonu Calisma Grubu (ESCMID European Fungal Infection
Study Group, EFISG) tarafindan yayimlanan kilavuzda bazi riskli hasta gruplarinda flukonazol
proflaksisini dnermektedir (186). Yiiksek ekinokandin MiK degerleri nedeniyle C. parapsilosis
kaynakli kandidemi tedavisinde ilk secenek olarak flukonazoliin kullanilmasi bu tiir i¢inde
zamanla azol direncinin artmasina sebep olmus olabilir (155). Baska bir calismaya benzer
sekilde laboratuvarimizda C. parapsilosis kandidemisinin sik saptanmasi, azol kullanim
Oykiisiinlin hastalarin %27’sinde belirlenmesi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi

(%51,5) nedeniyle azol direng oraninin yiiksek olabilecegini diislindiirmektedir (187).

EUCAST, AFDT icin s1vi mikrodiliisyon yontemini dnermektedir. Bu yontemde, sivi
besiyeri ve antimikrobiyal ilaglarin seri sulandirimlarini igeren mikrodiliisyon plak
kuyucuklarinda mantarlarin arastirilan antifungal ajana duyarlilig: ilaglarin MIK belirlenerek
aragtirlir. MIK, antifungal ilacin mantarin {iremesini engelleyen (inhibe eden) en diisiik
konsantrasyon (mg/L) olarak tanimlanir. MIK, organizmanin antifungal ilaca kars1 duyarlilig1
veya direncine iliskin bilgi vererek dogru tedavi kararlarinin alinmasinda yardimci olmaktadir

(9, 10).

C. parapsilosis izolatlar1 arasinda azol direncinin genellikle nadir oldugu kabul
edilmektedir ve bu durum, Afrika/Orta Dogu bdlgesinden gelen izolatlar haricinde ARTEMIS
programinda incelenen tiim bolgelerde gecerlidir. Flukonazol ve vorikonazol direnci Avrupa,
Latin Amerika, Kuzey Amerika ve Asya-Pasifik bolgelerinde sirasiyla <%5 ve <%3 iken,
Afrika/Orta Dogu boélgesinde sirastyla %15,0 ve %]11,1 olarak saptanmistir. ARTEMIS
programinda en yiiksek direng oranlar1 Giiney Afrika'daki izolatlarda goriilmiistiir (flukonazole
%21 ve vorikonazole %15) (154). Giiney Afrika'da yapilan bir kandidemi silirveyans
calismasinda, 2172 izolat degerlendirilmis ve bizim ¢alismamizla benzer sekilde C.
parapsilosis izolatlarinin sadece %37'sinin flukonazole duyarli oldugu ve flukonazole direncli
izolatlarin %44"intin (123/282) vorikonazole de ¢apraz direng gosterdigi gosterilmistir (188).
Yakin tarihli bir kiiresel ¢alisma, C. parapsilosis'in, Candida tirleri arasinda en yliksek
flukonazol direnci oranina sahip oldugunu gostererek Avrupa dahil olmak iizere birgok bolgede
onemli bir halk saglig1 sorunu haline geldigini belirtmistir (189). Bizim merkezimizde de en

yiiksek azol direnci C. parapsilosis izolatlart arasinda gozlenmistir. Bu tiir i¢cinde flukonazol
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direnci %68,4 ve vorikonazol direnci %64,9, itrakonazol direnci ise %35,1 olarak saptanmistir
(Tablo 6.3). Tiirkiye’de 1997-2017 yillar1 arasinda 12 tigiincii basamak saglik merkezindeki
kandidemi hastalarindan izole edilen 1991 Candida izolatinin antifungal diren¢ oranlarinin
arastirlldigr ¢ok merkezli bir ¢alismada, CLSI sivi mikrodiliisyon yontemi uygulanarak C.
parapsilosis ve C. glabrata 1zolatlarinda flukonazole kars1 genel direng oranlar sirastyla %7,7
ve %0,9 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, Tiirkiye'deki kandidemi izolatlar1 arasinda genel
olarak diisiik diren¢ oranlari tespit edilmis olsa da merkezler arasinda C. parapsilosis
izolatlarinda ¢ok genis bir aralikta flukonazol direng sikliklart (%0-47,1) tespit edilmistir.
Calismaya katilan bu merkezlerde ekinokandin direnci saptanmamustir (190). Ulkemizde bizim
calismamizda oldugu gibi C. parapsilosis izolatlar1 arasinda yiiksek oranda azol direnci (%76)
saptayan c¢aligmalar da bulunmaktadir (147). Bu veriler bize diren¢ oranlarinin degisken

olabilecegini ve epidemiyolojik ¢aligmalarin 6nemini gostermektedir.

C. albicans'in neden oldugu enfeksiyonlar, enfeksiyonun tiiriine bagli olarak degisen
seviyelerde flukonazol direnciyle iligkilidir. Kandidemi hastalarindan elde edilen C. albicans
izolatlar1 en diisiik azol direncine sahiptir (%0-5) (191). Caligmamizda da bu verilerle uyumlu
sekilde C. albicans izolatlarinda yaklasik %6 flukonazol direnci tespit edilerek izolatlar
arasinda en diisiik flukonazol direncine sahip tiir olarak belirlenmistir. Vorikonazole direncli
izolat tespit edilmemis itrakonazole ise %12 oraninda diren¢ saptanmis ve C. albicans’in
itrakonazole daha sik direng gelistirdigi gozlenmistir (Tablo 6.3). Bazi caligmalarda ise
flukonazole direng, C. albicans'ta %?2 seklinde bizden de daha diisiik seviyelerde saptanmigtir

(192).

Azol smifi antifungallerin gelistirilmesi, mantar enfeksiyonlarma yonelik tedavi
segeneklerini arttirmis ve toksisitelerinin az olmasi nedeniyle diinya ¢apinda yaygin
kullanimlarina yol agmistir. Bu yaygin kullanimla birlikte Candida tiirlerinde bu ilaglara,
Ozellikle de flukonazole karsi son zamanlarda hem klinik ortamlarda hem de in vitro olarak
diren¢ de artarak devam etmistir. SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programi verilerine
gbre hem azollere hem de ekinokandinlere karsi direng en ¢ok C. glabrata izolatlar1 arasinda
goriilmistiir. C. glabrata’nin ekinokandinlere (%16,7), flukonazole (%16,7), posakonazole
(%5,0) ve vorikonazole (%11,0) kars1 yiiksek direng oranlarina dikkat ¢ekilmistir (125). C.
glabrata, Candida klinik izolatlar1 arasinda en yiiksek azol direnci insidansina sahiptir ve sinifa
en yeni eklenen isavukonazol de dahil olmak {izere, antifungallerin azol sinifina kars1 intrinsik
olarak azalmis duyarhilik sergilemektedir (191). Brezilya’da yapilan ¢aligmada flukonazol

direnci oncelikle C. glabrata ve C. krusei izolatlarinda saptanmustir. (157). Ulkemizde ise C.
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glabrata izolatlarinda degisen oranlarda azol direnci goriilmektedir. Arikan ve ark.’nin (190)
yaptig1 calismada %0,9 gibi diisiik bir azol direnci saptanirken, 2021 yilinda yapilan baska bir
calismada %9,2 (7/83) oraninda direng varligi saptanmistir (193). Calismamizda C. glabrata
izolatlarinda yaklasik %10 flukonazol direnci tespit edilerek tilkemizdeki yeni verilerle uyumlu
bir sonug elde edilmistir. C. glabrata izolatlarinin %89°u ise flukonazole artmis temasta duyarl
olarak saptanmistir (Tablo 6.3). ECOFF degeri dikkate alinarak incelendiginde vorikonazol i¢in
C. glabrata izolatlarinin %3,6’sinin non-WT, itrakonazol i¢in ise tamamimin WT oldugu
gozlenmistir (Tablo 6.4). Laboratuvarimizda C. glabrata izolatlarinin azol direnci diger

tiirlerden farkli bulunmamustir.

