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OZET

Modern tiptaki yeni tedavi gelismelerine baglh olarak, 1980’lerin
baslarindan itibaren Ozellikle yogun bakim ve immun sistemi baskilanmig
hastalarin artan oranda ciddi mantar enfeksiyonlarina maruz kalmasi;
amfoterisin B diginda yeni antifungallerin gindeme gelmesi ve antifungal
direncin de gorulmeye baslamasi nedeniyle in vitro antifungal duyarlilik
testleri giderek dnem kazanmaya baslamistir. Bu ¢alisma, 1995-2005 yillar
arasinda Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde
yatan hastalardan izole edilen Candida izolatlarinin antifungal duyarliligini
belirlemek, epidemiyolojik veri saglamak ve bu bilgiler dogrultusunda ampirik
tedaviye 1s1k tutmak amaciyla yapilimistir.

Calismada, kan ve steril vicut sivilarindan izole edilen 444 Candida
izolatinin antifungal duyarliigina bakilmis ve amfoterisin B, flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin duyarliliklari referans CLSI M27-A3
mikrodilisyon yontemi ve E-test yontemi ile saptanmistir. Degerlendirme,
35°C'da hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon sonunda gozle yapilmis ve
mikrodilisyon yonteminde, amfoterisin B icin Uremeni inhibe edildigi son
kuyucuk, diger ilaclarda ise dremenin kontrol kuyucuguna goére %50 azladigi
son kuyucuk minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak alinmistir. E-test
ydonteminde ise inhibisyon zonunun antifungal strip ile birlestigi nokta MiK
olarak degerlendirilmistir. Amfoterisin B duyarhliginda sinir degerler belli
olmadigindan MiK araligi, MiKso ve MiKgo degerleri saptanmis, diger ilaclarda
ise sinir degerler belli oldugundan duyarli ve direngli suslarin yizde oranlari
hesaplanmistir. iki yontem arasindaki uyuma ise () diliisyonda bakilarak
uyum yuzdesi belirlenmistir.

Duyarlilik sonugclari her iki ydontemde de hem 24. saat hem de 48.
saatte okunabilmis ve 48. saat okumasinda hafif bir yikselme disinda fazla

bir degisiklik olmadigi gorulmustur.



Amfoterisin B'de E-test ile referans yonteme gére daha genis bir MiK
arah§i elde edilmis ve >1ug/ml MIK degerleri sadece C. glabrata ve C. krusei
suslarinda saptanmigtir. Azol grubunda en etkili ilacin vorikonazol, en az
etkili ilacin itrakonazol oldugu goérulmugtur. Flukonazol direnci %1.2 olarak
bulunmus ve flukonazole direngli bes sustan (iki C. albicans, iki C. glabrata
ve bir C. parapsilosis) sadece bir C. glabrata susunun vorikonazole de
direncgli oldugu saptanmigtir. Tum suslar arasinda kaspofungine duyarli
olmayan sadece bir C. guilliermondii susu tespit edilmistir. iki yontem
arasinda, referans yontemle direncli iken E-test yontemi ile duyarli buyuk
uyumsuzluk olmamig; E-test ile direngli, referans yontemle duyarl kuguk
uyumsuzluk sadece flukonazol ve itrakonazolde goérulmus, vorikonazol ve
kaspofunginde saptanmamistir.

Sonug olarak bu galismada; 10 yillik bir surecte izole edilen Candida
suslarinda duyarlihda bakilarak epidemiyolojik veri elde edilerek,
hastanemizde kandidemilerde ilk sirada kullanilan flukonazole, totalde
direncin yuksek olmadigi, vorikonazol ve kaspofunginin en etkili ilaglar oldugu
ve amfoterisin B duyarliiginda secilmesi gereken yontemin E-test oldugu

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antifungal duyarlilik, E test, mikrodilisyon



Summary

DETERMINING THE ANTIFUNGAL SENSITIVITIES OF CANDIDA TYPES
ISOLATED FROM BLOOD CULTURES IN ULUDAG UNIVERSITY
FACULTY OF MEDICINE, MICROBIOLOGY LABORATORY

Depending on the new treatment developments in modern medicine,
upon particularly the patients who were under intensive care and whose
immune system was oppressed being exposed to serious fungal infections in
increasing proportions as of the early 1980’s, in vitro antifungal sensitivity
tests started to be more significant due to the facts that new antifungals were
brought to the agenda in addition to amphotericine B and that antifungal
resistance started to emerge as well. This study was performed for the
purpose of determining the antifungal sensitivity of Candida isolates that
were isolated in the patients who stayed in Uludag University Health Practice
and Research Center from 1995 to 2005, to provide epidemiological data and
to set light to empiric treatment on the basis of this information.