Candida tiirlerinde son yillarda azol smifi ilaglara capraz direng gelisimi de
bildirilmektedir. 1997-2016 yillar1 arasinda 39 iilkeden invaziv kandidiyazis etkeni oldugu
bilinen 20.788 Candida izolatinin CLSI prosediiriine gore degerlendirildigi SENTRY
siirveyans programinda 6zellikle flukonazol ve vorikonazol arasinda ¢apraz direng varligina
dikkat ¢ekmistir. Flukonazole direngli C. parapsilosis izolatlarinin %67,3’iinlin; flukonazole
direngli C. albicans izolatlarinin ise %65 inin vorikonazole direngli oldugu gozlenmistir (155).
Gliney Afrika'da yapilan bir kandidemi siirveyans c¢alismasinda, flukonazole direngli C.
parapsilosis 1zolatlarinin  %44'tiniin (123/282) vorikonazole de ¢apraz direngli oldugu
gosterilmistir (188). Bizim calismamizda da azollere capraz diren¢ degerlendirilmis olup tim
izolatlarin yaklasik %30’unun c¢oklu azol direncine sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin
tamamina yakinin1 C. parapsilosis olusturmaktadir. C. parapsilosis izolatlarinin %68,4’linlin
birden fazla azol tiiriine direngli oldugu saptanarak literatliirde yer alan verilere gore daha
ylksek bir ¢apraz diren¢ oranina sahip oldugu gozlenmistir. Flukonazole direng saptanan
izolatlarin vorikonazol ve itrakonazol MIK degerlerinde de yiikselme gdzlenmistir. Flukonazol
direnci olmadan diger azollere direncin bir izolat diginda gelismedigi saptanmistir. Bu izolatin
flukonazol MIK degeri 4 ug/ml olup artmis temasta duyarli olarak siniflandirilmistir. Bu sonug
tedavi se¢iminde merkezimizde 6zellikle YBU’de yatan hastalarda azollerin ilk secenek olarak
kullanilmamasi gerektigini ve ADT sonuglarina gore hasta yonetimine devam etmenin 6nemini
gostermektedir. Calismada, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole karsi saptanan yiiksek
diren¢ oranlar1 nedeniyle lokal epidemiyolojik verilerin kandideminin insidansini ve
mortalitesini azaltmak i¢in etkili ampirik tedavi stratejilerinde klinisyene rehberlik etmede
olduk¢a 6nemli oldugunu vurgulamaktayiz. Caligmamizda birden fazla azole direng gosteren

izolatlara ait azol MiK degerleri Tablo 6.8’de verilmistir.
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Calismamiza dahil edilen izolatlarn %62’si YBU’de yatan hastalardan izole edilmistir
ve bu izolatlarin %50’si C. parapsilosis, %44’t4 C. albicans ve %17,9’u C. glabrata’dir.
Calismamizda YBU ile diger servislerde yatan hastalardan izole edilen izolatlarin direng
oranlar1 karsilastirilmistir (Sekil 6.3). YBU kaynakli izolatlarda flukonazol ve itrakonazol
direncinde yiikseklik olmasina ragmen fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (Tablo
6.5 ve Tablo 6.7). Bununla birlikte vorikonazol direncinin YBU’den gelen 6rneklerden elde
edilen izolatlardaki anlamli yiiksekligi dikkat cekmektedir (p<0,05) (Tablo 6.6). YBU
hastalarinda azol grubu antifungallere karst mevcut olan bu yiliksek direng dikkate alinarak
klinik ortamlarda flukonazol direngli C. parapsilosis'in daha fazla yayilmasini 6nlemek i¢in

merkezimizde aktif siirveyans ¢aligmalarina daha fazla ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Ekinokandin direncinin mekanizmasi, enzimin ilaca duyarliligini azaltan ve daha yiiksek
MIK degerlerine yol agan, fks geni tarafindan kodlanan glukan sentaz alt birimlerinin "sicak
nokta" Dbolgelerindeki amino asit degisikliklerini igermektedir (132). Calismalarda
ekinokandinlere direng nadir olarak gozlenmistir (88) Baz1 ¢aligmalarda anidulafungine direng
(%3.8 gibi diisiik oranda) saptanmuistir (192). Bir veya daha fazla ekinokandin direnci yalnizca
C. glabrata ve C. tropicalis izolatlar1 arasinda tespit edilmistir. Ekinokandin sinifi ilaglara
direng, C. albicans ve ¢ogu Candida tiriinde %3 'ten daha diisiik oranlarda seyretmektedir
(196). Ancak, ekinokandin direnci ayn1 zamanda azollere de siklikla direncli olan C. glabrata
izolatlar1 arasinda daha sik goriilmektedir ve bu durum tedavisi zor olan ¢oklu ilaca direngli
suslarin gelismesine neden olmaktadir (132). Yapilan bir calismada, ekinokandin direngli
izolatlarin yaklasik %36'sinin ayn1 zamanda flukonazole de direncli oldugu saptanmistir (131).
Ekinokandin direncinin, C. glabrata'da daha sik gdzlenmesinde, bu tiirlin diren¢ mutasyonlari
gelistirmek icin daha yiiksek bir potansiyelinin olmasindan mi1 kaynaklandig1 yoksa flukonazol
gibi azollere karsi intrinsik olarak azalmis duyarlilifi nedeniyle daha sik uzun siireli
ekinokandin tedavisi alan C. glabrata enfeksiyonlu hastalarla mi1 ilgili oldugu heniiz
anlagilmamistir. SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programi’nda, flukonazol direngli C.
glabrata KAE izolatlar arasinda ekinokandin direnci, 2006-2010 yillar1 arasinda %8,0-%9,3
olarak rapor edilmistir (197). 2006-2016 yillar1 arasinda ise, flukonazole direngli C. glabrata
izolatlarinda %5,5-%7,6, flukonazole diren¢li C. tropicalis izolatlarinda %1,9—%3,6 ve C.
krusei 1zolatlarinda %0,0—%]1,7 oraninda ekinokandin direnci saptanmustir (155). 2006-2016
arasinda ekinokandinlere kars1 direng oranlar1 genel olarak su sekildedir; C. albicans (%0,0-
0,1), C. parapsilosis (%0,0-0,1), C. tropicalis (%0,5-0,7) ve C. krusei (%0,0-1,7). Bu izolatlar
arasinda bir veya daha fazla ekinokandine diren¢ nadir olarak gozlenmistir. C. glabrata

izolatlar1 arasinda ise bu zaman diliminde diren¢ orani anidulafungin i¢in %2,2, kaspofungin
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icin %3,5 ve mikafungin i¢in %1,7 seklinde olup diger tiirlerden daha yiiksek oranlar
saptanmustir (155). C. glabrata'daki ekinokandin direncinin diinya ¢apinda giin gectikce artis
onemli saglik problemlerinden biri olmustur. Bu, yakin zamanda Duke Universitesi
hastanesinde 2001-2010 arasinda ekinokandin diren¢ oraninin %4,9'dan %12,3'e yiikseldigi 10
yillik bir arastirmada belirtilmistir. Benzer bir egilim, Danimarka'da {ilke ¢apinda yapilan bir
arastirmada da daha kiiclik bir 6l¢ekte de olsa gozlemlenmistir. C. glabrata KDE’nun direng
oranlarina bakildiginda, 2004-2007'de hi¢ vaka bulunmazken, 2008-2009’da %0,9, 2010-
2011°de %1,2 ve 2012-2013’te %3,1 seklinde artma egiliminde olan bir direng saptanmistir
(198). Ulkemizde ise ilk ekinokandin direngli izolat 2021 yilinda Ankara’da kandidemi etkeni
olan bir C. glabrata izolatinda fks mutasyonu varligi ile birlikte tanimlanmistir. Bazi
caligmalarda ekinokandin tedavisine yanit alinamayan ancak in vitro olarak duyarli fks
mutasyonu tastyan C. glabrata klinik izolatlar1 da bildirilmistir (199). Calismamizda
ekinokandinlere diren¢ dokuz izolatta tespit edilmistir ve genel ekinokandin direng orani1 %6,7
olarak belirlenmistir. Anidulafungin direnci (%6), mikafungin direncinden (%0,7) daha ytiksek
saptanmistir. Anidulafungin direnci saptanan izolatlarda mikafungin direnci, mikafungin
direnci saptananlarda anidulafungin direnci (¢apraz direng) gozlenmemistir. Ekinokandin
direnci saptanan izolatlarin sekizi C. glabrata, biri C. albicans’tir. Anidulafungin direnci
saptanan izolatlar literatiirde de en sik ekinokandin direncinin gézlendigi C. glabrata (n=8)
olmustur. Anidulafungin direnci gozlenen C. glabrata izolatlarinin ise flukonazole artmis
temasta duyarli ve vorikonazole WT oldugu ayrica dort tanesinin (%50’si) I¢ Hastaliklari
YBU’den izole edildigi goriilmiistiir. Mikafungin direnci saptanan izolat ise C. albicans tiiriine
aittir. Bu izolat anidulafungine duyarli ve flukonazole direngli olup ¢oklu ilag direncine sahiptir.
C. parapsilosis’te ise ekinokandin direnci gozlenmemistir. Ekinokandinlere kars1 literatiirde
yer alan ¢aligmalarla uyumlu olarak C. glabrata’da direng orani diger tiirlerle kiyaslandiginda
yiiksek ve izolatlarin yarisinin aynt YBU’den ayn1 zaman dilimi i¢inde (Aralik 2022-Subat
2023) saptanmasi nedeniyle klonal iligkisinin belirlenmesi ve enfeksiyon kontrol énlemlerine
daha fazla dikkat edilmesi gerekmektedir. Laboratuvarimizda ekinokandinlere diren¢ su anda
diisiiktiir ancak bu durum, ekinokandinlerin kandidemi vakalarinda artan kullanimlari ile
degisebilmesi nedeniyle direng durumunun izlenmesini gerektirmektedir. Ayrica ekinokandin
direncine sahip izolatlarin azol sinifi ilaglara artmis MIK degerlerinin (4-32 pg/ml araliginda)
saptanmasi ve ¢oklu ilag direncine sahip izolatlarin tedavide basarisizliklara neden olabilmesi

nedeniyle dikkatli olunmas1 gerekmektedir.

Kaspofungin i¢in klinik smir deger ve ECOFF degerleri mevcut olmadigindan

calismamizdaki izolatlarin duyarlilik kategorisi belirlenememistir. Calisma sonuglarimiza gore
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izolatlarimizda kaspofungin i¢in EUCAST yéntemi ile elde edilen MiK degerleri, <0,015-2
pg/mL arasinda degisiklik gdstermektedir. Ulkemizde KAE izolatlariin Sensititre Yeast One
paneli ile gerceklestirilen antifungal duyarlilik sonuglarin verildigi bir ¢aligmada CLSI sinir
degerleri kullanilarak kaspofungine tiim izolatlarin duyarli oldugu bulunmustur (202).
Calismamizda, kaspofungin MIK degeri >0,5 pg/ml iizerinde saptanan izolatlarin %96,2’si
(51/52) C. parapsilosis olup ekinokandinlere diger Candida tiirleriyle kiyaslandiginda daha
yiiksek MIK sergilemistir. Kaspofungin i¢in MIK50 ve MIK90 degeri en yiiksek tiir C.

parapsilosis, en diisiik tiir ise C. albicans olmustur.

Calismalarda amfoterisin B'ye karst diren¢ nadir olarak gozlenmistir (203). Bazi
calismalarda amfoterisin B'ye direncli Candida tiirii saptanmamuistir. Ulkemizde ¢ok merkezli
bir calismada da amfoterisin B direnci saptanmamistir (190). Ulkemizde KAE etkeni olan
Candida tiirlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, Amfoterisin B’ye karst genel direng orani
%2 olarak saptanmistir. Bu ¢alismada C. albicans izolatlarinin {i¢ tanesinde (%3), NAC tiirleri
arasinda ise C. parapsilosis ve C. glabrata izolatlarinin birer tanesinde (%0,5) direng
gozlenmistir (170). Calismamizda ise izolatlar genel olarak amfoterisin B’ye duyarli (%97)
olarak saptanmis ve izolatlarin %3’iinde amfoterisin B direnci (n=4) tespit edilerek uluslararasi
ve Tiirkiye verileriyle uyumlu sonu¢ alinmistir. Diger raporlara benzer olarak direncli
izolatlarin %75°1 C. albicans %251 C. parapsilosis olmustur. Merkezimizde amfoterisin B’ye
en duyarh tiir C. glabrata olmustur (tamami1 duyarli). Bu tiiriin ardindan %97,2 duyarlilik orani
ile C. parapsilosis gelmis ve en diislik duyarliliga sahip tiir C. albicans (%93,9) olmustur (Sekil
6.3). Diger servislerde amfoterisin B direnci YBU’ye gore az da olsa yiiksek saptanmis ancak

bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (p=0,120) (Tablo 6.11 ve Sekil 6.14).

Literatiirdeki raporlarda KAE etkeni Candida tiirleri arasinda flusitozine karsi degisen
oranlarda direng bildirilmektedir. Etiz ve ark. (170) Candida KAE izolatlarinda en diisiik direng
oranini (%0,4) flusitozin i¢in saptamistir, sadece bir C. tropicalis izolatinda flusitozin direnci
saptamiglardir. Oztiirk ve ark. (204) Candida KAE izolatlarinda, bir C. glabrata izolatinda (%3)
flusitozin direnci goézlemlemis, diger Candida tiirlerini flusitozine duyarli bulmuslardir. Bagka
bir ¢alismada da benzer sekilde flusitozine artmis temasta duyarl bir C. glabrata izolat1 tespit
edilmistir (205). YBU’de gerceklestirilen bir calismada ise Candida tiirlerinde %20 gibi yiiksek
bir oranda flusitozin direnci tespit edilmistir (206). Calismamizda VITEK 2 yontemi ile
gerceklestirilen AFDT’de Candida izolatlarinin flusitozine yiiksek duyarlilik (%99,3)
sergiledigi saptanmustir (Tablo 6.13). Sadece Anesteziyoloji ve Reanimasyon YBU kaynakli
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bir C. albicans izolatinda direng saptanmistir (MIK >16 pg/ml). Bu veriler iilkemizde daha énce

KAE izolatlarinda gergeklestirilen ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

EUCAST 1n 6nerdigi referans sivi mikrodillisyon yonteminin en 6nemli dezavantajlari,
yontemin zaman alic1 ve emek yogun olmasidir, bu sebeple rutin mikrobiyolojik raporlama i¢in
giiniimiizde AFDT’nin hizli1 ve gilivenilir bir sekilde yapilmasin1 amaclayan, kullanima hazir
ticari sistem ve kitler gelistirilmektedir. Bu yontemler arasinda VITEK 2 Antifungal Duyarlilik
Sistemi (BioM¢érieux, Fransa, AST-YS08) yaygin olarak kullanilmaktadir. Gelistirilen bu
yontemin, referans yontemle uyumu ise hala aragtirilmaktadir. Herhangi bir ticari duyarlilik
yonteminin uygulanmasi i¢in, 1) sonuglarin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilirliginin olmasi, 2) duyarli ve direngli izolatlar1 tutarli bir sekilde ayirt etme
yeteneginin olmasi ve 3) MiK'lerin ve kalite kontrol araliklariin referans testinkilere karsilik
gelmesi gerekmektedir. Bu kriterlerin karsilanmamasi, yanlis direngli (biiylik hata, BH) ve
yanlis duyarli (¢ok biiyiik hata, CBH) gibi hata siniflandirmalarina yol agmaktadir (11). Bu
sebeple yeni ortaya ¢ikan bu ticari sistemlerin referans yontemlerle karsilastirildigi calismalar

halen giincelligini korumaktadir.

Bircok laboratuvar, performans kolayligi, ekonomik olmasi veya daha hizli sonug
vermesi gibi belirli avantajlar1 olan ticari sistemleri kullanmay1 giiniimiizde tercih etmektedir.
VITEK 2 antifungal duyarlilik sistemi, maya iiremesini spektrofotometrik olarak belirleyen ve
hem mantar tanimlamasina hem de MIK belirlemesine ayn1 anda izin veren tam otomatize bir
ticari yontemdir. Bu sistem i¢in onceden belirlenmis konsantrasyon araliklarinda bir dizi
antifungal ila¢ (amfoterisin B, flusitozin, kaspofungin, mikafungin, flukonazol ve vorikonazol)
yer alan antifungal duyarlilik karti (AST-YSO08) mevcuttur. AST kartina diliisyon ve
inokiilasyon, spektrofotometrik son nokta okuma ve raporlama, kullanici miidahalesine gerek
olmadan otomatize olarak gerceklestirilir ve bu da manuel MIK belirlemenin olasi
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmaktadir. Bu otomasyon, hizli sonug siiresi ile (sonuglar
genellikle 12-15 saat i¢cinde elde edilir) biiyiik tan1 laboratuvarlarinda, 6zellikle 6zel mikoloji
alt yapisi1 olmayanlar icin ideal hale gelmektedir. Bu veriler 1518inda FDA, 2006 yilinda bu

sistemin flukonazol direncini tespit etmek icin klinik kullanimini onaylamistir (207).

VITEK 2 yontemini degerlendiren ¢aligmalarda hem CLSI hem de EUCAST referans
metodolojileri ile EA genel olarak yaklasik >%95'tir (8). Cok merkezli bir ¢alismada CLSI s1v1
mikrodiliisyon metodolojisi ile karsilastirildiginda amfoterisin B, flusitozin ve vorikonazol i¢in

EU degerleri sirasiyla %99,1, %99,1 ve %96,7 olarak bildirilmistir (207). Kaspofungin,
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mikafungin ve posakonazol i¢in EU degerleri ise sirasiyla %99,5, %98,6 ve %95,6 olarak
bildirilmistir (208). Baska bir ¢alismada VITEK 2 sistemi ile referans prosediirler (CLSI,
EUCAST) karsilastirildiginda, flukonazol ve vorikonazol i¢in ortalama EU >%95, CBH
yiizdeleri VITEK 2 ile EUCAST arasinda %2,6 ve VITEK 2 ile CLSI teknigi arasinda %1,6
olarak saptanmistir. Bu ¢alismada flukonazol i¢in EUCAST yontemi ile EU %96,6, CBH sekiz
izolatta (%2,6), kH 23 izolatta; vorikonazol i¢in EU %97,5, kH 10 izolatta saptanmis olup CBH
rapor edilmemistir (8). Genel olarak mindr hatalar tespit edilmis olan bu calismada CBH
ylizdesi %3’ten diisiik olup kabul edilebilir diizeydedir, EU yiizdesi ise yliksek oranda
saptanarak sivi mikrodiliisyona alternatif bir yontem olabilecegi belirtilmistir. Bizim
calismamizda 134 izolatin VITEK 2 ile flukonazol EU yiizdesi %88,5, KU %91,8 seklinde
tespit edilerek referans yontem ile kategorik acidan iyi bir uyum yakalanmigken EU literatiir
verilerinden diisiik saptanmis ve FDA kriterlerine gore sinir olan %90’1n biraz altinda kalmustir.
CBH oranmi flukonazol i¢in %4,35 (iki izolatta) (%95 giiven araligi; %0-%10,29) olup bu
calismaya gore biraz yiiksek bulunmutur ve bu degerle belirtilen kabul edilebilirlik kriterlerine
uymamaktadir (CBH oraninin %95 giiven araliginda %7,5’in altinda olmasi). Calismamiz

sonucunda bu ¢aligsmalarda oldugu gibi BH saptanmamustir (Tablo 6.13).