In the study antifungal sensitivity of 444 Candida isolates isolated
from blood and sterile body fluids was examined and the sensitivities of
amphotericine B, fluconazole, itraconazole, voriconazole and caspofungin
were detected using reference CLSI M27-A3 microdilution method and the
method of E-test. The assessment was performed at 35°C with eye both at
the end of 24 hour and 48 hour incubation and in the micro dilution method,
the last tiny borehole where the reproduction for amphotericine B was
inhibited and in other medicines the last tiny borehole where reproduction
decreased by 50% compared to the control tiny borehole was taken as
minimal inhibitor concentration (MIC). And in the method of E-test the point
on which the inhibition zone combined with the antifungal strip was assessed

as MIC. Since the limit values were not definite in amphotericine B, MIC



range, MICso and MICyo values were detected and since limit values were
definite in the other medicines the percent proportions of the sensitive and
resistant strains were calculated. And the harmony between the two methods
was examined in () dilution and the harmony percentage was determined on
this basis.

In both methods the results of sensitivity could be read in both 24"
hour and 48™ hour and in the reading of the 48™ hour it was understood that
there was no significant change other than a slight increase.

In amphotericine B a broader MIC range was acquired compared to
the method referenced with the E-test and >1ug/ml MIC values were only
detected in C. glabrata and C. krusei strains. It was understood that the most
effective medicine in the azole group was voriconazole, and the least
effective medicine was itraconazole. The resistance of fluconazole was found
to be 1.2% and it was detected that only a C. glabrata strain among the five
strains resistant against fluconazole (two C. albicans, two C. glabrata and a
C. parapsilosis) was resistant against voriconazole as well. Among all the
strains only one C. guilliermondii strain was detected to be not sensitive
against caspofungine. While it was resistant with the reference method from
the two methods and it was sensitive with the E-test method and no great
disharmony emerged and the small disharmony between resistance with the
E-test and sensitivity with the reference method was only the case with
fluconazole and itraconazole and it was not detected in voriconazole and
caspofungin.

As a consequence, in this study it was determined by acquiring
epidemiological data on the basis of the sensitivity in Candida strains isolated
for a period of 10 years that the resistance against fluconazole used at first
rank in our hospital was not high in total and that voriconazole and
caspofungin were the most effective medicines and that the method to be

selected for B sensitivity of amphotericine was E-test.

Key words: Antifungal susceptibility, E test, microdilution



GiRiS

Mantarlar dodada yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardir.
Duyarli hastalarda olusturduklari firsatgi enfeksiyonlar, ciddi mortalite ve
morbidite nedenidir. Gunimuizde kanser, immun yetmezlik ve kollajen doku
hastaliklarinda yasam surelerinin uzamasi; genis spektrumlu ¢oklu antibiyotik
kullanimi; invazif girisimler ve organ nakillerinin yayginlasmasi genel durumu
bozuk hasta sayisini arttirmis ve bu artis son 20 yil iginde mantarlarin
olusturdugu enfeksiyonlarda ciddi bir sigrayisa neden olmustur. National
Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) raporuna goére 1980-1990 yillari
arasinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) hastanelerinde yatan her 1000
hasta igin nozokomiyal mantar enfeksiyonu gelisme orani 2'den 3.8e
yukselmigtir (1-4).

Mantarlar nozokomiyal enfeksiyonlara yol agan etkenlerin yaklasik
%10’'unu olustururlar. Candida albicans (%59.8) ve diger Candida turleri
(%26) en fazla izole edilen etkenler olup, nozokomiyal patojenler arasinda
altinci sirada yer alirlar. Candida turlerini, Aspergillus turleri (%1.3) ve diger
mantarlar (%13) izler. Firsatgi mantar enfeksiyonlarina bagh mortalite
yaklasik %38-50 civarindadir (1).