Bu sistemin antifungal performansi acisindan veriler sunan baska bir ¢calismada CLSI
M27 mikrodiliisyon referans yontemi ile VITEK 2 otomatize sistemi flukonazol, vorikonazol,
amfoterisin B ve anidulafungin antifungalleri kiyaslanarak degerlendirilmistir. VITEK 2
sisteminde anidulafungin bulunmadigindan CLSI ile elde edilen anidulafungin sonuglari
mikafungin ile sadece KU agisindan karsilagtirllmigtir. KU degerlendirilmesinde CLSI klinik
sinir degerleri; mevcut olmadiginda ise ECOFF degerleri kullanilan bu calismada 140 KAE
etkeni Candida 1zolat1 degerlendirilmistir. Genel olarak azol grubu ilaglar i¢cin VITEK 2 ile elde
edilen MIK degerleri, 24. saatte okunan CLSI MiK'lerinden bir kat daha yiiksek bulunmustur.
Bizim ¢alismamizda ise farkli olarak flukonazol i¢in EUCAST MIK degerleri VITEK 2 MiK
degerlerinden genel olarak daha yiiksek saptanmistir. Cilo ve ark. (209) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada, iki yontem arasindaki EU, amfoterisin B ve vorikonazol i¢in
>%90 iken, flukonazol i¢in %85'te kalmistir. Bizim ¢alismamizda da EU flukonazol i¢in %88,5
seklinde bu c¢alisma ile benzer bulunmusken, vorikonazol i¢in EU %75 olarak belirlenmis ve
bu ¢alismadan diisiik saptanmistir. Cilo ve ark. (209) genel olarak kategorik uyumu en iyi
amfoterisin B (%99,3) ile, en diisiik olarak ise vorikonazol (%85,7) ile elde etmislerdir. Bizim
calismamizda en yiiksek KU mikafunginde (%95,9) izlenirken en diisiik KU flukonazolde
(%91,8) bulunmus, genel KU sonucumuz bu g¢aligmaya gore yiiksek saptanmustir. Cilo ve

ark.’nin (209) calismasinda hata orami ¢ok yliksek olmamakla birlikte CLSI yontemi ile
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flukonazole direngli bir C. parapsilosis ve bir C. glabrata susu VITEK 2 ile duyarh
bulunmustur. Birer C. parapsilosis susunda amfoterisin B (%0,7) ve flukonazolde (%0,7) CBH
goriilmiistiir. Referans yontemle flukonazole direncli oldugu tespit edilen bir C. glabrata
izolatinda VITEK 2 ile diren¢ saptanmamuistir. Azol ilaglarda BH ve kH oranlar1 amfoterisin B
ve anidulafungin/mikafungine gore daha ytiksek olarak saptanmistir (209). Bizim ¢calismamizda
ise bu caligmanin aksine CBH mikafungin ve amfoterisin B i¢in saptanmamuis, flukonazol i¢in
%4,35 (iki izolatta), vorikonazol i¢in %7,89 (li¢ izolatta) olarak belirlenmistir. Cilo ve ark.’nin
sonucuna benzer sekilde ¢alismamizda flukonazol i¢in CBH C. parapsilosis ve C. albicans
olmak tizere iki izolatta saptanmis, (4 ve 11 numarali izolatlar) C. glabrata’da bulunmamustir.
Sadece bir tane C. albicans izolatinda yanlis duyarli (CBH) saptanmasina ragmen CBH
oraninin C. albicans tiirlinde %33 seklinde yiiksek ¢cikmasi C. albicans izolatlarinin hem toplam
sayisinin az olmasi hem de duyarliliginin oldukga yiiksek saptanip paydadaki direncli izolat
sayisinin diisiik olmasmna baglanmistir (VITEK 2 ile yanlis duyarli/Referans yontem ile
direngli). C. parapsilosis’te flukonazol i¢in CBH orani ¢alismamizda %2,5’tir ve bir izolatta
saptanmistir. Vorikonazol i¢in CBH ii¢ C. parapsilosis izolatinda (%8,1) saptanmis olup diger
Candida tiirlerinde vorikonazol i¢cin CBH bulunmamistir. BH oranimiz ise vorikonazolde
%3’lin altindadir ve FDA kriterlerini saglamaktadir (ME: %2,1, iki izolatta). BH oran
mikafungin i¢in %4,6 olarak bulunmus ve kriterin iist siirinin biraz lizerinde kalmustir.
Amfoterisin B i¢in BH %7,7 (10 izolatta) olarak belirlenmis ve literatiire gore yiiksek
saptanmistir. kH ise sadece azol sinifi ilaglarda goriilmiis, mikafungin ve amfoterisin B’de

saptanmamustir (Tablo 6.13).

CLSI ve VITEK 2 antifungal duyarlilik yontemleri arasindaki uyumun degerlendirildigi
baska bir ¢alismada EU flukonazol i¢in >%94 ve amfoterisin B i¢in >%99 olarak saptanmis ve
bizim ¢aligmamiza kiyasla daha olumlu sonuglar alinmistir (210). Toplamda 292 Candida
izolatinin degerlendirildigi Lim ve ark. (211) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, 28 C.
albicans, 57 C. parapsilosis, 24 C. tropicalis ve 183 C. glabrata izolat1 test edilmistir. CLSI
klinik siir degerleri kullanilarak elde edilen VITEK 2 sonuglar1 flukonazol i¢in su sekildedir;
KU %924 (C. albicans), %96,5 (C. parapsilosis) ve %87,0 (C. tropicalis). VITEK 2'nin
flukonazol ile ilgili kH oranin1 %13 saptamislar ve bu hatalar1 10 flukonazol direncli izolattan
lcliniin artmig temasta duyarli olarak yanlis siiflandinildigi C. fropicalis izolatinda
gozlemislerdir. Bu durum VITEK 2 flukonazol testinden elde edilen artmis temasta duyarli
sonuglarinin dikkatli bir sekilde yorumlanmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Bizim
calismamizda da VITEK 2 flukonazol sonuglar1 degerlendirildiginde, C. albicans igin %95,9
KU ile bu ¢alismadan daha yiiksek bir uyum izlenirken, C. parapsilosis i¢in %84,2 olarak
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belirlenerek bu ¢calismadan daha diisiik bir sonug alinmistir. (Tablo 6.13). Lim ve ark. (211) C.
glabrata vorikonazol sonuglari icin WT’yi mutant izolatlardan ayiran hem 6nceki hem de yeni
CLSI ECOFF degerlerini (sirastyla 0,5 ve 0,25 pg/ml) kullanarak degerlendirmis, bu sekilde
KU degeri eski ECOFF degeri ile %97,8 uyumlu bulunurken yeni sinir deger kullanildiginda
bu oran %82,4’e diismiistiir. Bu bulgular, VITEK 2 vorikonazol testinin 0,5 pg/ml ECOFF ile
kullanilmasinin, klinik laboratuvarlar i¢in WT ile mutantlar1 ayirmada giivenilir bir sinir
saglayabilecegini gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda da C. glabrata’da VITEK 2 vorikonazol
icin 1 pg/ml ECOFF degeri kullanildiginda EUCAST yontemi ile %100 KU yakalanmistir
(izolatlarin biri non-WT, digerleri WT olarak belirlenmistir). Lim ve ark. (211) VITEK 2 ile C.
glabrata i¢in mikafungin testinde %1,1 CBH ve %6,5 kH gostermistir. Bizim ¢alismamizda
mikafungin i¢in VITEK 2’nin <0,06 ug/ml MIK degeri sonucu vermesi ancak hem klinik smnir
degerinin hem de ECOFF degerinin C. glabrata izolatlarinda 0,03 pg/ml olmasi nedeniyle KU,
CBH, BH ve kH degerlendirilememistir. C. glabrata’mn tiimiiniin VITEK 2 mikafungin MiK
degeri <0,06 pg/ml’dir ve EUCAST sonucu da bu araliga girmektedir. Eger bu uyum EU olarak
kabul edilirse EU %100 olarak saptanabilmektedir.

Calismamizda EUCAST si1vi mikrodiliisyon testi referans alinarak VITEK 2 yontemi
degerlendirilmistir ve sonuglar1 Tablo 6.13’te verilmistir. Flukonazol i¢in tiim izolatlarda EU
%388,5 ve vorikonazol i¢in %75 olarak belirlenmis ve azoller i¢in %90’ altinda EU saptanarak
FDA kriterleri saglanamamistir. Mikafungin EU oran1 ise %83.,3 saptanmistir. En iy1 EU
amfoterisin B icin (%91,7) tespit edilmistir. Tiir diizeyinde incelendiginde C. parapsilosis’te en
iyl EU mikafunginde (%92,6) daha sonra sirastyla amfoterisin B (%91,1), flukonazol (%84,4)
ve vorikonazolde (%73,7)tespit edilmistir. C. albicans’ta EU siralamas1 flukonazolde (%97,9)
Amfoterisin B’den (9%90,8) daha yiiksek olup %90’dan yiiksek deger saptanmistir. Vorikonazol
EU yiizdesi izolatlarin neredeyse tamaminda MiK sonuglarnin VITEK 2 ile <0,125 pg/ml ve
EUCAST s1vi mikrodiliisyon yontemi ile < 0,015 pg/ml seklinde sonuglanmasi nedeniyle
hesaplanamamustir. C. albicans izolatlarmin mikafungin klinik sinir degeri (MIK=0,016 pg/ml)
VITEK 2 MIK degerinin (<0,06 pg/ml) altinda kaldigi icin EU belirlenememistir. C.
glabrata’da ise EU siralamasi1 vorikonazol (%100) >flukonazol (%96,4) > amfoterisin B
(%95,4) seklinde olup referans yontemle iyi bir EU sergilemistir. C. glabrata izolatlarinin
klinik smir degeri (0,03 pg/ml) VITEK 2 MIK degerinin (<0,06 pg/ml) altinda kald1g1 igin EA

belirlenememistir.