Candida turleri, memelilerde gastrointestinal sistem mukozasinda
normal flora olarak bulundugundan nozokomiyal mantar patojenleri arasinda
en sik karsilasilan tirlerdir. invazif ve non-invazif enfeksiyonlara sebep
olabilirler ve mortalite ve morbititesi yiksek en énemli invazif enfeksiyonu,
kan dolasimi enfeksiyonudur. Candida turlerine bagdli kan dolasimi
enfeksiyonlarinin (kandidemi) insidansi bdlgeden bolgeye ve ayni bdlge
icinde hastaneden hastaneye farklilik gostermekte ve 0.2-2.8/1000 basvuru
arasinda degismektedir (5). Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde(SUAM) bu oran, 1996-2007 vyillarini kapsayan 12
yillik bir taramada ortalama 1.9/1000 basvuruda olarak bulunmustur (6).
Kuzey Amerika ve Avrupa’da yapilan surveyans calismalarina gore Candida
turleri kan dolasimi enfeksiyonlarina dordiincu siklikta sebep olmakta ve tim



nazokomiyal kan dolagsimi etkenleri arasinda %8-10 oraninda gorulmektedir
(7, 8).

Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Heterojen bir cins olan Candida cinsi, Ascomycetes sinifi iginde
Candidaceae ailesinde yer almaktadir. Candida cinsi iginde yaklasik 200
kadar tur bulunmaktadir. C. albicans, C. catenulata, C. ciferrii, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. haemulonii, C. kefyr, C. krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae,
C. inconspicua, C. norvogensis, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C. rugosa,
C. tropicalis, C. utilis, C. viswananthii, C. zeylanoides insanlarda hastalik
olusturan turlerdir. Bununla beraber kandidoz olgularinin %90’nindan fazlasi,
C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis tarafindan
olusturulmaktadir (9, 10).

Mikroskopik olarak Candida tirleri 3-6 mikrometre c¢apinda, oval
veya yuvarlaga yakin bigcimde, tomurcuklanan hucreler (blastokonidiyum)
halinde gorultrler. Blastokonidiyumlar birbirlerinden ayrilmayip uzayarak
yalanci hifler olustururlar. C albicans ise gercek hif olusturarak dimorfik
Ozellik gosteren tek tirdur (11).

Candida turleri kati besiyerlerinde 35°C’de 24-72 saatte, kirli beyaz
veya krem rengi, yumusak kivamli, dlizgln koloniler olustururlar. Tarlerin
ayiriminda koloni morfolojisi ¢ok yararli degildir. Mikroskobik morfolojik tani,
misir unlu tween 80 agara Dalmau teknigi ile yapilan ekim sonucu plaklarin
mikroskop altinda incelenmesi ile yapilir. Yalanci hifler, blastakonidyumlarin
yalanci hiflere tutunma sekli ve sadece C. albicans’a 6zgu olan kalin duvarh
ve buyluk klamidosporlarin varligi mikroskobik tanida kullanilan kriterlerdir.
Cimlenme borusu testi (Germ tup testi) ise C. albicans’in gergek hif
olusturdugunu gostermek amaci ile yapilan bir test olup, hizli tanida oldukga
yararlidir (9, 11). Diger turlerin tanisinda esas olan karbonhidrat asimilasyon
ve fermentasyon testleridir. Karbonhidrat asimilasyonu igin klasik bir yontem
Wickerham-Burton yonteminin; zor olmasi, zaman alici ve ge¢ sonug¢lanmasi

nedeniyle gunumuzde ticari olarak temin edilebilen ¢ok sayida tani



sistemlerinden yararlaniimaktadir. Bu sistemlerden bir kismi ayni gun iginde
sonug verirken, bir kismi 24-48 saat sonra sonug¢ vermektedir. Ancak ticari
sistemlerin higbiri klasik yontemle tamamen uyumlu olmayip, ticari sistemle

yapilan tani, morfolojik kriterlerle mutlaka desteklenmelidir (9-11).

Candida Turleri ile Gelisen Enfeksiyonlar

Candida turleri ile gelisen enfeksiyonlara kandidoz denir.
Kandidozlarin buyuk c¢ogunlugu, etkenin normal florada (gastrointestinal
sitem, vajina, deri) bulunmasi nedeniyle endojen kaynakldir. Ancak vajinal
kandidozlu anneden bebegine, esler arasinda cinsel iliskiyle ve el
tastyiciiginin %70’lere ulastigi hastane personelinden eller araciigi ile
kisiden kisiye bulas da olabilir (12). Candida turleri deri ve deri eklerinde,
mukozalarda hastalilar olusturmakta ve 6zellikle immun sistemi zayiflamis
kisilerde ciddi sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Tablo 1’de Candida
turleri ile gelisen enfeksiyonlar 6zetlenmistir (12). C. albicans en sik gorulen
kandidoz etkenidir (2, 13). Hem endojen hem de ekzojen yolla enfeksiyona
yol acgabilir. Ancak son yillarda diger Candida turlerinde de goreceli bir artis
olmustur (13). Bu durum antifungal ajanlarin profilaktik ve ampirik

kullaniminin yayginlagmasi ile iligkilendiriimektedir.