VITEK 2 sistemi ile sivi mikrodiliisyon arasindaki genel KU, kaspofungin i¢in %99,8,

mikafungin i¢in %98,2 olarak saptanarak bu sistemin Candida tiirleri arasinda kaspofungin ve
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mikafungin MiK'lerini giivenilir bir sekilde saptadigi belirlenmistir (208). Bizim ¢alismamizda
da tiim izolatlarda mikafungin i¢in KU %95 olarak belirlenmis ve bu ¢alisma ile benzer sonuglar
alimmustir. Bu ¢alismada C. albicans’ta mikafungin i¢in EU >%99, KU %99,8, CBH %0,2, BH
%0 olarak saptanmustir (208). Mikafungin i¢in C. glabrata sonuglart EU %98,9, KU % 84,1,
CBH %15,9, BH %0 olarak; C. parapsilosis sonuglart EU %93,9, KU %100, CBH %0, BH %0
olarak; C. tropicalis sonuglar ise EU %100, KU %98,9, CBH %]1,1, BH %0 olarak
saptanmustir. Bizim ¢aligmamizda C. albicans mikafungin VITEK 2 sonucu <0,06 ng/ml olup
klinik sinir degerinin ve ECOFF degerinin 0,016 pg/ml olmast nedeniyle duyarlilik kategorisi
sonucu verilemediginden EU, KU, CBH, BH ve kH hesaplanamamistir. Calismamizda C.
parapsilosis VITEK 2 mikafungin sonucu %92,6 EU, %98,2 KU saptanarak bu c¢aligmaya

benzer sonu¢ alinmustir.

Calismamzda VITEK 2 antifungal duyarhilik testi sonuglari Tablo 6.12°de, MIK
degerlerinin EUCAST ile karsilastirma sonucunda elde edilen veriler ise Tablo 6.13’°te
Ozetlenmistir. Bu calisma ile VITEK 2 sisteminin, maya tiirlerinde KU’nun EU’ya gore daha
iyl oldugu saptanmustir (6zellikle C. parapsilosis’te). Esansiyel uyumsuzlugun kategorik

uyuma yansimamast ¢alismamizda dikkat ¢geken noktalardandir.

Calismamizla VITEK 2 yonteminin klinik laboratuvarlar igin CLSI veya EUCAST
tarafindan gelistirilen prosediirlerden daha hizli ve daha kolay bir alternatif oldugu
gosterilmistir.  Ornek yiikii fazla olan biiyiik laboratuvarlarda bu &6zellikleri ile tercih
edilebilmektedir. VITEK 2 kolay uygulanabilir, hizl1 sonug verebilen, ayn1 zamanda tanimlama
yapabilen tam otomatize bir yontemdir. Referans yontemlerle EU ve KU orani yiiksek ve
CLSI/JEUCAST smir degerleri ile sonug verebilmesi gibi avantajlara sahipken, yeni sinir
degerlerin kullanilmasi ile diliisyon araliklarinin alt sinir1, baz tiirler i¢in tanimlanan ECOFF
siirmin tizerinde olmasi gibi dezavantajlara sahip bir yontemdir. Ayrica C. glabrata tiirleri i¢in
caligma aralig1 direncli kdkenleri tanimlamada yetersiz (ECOFF 0,03 pg/ml) olmasi nedeniyle
sonug vermede zorluklar yasanabilmektedir. C. glabrata gibi azollere direncli olabilen kdkenler

icin VITEK 2 konsantrasyon araliklarinin diizenlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

C. parapsilosis enfeksiyonu hastanede yatan hastalar arasinda giderek daha fazla rapor
edilmektedir ve 6zellikle ABD, Ispanya, italya ve Latin Amerika'nin birgok iilkesinde bu tiiriin
kandidemiye neden olan en yaygin NAC tiirii oldugu saptanmistir (212-215) (159, 216, 217).
SENTRY Programinda nozokomiyal KAE'li hastalardan izole edilen Candida tiirleri

incelendiginde C. parapsilosis'in en sik gorlilen nozokomiyal patojen oldugu bildirilmistir. C.
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parapsilosis mukozal yiizeylerden ziyade ciltte bulunabilen eksojen bir patojendir. Kateterler
ve diger implante cihazlar iizerinde biyofilm olusturma yetenegi, ellerle tasima yoluyla
nozokomiyal yayilimi ve hastane ortaminda kaliciligi ile iinliidiir. Ayrica bebeklerde ve
yenidoganlarda enfeksiyonlara neden oldugu da iyi bilinmektedir. C. parapsilosis kaynakl
kandidemiler, kateter bakimi ve enfeksiyon kontrol prosediirlerinde yapilacak iyilestirmelerle
Onlenebilir hastaliklar olmasi1 yoniiyle de 6nem tagimaktadir (2). Azoller ve ekinokandinler C.
parapsilosis KAE nin tedavisinde ilk kullamilan ilaglardir. Ekinokandinlere kars1 bu tiiriin MIK
degerlerinin yiiksek olmasi tedavide endiselere sebep olsa da klinik tedavide basarisizlik
yasandigina dair vakalar raporlanmamustir (37, 158, 183). Ancak son raporlar bu tiir igerisinde
artan azol direncine dikkat c¢ekerek bu durumun klinik kaygiya sebep olabilecegini
diistindiirmektedir (218). Arastehfar ve ark. (219) tarafindan Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada,
tedavi veya profilaksi i¢in flukonazol kullaniminda 3 kat artisin belgelendigi 2015 yilindan
sonra C. parapsilosis'te flukonazol direncinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum flukonazole
maruz kalmanin ardindan C. parapsilosis’te hizli bir sekilde azol direncinin meydana geldigi
bagka caligmalarda da gosterilmistir (220). Konuyu aydinlatmak amaciyla Candida
izolatlarinda antifungal diren¢ mekanizmasinin tanimlanmasinda, molekiiler yontemlerin
bircogundan (PZR, RFLP, RAPD, sekans analizi) yararlanilmistir. Azol direncinin molekiiler
mekanizmalar1 {izerine yayinlanmig calismalar simdiye kadar c¢ogunlukla C. albicans'a
odaklanmustir. C. albicans'ta kazanilmis azol direncinin altinda {i¢ ana mekanizma yatmaktadir:
Bunlar; (i) membran lipitleri ve sterollerindeki degisikliklere bagli olarak ila¢ penetrasyonunun
olmamasindan kaynaklanabilecek ilacin hiicre i¢inde biriktirilememesi veya ozellikle cdrl,
cdr2 ve mdrl genlerinin asir1 ekspresyonundan kaynaklanan aktif ila¢ akisi (i1) azol hedef
enziminin artan iiretimi veya (ii1) hedef enzimi kodlayan gendeki (erg/ /) nokta mutasyonlari
ile ilacin hedefine afinitesinin azaltilmasi. DAP’nin asir1 ekspresyonu ve buna bagli olarak artan
aktivitenin, ¢esitli azollere ¢apraz diren¢ kazandiran, azol direncinin en énemli mekanizmasi
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle mrrl geninde gelisen mutasyon sonucunda flukonazol ve

vorikonazole ¢apraz direncin olusabilecegi ¢aligmalarda gosterilmistir (221) .

Bu mekanizmalarin C. parapsilosis de dahil olmak iizere NAC tiirleri i¢in de gegerli olup
olmadig1 hala acgik degildir ve konuyla ilgili ayrintili ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Su ana kadar yapilan calismalarla C. parapsilosis’te azollere karsi direng
gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin C. albicans igin olanlar ile benzer oldugu
gosterilmistir. Caligmalarla, en yaygin mekanizmalar arasinda erg// genindeki mutasyonlar ile
bu genin asir1 ekspresyonu ve DAP’nin ekspresyonunun artmasi belirlenmistir. erg// geninde

Y132F aminoasit degisikligine neden olan nokta mutasyonu (A395T), enzimde ilacin
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baglandig1 bolgeyi degistirerek direng gelisimine neden olmaktadir. Son mekanizma olarak
DAP’yi kodlayan cdr ve mdr genlerinin ve/veya bu genlerin aktivitesini diizenleyen
transkripsiyon faktorii olan mrrl, upc2 ve tacl gibi genlerde olusan nokta mutasyonlarin neden
oldugu bu transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonu sonucunda DAP’nin ekspresyonunun
artmasi azol direnci ile iliskili olarak saptanmistir (31, 35, 37). Ancak C. parapsilosis'te azol
direncinin mekanizmalarina iliskin hala ¢ok az veri bulunmaktadir. Literatiirde ergl 1 ve mrrl
izerine yogunlasilmasi nedeniyle bu konuya katki saglamak i¢in biz de merkezimizdeki C.

parapsilosis KAE izolatlarinin bu iki geni lizerinde ¢aligsmalar yaptik.