Tablo-1: Candida turleri ile gelisen enfeksiyonlar

¢ Kutan6z kandida enfeksiyonlari
» Erosia interdigitalis blastomycetica
> Intertrigo
» Paronisi ve onikomikoz

e Kronik mukokutandz kandidoz

¢ Mukozalarin kandida enfeksiyonlari
» Pamukguk (oro-faringeal kandidoz)
» Kandida 6zafaijiti
» Mide-barsak kandidozu
» Kandida vajiniti

e Kandidemiler

e Derin organ kandidozlan
> Lokal derin organ enfeksiyonlari (Genellikle kateter ve santlarla iligkili)
> Yaygin enfeksiyonlar




Sistemik Etkili Antifungal Ajanlar

Kandidozlarin tedavisinde esas, altta yatan olumsuz kosullarin
dizeltiimesi olup beraberinde antifungal ilaglardan da faydalanilir. Ancak
sistemik etkili antifungal ilag segeneklerinin antibakteriyel segeneklerden ¢ok
daha az olmasi ve mantar enfeksiyonlarinin giderek artmasi yeni ilag
arayislarina yol agmis ve ilag galismalarini hizlandirmistir (14).

1959'da sistemik kullanima giren amfoterisin B, yaklasik 40 vyil
boyunca invazif mikozlarin tedavisinde tek aktor olarak rol almistir.
Amfoterisin B, mantar hicre duvarinda bulunan ergosterole geriye
donusumsuz olarak baglanarak etki eden poliyen grubu bir antifungal ajandir.
Bu baglanmayla zar gecirgenligi bozulur ve hicre i¢i potasyum, magnezyum,
seker ve metabolitlerin digari sizmasi sonucu hucre 6lumu gergeklesir. Lipit
formalleri de ayni mekanizmayla etki eder (15-17).

Amfoterisin B olduk¢ga genis spektrumlu bir antifungal ajandir.
Candida turleri, Cryptococcus neoformans, Aspergillus turleri, Zygomycetes
sinifi mantarlar, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis ve bazi protozoon
enfeksiyonlarinda etkilidir (16, 18). Ancak C. guilliermondii, C. lusitaniae ve
C. krusei gibi bazi turler, amfoterisin B’ye karsi diren¢ veya azalmis duyarlilik
gOsterebilir (16). Amfoterisin B kullaniimakta olan antifungaller igcinde en etkili
ajan olmasina karsin, invazif mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde (doku
dagihmi iyi olmadigi ve yan etkileri fazla oldugu icin) basari orani istenilen
dizeyde degildir. Nefrotoksisite, ates, hipokalemi gibi ciddi yan etkileri lipit
formalerinin gelistiriimesiyle azaltilmigtir (15, 16).

5-Fluorositozin (Flusitozin=5-FC), ilk olarak antineoplastik bir ajan
olarak Uretilen, daha sonra antifungal etkisi oldugu da anlasilan bir nikleozid
analogudur. Pirimidin metabolizmasini bozarak antifungal aktivite gdsterir. 5-
FC mantar hucresine girdikten sonra permeaz enziminin yardimiyla 5-
fluorourasil’e (5-FU) donlsur ve fosforillenerek RNA ile birlesir. Bu birlesme
protein sentezinin inhibisyonuyla sonuglanir. Diger taraftan, 5-FU’in 5-

fluorodeoksilridin monofosfata déntsumu; timidilat sentazin inhibisyonuna



ve fungal DNA sentezinin bozulmasina sebep olur. 5-FC’in dar bir etki
spektrumu vardir. Candida turleri, C. neoformans ve kromoblastomikoza
sebep olan dematiaceous (koyu renk pigmentli) mantarlara etkilidir.
Monoterapi sirasinda direng gelisebildiginden amfoterisin B ile kombine
kullanilir (16-19).