ergll genindeki A395T (Y132F) mutasyonu ile enzimin katalitik bolgesi etkilenerek
flukonazoliin etkisi azalmakta ve MIK degerleri yiikselmektedir. Raporlarda ergl/ genindeki
A395T (Y132F) mutasyonunun C. parapsilosis'deki azol direnci ile giiclii iliskisi goz oniine
alindiginda, C. parapsilosis igin azol direncinin belirlenmesinde hizli ve ucuz bir tarama testi
olarak caligmamizda literatlirde yer alan iki farkli MAS PZR protokolii ile bu mutasyonun
varhigim arastirdik. Her iki MAS PZR protokolii de birbirleriyle ayni sonucglar1 vermis olup
yontemler arasinda herhangi bir farklilik saptanmamustir. Iki yontemde de tiim C. parapsilosis
izolatlarinin %61,4’tinde (n=35) A395T mutasyonu oldugu saptanmistir. Azollere direngli
oldugu belirlenen 41 izolatin %380,5’inde (n=33) bu mutasyon tespit edilirken, direncli
izolatlardan biri (29 numarali 6rnek) MAS PZR-2 amplifikasyonu sonrasi bu mutasyon i¢in
heterozigot mutant olarak belirlenmistir. MAS PZR-2 yontemi heterozigot mutasyon tastyan
izolatlar1 saptama yOniinden daha kullanislh olabilir. Azol direnci olan ve erg// geninde A395T
(Y132F) mutasyonu saptanmayan iki izolatta (116 ve 134 numarali izolatlar) mrrI geninde de
mutasyon saptanmamis ve bu izolatlarda direncten ergl ve mrrl disinda baska faktorlerin rol
oynayabilecegi diisliniilmiistiir. Azol direnci olan ve erg/ ] geninde A395T (Y 132F) mutasyonu
olmayan alt1 izolatta ise (2, 24, 30, 51, 65, 87 numarali izolatlar) mrr/ geninde G2779T
(G927C) mutasyonu bulunmaktadir. Bu alt1 izolatta azol direncinden sorumlu mekanizma
yuksek ihtimalle mrrl G2779T (G927C) mutasyonu sonucunda meydana gelen aminoasit
degisikligidir. erg/l geninde A395T (Y132F) mutasyonu barindiran dokuz izolatta ise ayni
zamanda mrrl geninde G1214A (R405K) mutasyonu bulunmaktadir. Bu dokuz izolatta
direngten hem enzimin hedefi hem de DAP’1n ekspresyonunun artig1 sorumlu olabilir. Ancak
calismamizda MDR pompa ekpresyonunun analizinin yapilmamast c¢alismamizin eksik

yonlerindendir.

Duyarli izolatlarda da A395T mutasyonu tespit edilmis olup 16 azol duyarhi C.

parapsilosis’in iki tanesinde (%12,5’inde) (14 ve 19 numarali izolatlar) mutasyon saptanmuistir.
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Duyarli izolatlarda da mutasyon tespit edilmis olmasi 6zellikle bu izolatlarda flukonazol
kullanim1 sonrasi direncin gelisebilme ihtimalinden dolay1 tedavi se¢iminde dikkatli olunmasi

gerektigini gdstermektedir.

2016-2017 yillar1 arasinda diinya ¢apinda 25 iilkede bulunan 60 hastaneden toplanan
flukonazole duyarli olmayan C. parapsilosis izolatlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada, gogu
izolatin tek basina veya diger diren¢ mekanizmalariyla birlikte ergl/i'de A395T (Y132F)
mutasyonu tasidigi saptanmistir (189). Bu degisikligi igeren izolatlar Italya, Fransa, Kore ve
ABD'de de tespit edilmistir (138). Benzer bulgular eszamanli olarak veya daha sonra Italya,
Brezilya, Meksika, Yunanistan, Ispanya ve Tiirkiye'de de rapor edilmistir (158, 219, 222-227).
Bazi ¢alismalarda azol direncli C. parapsilosis izolatlarinin tamaminda Y 132F degisikligi tespit
edilmistir (222, 228). C. parapsilosis Y 132F izolatlarinin ortaya ¢ikmasinin kesin nedeni heniiz
tanimlanmamistir (229); secici ilag baskis1 ile iliskili olabilecegi veya bu aminoasit
degisikliginin C. parapsilosis, C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis i¢in de azol direncinde
rol oynadiginin gésterilmesi nedeniyle 132. pozisyondaki mutasyonun, azol hedefini kodlayan
bir gen olan erg/ 1’deki sicak bir nokta olabilecegi diisiiniilmektedir (228). Alternatif olarak, C.
parapsilosis Y132F izolatinin ortaya ¢ikisinin ekzojen klonal aktarimla iliskili olabilecegi de

belirtilmektedir (136).

Calismamizda degerlendirilen MAS PZR 1 ergl'deki Y132F mutasyonunun tespiti i¢in
Asadzadeh ve ark. (137) tarafindan gelistirilmis bir yontemdir. Asadzadeh ve ark. bu yontem
ile tespit edilen A395T mutasyonunu erg// kodon 132 dizi analizi sonuglariyla uyumlu bir
sekilde tespit etmistir. MAS PZR 1, Y132F mutasyonu iceren flukonazole direngli bes izolatin
hepsinde 323 ve 231 bg'lik iki amplikon veren ergl// kodon 132'de TTC dizisi tespit etmistir
(A395T mutasyonu pozitif). Duyarliligt ve 06zgiilliigli, bu calismada tanimlanan 30 ek
flukonazole duyarli C. parapsilosis izolat1 kullanilarak daha fazla ¢alisilmis ve 30 flukonazole
duyarl izolatin tamaminda erg// kodon 132'deki WT diziyi (Y132) dogru bir sekilde tespit
etmistir. MAS PZR-1 yonteminde tek bir reaksiyonda daha kolay ve hizli sekilde Y132F
varligiin gozlenmesi bu yontemin MAS PZR-2 yontemine gore avantajli oldugu bir noktadir;
ancak, zayif bant yogunlugu sebebiyle yorumlanmasi daha zor oldugundan ¢alismamizda tekrar
calisilmasina ihtiya¢ duyulmustur. Y132F tespit primeri erg/! WT dizisine gore yalnizca tek

bir uyumsuzluk igerdiginden yanlis pozitif reaksiyonlara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

MAS PZR-2 yonteminde ise C. parapsilosis izolatlarinda ergll geninde Y132F
degisikliginin hizli tespiti i¢in bir PZR testi gelistiren yazarlar, 2018'den 2021'e kadar
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uluslararasi sekilde toplanan tiim flukonazole duyarli olmayan C. parapsilosis izolatlarin1 bu
yaygin flukonazol diren¢ mekanizmasinin varligi agisindan taramak i¢in kullanmislardir (138).
Hubler ve ark. (138) tarafindan gelistirilen bu yontem erg// Y132F degisikligini tasidigi
bilinen 37 C. parapsilosis izolatinin tiimiinii tanimlamigtir. Test, dizi analizi ile her alelin bir
kopyasini tasidigi belirlenen duyarli olmayan izolatta hem erg// Y132F hem de WT aleli (6/6)
basariyla tanimlamistir. Buna ek olarak, sekiz flukonazole duyarli olmayan ve 10 flukonazole
duyarlit WT ergll genotipine sahip oldugu bilinen 18 izolatin tiimiinde WT ergl// alelini
tanimlamigtir. Calisma sonucunda bu testin %100 duyarlilik ve 0Ozgiillik gosterdigi
saptanmistir. Bu yontemi 2018'den 2021'e kadar flukonazole duyarli olmayan 125 C.
parapsilosis izolatinin tiimiine uygulayarak izolatlarin %83,2'sinde (104/125) ergl1'de Y132F
degisikligi PZR ile gosterilmistir. Bu degisiklik, ¢aligmaya katilan 12 iilkenin altisindan gelen
izolatlarda gozlenmistir. En yiiksek erg// Y132F oranlari Tiirkiye (8/8 izolat, %100), Israil
(7/7 izolat, %100), Ispanya (6/6 izolat, %100), italya (63/66 izolat, %95,4), Yunanistan (6/7
izolat, %85,7) dahil olmak iizere Avrupa izolatlar1 arasinda gozlenmistir. ABD'den gelen
izolatlarin ise %60,9'unda (14/23 izolat) ergl/l Y132F varlig1 kaydedilmistir. Y132F ergl!
degisikligi tasiyan izolatlar Asya Pasifik veya Latin Amerika'da tespit edilmemistir. Bizim
calismamizda da MAS PZR-2 yontemi ile gergeklestirilen amplifikasyon ile izolatlarin
%57,9’unda, direngli izolatlarin ise %80,5’inde (33/41) bu mutasyon tespit edilerek literatiir
verileri ile uyumlu bir sonug¢ bulunmustur. Azol direngli bir izolatta (29 numarali izolat) ise bu
calismaya benzer sekilde hem ergl// Y132F hem de WT alleli basariyla tanimlanarak
heterozigot mutasyon varligi saptanmistir. WT allel tagiyanlarda bu yontemin ergl// Y132F
alelini de yakalayabilme yetene§i MAS PZR-1 yontemine gore avantajidir. Bu yontemde
mutasyonu tespit etmeye yonelik hem WT hem de Y 132F forward primeri ana diziden iki farkl
niikleotid igermektedir. Primerler, karsilik gelen allel mevcut degilse 3" ucunda iki yanlis
eslesme verecek sekilde tasarlanmistir ve bu sekilde polimerazin uzamasini inhibe ederek yanlis
pozitiflikler 6nlenmistir. Bizim ¢alismamizda da bu yontem ile izolatlarda Y132F varlig
bantlarin daha net ve yogun olugsmasindan dolay1 reaksiyon tekrarina gerek kalmadan kolay ve
daha az malzeme harcayacak bir sekilde tespit edilmistir. Calismamizda bu yontemde WT
primerleri ile gerceklestirilen reaksiyonda mutasyon tasimayan izolatlarda yaklasik 600 bg
uzunlugunda non-spesifik bir bant olugsmustur ancak bu bant mutasyon tanimlamasini
etkilememistir. Bu yontemin iki reaksiyonda gergeklestirilmesi ise diger yonteme gore en

onemli dezavantajidir.