Azoller fungistatik etkili ajanlar olup, sitokrom p450 araciligiyla
lanosterolin C-14 demetilasyonunu inhibe eder ve hicre zarinda farkl sterol
birikimine ve ergosterol konsantrasyonunda azalmaya neden olurlar. Sonugcta
hicre membran sentezi yapilamaz (16, 17).

Bu grupta imidazol ve triazoller bulunur. ilk Uretilen ve topikal etkili
olan imidazol turevleri benzimidazol, klotrimazol ve ekonazolden sonra, 1978
yilinda sistemik etkili mikonazol kullanima girmigtir. Sistemik kandidozlar ve
bazi refrakter kriptokok menenjit olgularinda etkili oldugu goérilmesine
ragmen, ciddi yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldiriimistir. 1981 yilinda
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan kullanimi onaylanan
ketokonazol ise, sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde ginimuzde de
kullanilan tek imidazoldir (20). Candida turleri ve C. neoformans’a karsi etkili
olmakla birlikte, klinikte kullanimda olan triazollerle (flukonazol ve itrakonazol)
karsilastirildiginda etkisi sinirli kalir (16). Toksisite potansiyeli, 6zellikle de
hepatotoksisite, gastrik toksisite, testesteron, kortizol gibi hormonlarin
dizeylerinde disme gibi endokrinolojik yan etkiler ve daha az toksik
alternatiflerinin  olmasi nedeniyle ginimizde ketokonazol, nadiren
kullanilmaktadir (17, 20).

Azol halkasinda iki azot iceren imidazollerden sonra, daha genis
spektrumlu, yan etkileri daha az olan ve azol halkasinda U¢ azot igeren
triazoller gelistirilmistir. 1990’da ilk kullanima giren triazol flukonazoldur (20).
Flukonazol yaygin olarak kandidozlarin tedavisinde kullanilir. Cogu Candida
trlerine ve C. neoformans’a etkilidir. C. krusei flukonazole intrensek olarak
direnclidir. C. glabrata izolatlarinin bazilari doz bagimli olarak flukonazole
duyarlilik gosterirken, %15 kadari gercek direng gosterebilir. Uzun sire
flukonazol profilaksisi ya da tedavisi alan mukokutandéz kandidozlu

hastalardan izole edilen C. albicans suslarinda da, flukonazol direnci



gorulebilir. Ancak sistemik enfeksiyonlarda flukonazole direngli C. albicans
oldukga nadirdir (16).

1992’de flukonazole gdre daha genis spektrumlu ikinci triazol,
itrakonazol kullanima girmistir (19, 20). Flukonazole direncli C. krusei ve C.
glabrata izolatlari da dahil Candida turlerine etkilidir (16). Bu ila¢ flukonazole
gbre daha genis bir etki spektrumuna sahip olsa da oral alindiginda biyo-
yararlihginin az olmasi kullanimini kisittamaktadir.

Flukonazol ve itrakonazol ile tatmin edici yanitlara ulasilamamasi
Uzerine, yapilan ¢alismalar sonunda ikinci jenerasyon triazoller; vorikonazol,
ravukonazol ve posakonazol gelistirilmistir. 2002 yilinda FDA tarafindan
onaylanan vorikonazol, flukonazolun ikinci kusak sentetik derivesidir.
Flukonazole bir metil grubunun ilavesiyle 14-a-sterol demetilaza afinitesi
artmis, bu sayede Aspergillus icin fungisitik aktivite saglanmistir.
Flukonazolle kiyaslandiginda vorikonazoltin yaptigi inhibisyon daha gugludir
ve doz bagimhdir (21-24).

ilag etkilesimleri ve yan etkileri acisindan ideal bir azol degildir.
Vorikonazol alan hastalarda inflzyonla iligkili olarak hipokalemi ve dozla
iliskili gecici gorsel bozukluklar yaninda inflizyondan bagimsiz gérme
halusinasyonlari da rapor edilmistir (20, 23, 24).

Posakonazol, itrakonazolin hidroksillenmis derivesidir. Etki
spektrumu genistir. Candida turlerine flukonazolle karsilastirildiginda en az 8
kat daha fazla etkili oldugu saptanmistir. (20, 23). Ayrica posakonazol
sitokrom p450 3A4’UG selektif olarak inhibe ettiginden, diger yeni triazol
tirevleri gibi sitokrom p450 enzim aktivitesini inhibe etmez ve ilag
etkilesimleri daha azdir (25).