Caligmalarda ergll Y132F degisikligi varliginin vorikonazol i¢in ¢apraz dirence yol
acarak duyarhilik oranlarin1 daha da diisiirdiigi saptanmustir. erg// Y132F agisindan WT
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izolatlar vorikonazole %36 duyarli, Y132F mutasyonu olanlar ise %29,8 duyarli bulunmustur
(138). Bizim calismamizda ise erg// Y132F mutasyonu tasimayan izolatlarin flukonazole
duyarliligit %63,8 ve vorikonazole duyarlilifi %68,2 iken Y132F mutasyonu olanlar
flukonazole ve vorikonazole %5,7 oraninda duyarli saptanmis ve bu mutasyon varliginin
istatistiksel olarak vorikonazol ve flukonazol duyarliligini azalttig1 gozlenmistir (Tablo 6.21).
Ayrica ¢calismamizda vorikonazol, itrakonazol, anidulafungin, mikafungin ve amfoterisin B'ye
duyarl kategoriye sahip izolatlarin ytlizdesi bu izolatlarin flukonazol duyarlilifina veya erg//
degisikliginin varligina bakilmaksizin benzer olarak saptanmistir. Calismamizda flukonazole
duyarli olmayan ve ergl 1 Y 132F acisindan WT izolatlarin vorikonazole duyarlilik oran1 %12,5

iken; Y 132F mutasyonu olanlarin tamami vorikonazole direngli bulunmustur (Tablo 6.22).

Grossman ve ark. (136) da vorikonazole direngli C. parapsilosis izolatlarinin tamaminin
(6/6) flukonazole direncli ve erg// geninde A395T mutasyonu igerdigini ayrica, bu mutasyon
homozigot oldugunda heterozigota kiyasla vorikonazol MIK degerlerinin dagilimlarinin nemli
Olctide farklilik gosterdigi saptanmustir (p<0,0005). Bizim ¢alismamizda da bu bulgulara benzer
sekilde vorikonazole direncli izolatlarin neredeyse tamaminin flukonazole de direncli (36/37,
bir izolat flukonazole artmig temasta duyarli) oldugu ve %86,5’inin (32/37) ergll geninde

A395T mutasyonu icerdigi saptanmuistir.

Calismalarda Y132F degisikligine sahip flukonazol direngli klinik izolatlarin klonal
yayiliminin oldukga yiiksek oranlarda oldugu raporlanmistir (222, 229). Bu nedenle, hizli bir
molekiiler test araciligiyla rutin olarak bir KAE etkeni olan C. parapsilosis iiretildiginde Y 132F
mutasyonunu tespit etmek, hastane veya klinik ortamlarda klonal C. parapsilosis izolatlarini
tanimlamak ve sonucta KAE riski tagiyan hastalar arasinda bulagmalarini1 6nlemek i¢in cazip
bir yol olabilir. Bu amagla A395T mutasyonuna iligkin tarama yapmak i¢in her iki MAS PZR
yonteminin de benzer sonuglara sahip olmasi nedeniyle klinik ortamlarda rutin ¢alismalara

uygun olarak belirlenmistir.

[laci tastyan DAP’nin asir1 ekspresyonu: cdrl/cdr? ve mdrl yoluyla genlerin
upregiilasyonunu ve transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlar sonucunda (facl ve mrrl
yoluyla genlerin ekspresyonunun artmast sonucunda) ozellikle diger azollerle de capraz
direncle sonuglanan flukonazol direnci olugmaktadir. Flukonazol ve vorikonazoliin C.
parapsilosis'te ¢gapraz dirence neden olmasi, altta yatan diren¢ mekanizmalarin benzer oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu durum, flukonazol ve vorikonazole direncli suslarin transkripsiyonel

profillerinin karsilastirilmasiyla desteklenmis ve direng kazanimiyla iligkili iki genin asiri
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eksprese edildigi goriilmiistiir: mdrl ve bunun diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii mrrl.
In vitro-indiiklenmis dirence sahip izolatlarin kullanildig1 bu ¢alismada yazarlar, bir ilagc DAP’1
olan MDR1'in, duyarl atasina kiyasla indiiklenmis flukonazol direncine sahip bir izolatta 19
kat arttigin1 bulmuslardir. Bu durum, MDR1 pompasi i¢in bir transkripsiyon faktorii olan mrrl1
genindeki fonksiyon kazanimina yol acan nokta mutasyonuna baglanmistir. Flukonazol ve
vorikonazole direngli suslarin mrrl genlerinde iki farkli missens mutasyon (G1747A ve
A2619C) tespit edilmis ve bu mutasyonlar Mrr1 polipeptit zincirinde sirasiyla glisinden arjinine
(G583R) ve lizinden asparajine (K873N) degisikliklere yol agmistir. Bu mutasyonlarin mrrl/
geninde islev kazandiran mutasyon oldugu belirtilmistir (221). Yine ayni ekip tarafindan
gerceklestirilen bir calismada vorikonazole direncli bir izolatta mrr/ dizi analizi yapilmis ve
glutaminden proline (Q1064P) degisime neden olan A3191C mutasyonu tespit edilmis ancak

bu mutasyonun dirence etkisinin olmadigi belirtilmistir (230).

Farkli flukonazol MIK degerlerine sahip 122 C. parapsilosis klinik izolatmnin mrrl geni
icin gerceklestirilen dizi analizi sonrasi izolatlarin %18,9’unda (n=23) mrrl geninde SNP
varligin1 saptayan bir calismada SNP’lerin MDR1 pompasinin ekspresyonunu artirip
artirmadigin1 belirlemek i¢in gercek zamanli PZR (RT-PZR) gergeklestirmis ve iki mrrl
polimorfizminin, [G53A ve C1856T (A619V)], yalnizca duyarli olmayan izolatlarda izlendigi
saptanmustir. Tespit edilen G1214A (R405K) mutasyonu ise hem duyarli hem de duyarh
olmayan izolatlarda gériilmiistiir. Ug mrrl polimorfizmi, G2575A (A859T), -102_-101insT
(101 veya 102. pozisyonunda bir Timin insersiyonu) ve G2337T (L779F) birer direncli izolatta
goriilmistiir. G1436A (R478K) mutasyonu ise bir artmis temasta duyarli izolatta saptanmustir.
Duyarli izolatlarin %12,7'sinde (n = 7), artmis temasta duyarli izolatlarinin %16,2'sinde (n = 6)
ve direngli izolatlarin %33,3'linde (n = 10) en az bir mrrl polimorfizmi saptamiglardir. mrrl
geninde G1436A (R478K), C1856T (A619V), G2337T (L779F), G2575A (A859T) ve -
101insT mutasyonlarinin goriildiigii izolatlarda MDR1 pompasinin ekspresyonunun da arttigi
saptanmustir (136). G1747A (G583R) ve A2619C (K873N) mutasyonlarinin, C. parapsilosis
mrrl transkripsiyon faktoriinde aciklanan islev kazandiran mutasyonlar oldugu bagka bir

calismada bildirilmistir (230).

Ulkemizde Ankara’da bulunan ve ¢alismamizdaki hasta popiilasyonuna benzer bir
tiniversite hastanesinde gerceklestirilen calismada, 29 izolatta G1214A (R405K) ve dort izolatta
G2779T (G927D) mutasyonlar1 saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da azollere direngli olan C.
parapsilosis izolatlarinin (n=41) %36,6’sinda (n=15) mrrl geninde mutasyon oldugu

saptanmistir. izolatlarin dokuzunda G1214A (R405K) ve altisinda G2779T (G927D)
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mutasyonu belirlenmistir. izolatlarin higbirinde bu mutasyonlar birlikte saptanmanustir.
G2779T (G927D) mutasyonu tagiyan alt1 izolatin higbirinde erg/ 1 geninde A395T mutasyonu
bulunmamaktadir (6/6 izolat azol direngli). erg/l geninde A395T (Y132F) mutasyonu
icermeyen azol direncli izolatlarin (n=8) %75’inde bir mrrl polimorfizmi (G2779T (G927D))
saptanmistir. Bu bulgu literatiirde yer alan baska bir calismanin erg// A395T icermeyen
direncli izolatlarinin %76,9'unda en az bir mrrl polimorfizmi icerdigi ve duyarl izolatlarin
yalnizca %12,7'sinde en az bir mrrl polimorfizmi igerdigi sonucu ile ortiismektedir (136).
Bizim c¢alismamizda ise azol duyarli izolatlarda mrrl geninin incelenmemis olmasi

calismamizin kisithliklarindandir.

Azol direngli C. parapsilosis izolatlarinda mrrl dizi analizi sonucunda T2957C/WT
(L986P) mutasyonu saptanan bir calismada bu mutasyon agisindan heterozigot olan izolatlarin
MIK degerlerinin homozigotlardan daha diisiik oldugunu ve MDR1 pompasimin daha diisiik
seviyelerde arttigim1 saptamislardir (231). Bizim ¢alismamizda ise G1214A (R405K)
mutasyonlarinin tamami heterozigot iken, G2779T (G927D) mutasyonlar1 homozigot olarak
saptanmistir. Bu ¢alismaya benzer sekilde bizim ¢alismamizda da homozigot olarak saptanan
G2779T (G927D) mutasyonu igeren izolatlarin flukonazol i¢in MIK 50 16 pg/ml iken,
heterozigot mutasyon seklinde saptanan G1214A (R405K) mutasyonu igeren izolatlarda bu
deger 8 pg/ml seklinde belirlenmistir (231). Ayrica c¢alismamizda saptanan mrrl
mutasyonlarinin  MDR1 pompasinin ekspresyon diizeyini etkileyip etkilemediginin

arastirilmamis olmasi ¢alismamizin eksik yonlerindendir.

Buradaki bulgularimiz, klinik izolatlarda mrr/ mutasyonlarin flukonazol direncine
katkisin1 ortaya koymakta ve bu tiir mutasyonlarin C. parapsilosis'te ergll A395T (Y132F)
mutasyonu kadar sik olmasa da nispeten yaygin bir direng¢ mekanizmasini temsil ettigini
diisiindiirmektedir. Gergekten de, azol direncli izolatlarimizin %36,6’sinda mrrI mutasyonlari

tespit edilmisgtir.

Calismamizda erg/ ] geninde en sik tespit edilen Y132F tek nokta mutasyonunu tarama
yontemi olarak iki MAS PZR protokolii degerlendirilmis ancak erg// geni icin DNA dizi
analizi uygulanmadigindan bu gende baska bir mutasyon olup olmadigi belirlenememistir.
Ayrica ¢aligmamizda mrrl geni i¢in dizi analizi yapilmig ancak trankripsiyon faktorlerinden
tacl genindeki mutasyonlarin ve DAP’nin (MDR1, CDR1) ekpresyon diizeyleri arastirilmamis
olmasi ¢alismamizin eksik yonlerindendir. Ancak ¢aligmamizda daha once azol duyarli C.

parapsilosis izolatlarinda da bildirilmeyen A395T mutasyonu tespit edilmis olup tedavi
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esnasinda direncin gelisebilecegine dikkat ¢ekilmistir. Calismamizda mrr/ dizi analizi sadece
duyarli olmayan 41 C. parapsilosis izolatinda ¢alisilmis olup duyarli izolatlarda herhangi bir
mutasyonun olup olmadigi hakkinda yorum yapilamamaktadir. Ayrica azollere duyarl
olmadig1 saptanan bazi izolatlarda erg// geninde A395T (Y 132F) mutasyonu ve mrrl geninde
mutasyon saptanmamis olup baska diren¢ mekanizmalarinin bu siiregte etkili olabilecegi
sonucuna varilmistir. Bu sebeple bu izolatlarda diger azol diren¢ mekanizmalarinin da

aragtirilmasi gerekmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada laboratuvarimizdaki kandidemi etkenlerinin dagilimi, antifungal ilaglara
duyarlilig1 belirlenmistir. Baskin kandidemi etkeninin C. parapsilosis oldugu ve azollere
yiiksek oranda direngli oldugu goriilmiistiir. Calismamizda tiim izolatlar arasinda genel
flukonazol direnci %33,6, C. parapsilosis’te ise %68,4 seklinde oldukga yiiksek diizeyde
saptanirken, C. glabrata’da %10,7 ve C. albicans’ta %6,1 olarak belirlenmistir. C. parapsilosis
ozellikle saglik calisanlar: arasinda elleri de igeren dogrudan temas yoluyla aktarilarak klonal
salginlara sebep olabilmesi, biyofilmler olusturarak hastane ortaminda varligini siirekli devam
ettirebilmesi, azollere artmis direnci ve azoller arasinda capraz diren¢ gelisimi nedeniyle
hastanemizde 6nemli bir saglik sorunu olarak tanimlanmistir. Bu amagla C. parapsilosis
izolatlarinin klonal iliskisinin ve diren¢ mekanizmalarinin arastirilmasi igin ileri ¢alismalara
ihtiyac vardir. Klinik ortamlarda flukonazol direncli C. parapsilosis'in daha fazla yayilmasini

onlemek i¢in aktif slirveyans calismalarina daha fazla ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Calismamizda YBU ve diger servislerde kandidemi risk faktdrlerinin ve kandidemi
etkenlerinin dagilimi belirlenerek tiirlere gére duyarlilik profilleri analiz edilmistir. Hasta
popiilasyonuna bagli olarak (mekenik ventilasyon, invaziv tibbi cihaz, SVK ve TPN varligi vb.)
C. parapsilosis’in YBU’de daha sik kandidemi etkeni oldugu gériilmiisken C. albicans’in diger
servislerde gozlenen yiiksekligi istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir. Ayrica YBU
kaynakli izolatlarda genel olarak flukonazol ve itrakonazol direnci fazla olarak gdzlenmesine
ragmen bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir. YBU kaynakli izolatlarda
diger servislerdeki izolatlara gore vorikonazol direncinin istatistiksel olarak anlamli sekilde

ylksek oldugu gozlenmistir.

Calismamizda VITEK 2 ile referans yontem olan EUCAST sivi mikrodiliisyon yontemi
sonuclarinin uyumlulugu karsilastirilmistir. Genel olarak literatiir verilerine benzer sonuglar
elde edilerek EUCAST yontemi ile kategorik olarak uyumlu oldugu saptanmistir. Ancak bazi
izolatlarda VITEK 2 MIK c¢alisma araliklarinin izolatlarin EUCAST klinik ve ECOFF
degerlerini icermemesi nedeniyle yorumlamada sikintilar yasandigindan VITEK 2 calisma

araliginin bu degerleri kapsayacak sekilde yeniden diizenlenmesi gerekmektedir.

Kandideminin en sik sebebi olan ve azol direncini olduk¢a yiiksek buldugumuz C.
parapsilosis izolatlarinda bu direncin altinda yatan mekanizmalar1 da aydinlatmaya ¢alistik. i1k
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olarak azol direngli C. parapsilosis izolatlarinin ¢ogunda daha once siklikla bildirilen
flukonazoliin hedefi olan erg// genindeki A395T (Y 132F) mutasyonunun taramasini iki ucuz
ve kolay yontemle gerceklestirdik ve izolatlarimizda bu mutasyonu oldukca yiiksek oranda
(%61,4) tespit ettik. Calismamizda daha once azol duyarli C. parapsilosis izolatlarinda
bildirilmeyen A395T mutasyonu tespit edilmis olup tedavi esnasinda direncin gelisebilecegine
dikkat c¢ekilmektedir. Bu mutasyon laboratuvarimizdaki C. parapsilosis izolatlarinda
flukonazol direncinin biiyiik bir kismindan sorumlu olabilir. Ikincisi, énemli bir flukonazol
DAP’sini diizenleyen bir gen olan mrrl geninin DNA dizi analizi ile mutasyonlarmin tespit
edilmesi ¢calismamizda gergeklestirilmistir. Her ne kadar calismamizin verileri izolat sayisinin
nispeten diisiik olmasi nedeniyle sinirli olsa da, verilerimiz, A395T (Y 132F) mutasyonu tagiyan
izolatlarin neden oldugu KAE’nin daha fazla klonal bulasim1 6nlemek i¢in C. parapsilosis
Y132F izolatlarimin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tanimlanmas1 gerektigini
gostermektedir. Bunu gergeklestirmek icin azol direnci saptanan KAE etkeni C. parapsilosis
izolatlarina her iki MAS PZR yontemi ile bu mutasyon varligi agisindan tarama
gerceklestirilebilecegi sonucuna varilmistir. Calismamizda hem erg//’de hem de mrri’de
mutasyonlarin saptanmasi, C. parapsilosis izolatlarinda birden fazla molekiiler mekanizmanin

kombinasyonunun azol direncinde rol oynayabilecegi gostermistir.

Bu c¢alismada, merkezimizde C. parapsilosis klinik izolatlarinda flukonazol direncinde
rol oynayan ilk mutasyonlari tanimladik. Literatiirde de en yaygin mutasyon olan ergl!
Y132F'in mevcut oldugunu ve mrrl genindeki polimorfizmlerin hastanemizde yatan
hastalardan izole edilen kokenlerde de var oldugunu gosterdik. Saglik ¢aliganlarinin elleri ile
yayllma yetenegi ve ililkemiz hastanelerindeki mevcut artist goz Oniine alindiginda, bu
mutasyonlar1 barindiran C. parapsilosis izolatlar1 igin daha fazla siirveyans caligmalarina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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