Hicre zarina etkili olan poliyen ve azol grubu antifungaller disinda
son yillarda, hucre duvari sentezini inhibe eden ilaclara yonelik ¢aligsmalar hiz
kazanmistir.  Mantar hlcre duvari glukan sentez inhibitorlerinin
gelistirimesiyle, antifungal kemoterapide 6nemli bir ilerleme saglanmistir.
Bilinen (1,3)-B-D glukan sentetaz inhibitérleri; asidik terpenoidler,

papulokandinler ve ekinokandinlerdir (26).



Ekinokandinler genis etki spektrumlu lipopeptitlerdir. Glukan
sentezini inhibe ederek mantar hicre duvari sentezini engellerler. Sistemik
kullaniminda ciddi yan etkilere sebep olan ilk ekinokandin silofungindir.
Birkac yiIl sonra ise yan etkisi az yeni ekinokandinler; kaspofungin,
anidulafungin ve mikafungin gelistiriimistir. Kaspofungin bu nonkompetetif
inhibitorlerin ilkidir ve pnomokandin Boy'in semisentetik bir derivesidir.
Kaspofungin, eriskinde invazif kandidoz, orofaringeal ve 6zefagus kandidozu
ve refrakter veya diger tedavilere (amfoterisin B, lipit formlari ve/veya
itrakonazol) yanitsiz hastalarda invazif aspergilloz tedavisi icin FDA onayi
almigtir. Ekinokandinler, Candida ve Aspergillus turlerine karsi genelde etkili
olmakla birlikte, C. parapsilosis, C. guilliermondii ve Trichosporon turlerine
kars! sinirl aktivite gosterirler. C. neoformans ve Fusarium turlerine kargl da
aktivitesi pratik olarak yok veya oldukga sinirlidir (16, 24, 26, 27).

Yeni ekinokandin tlrevierinden mikofungin ve anidulafunginin
Candida ve Aspergillus tarleri ile azol direngli Candida tarlerine etkili oldugu
gosterilmistir. Ancak bu ilaglarla ilgili klinik calismalar halen devam etmektedir
(24, 28, 29).

Antifungal Duyarhlik Testleri

GUnumizde mantar enfeksiyonlarinin artmasi, yeni antifungal
ilaclarin ortaya c¢ikmasi ve antifungal ilaclara karsi direng gelisiminin
baslamasi nedeniyle gulvenilir antifungal duyarlilik testleri giderek 6nem
kazanmistir (30-32).

Referans Antifungal Duyarlihk Yontemleri: Antifungal duyarlilik
testlerinin standardizasyon caligmalari 1980’li yillarin baglarinda baslamigtir.
ABD’nde Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI), Avrupa’da The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
onderliginde ¢ok sayida ¢ok merkezli ortak galismalar yapiimis ve hem sivi
ortamda hem de kati ortamda calisabilen ydontemler Uzerinde fikir birligi

olusturulmustur (33-39). Tum bu ¢abanin sonunda standartlastirilan



antifungal duyarlilik testlerinden tedaviyi yonlendirme, yeni ila¢ galismalari ve
direnc epidemiyolojisini belirlemede yararlaniimaktadir.

Duyarlihk testlerinin en o6nemli hedefi tedaviye yon vermekitir.
Candida tarleri icin geligtiriimis referans testler bu hedefi kargilamaya
baslamistir ve ginumuzde hekimler antifungal duyarlilik testlerini rutin olarak
kullanmaktadir (40). Yapilan bir calismada C. glabrata kandidemisinde
antifungal duyarlilk sonuglar alindiktan sonra ekinokandin tedavisinden
daha ekonomik olan flukonazol tedavisine ge¢gmenin yararlari vurgulanmakta
ve kandidemilerde antifungal duyarhilik testlerinin  kullanilabilirligi
Ozetlenmektedir (41). Tablo-2'de antifungal duyarliik testlerinin rutin

kullaniimasi ile ilgili tavsiyeler gorulmektedir (42).

Tablo-2: Antifungal duyarlilik testlerinin rutin kullanimi ile ilgili tavsiyeler.

e Kan veya steril bélgelerden izole edilen C. glabrata basta olmak Uzere C.
albicans disi tirlere uygulanmali

o Klasik tedaviye yanit vermeyen orofaringeal kandidoz olgularindan izole
edilen suslar uygulanmali

e Baslangictaki antifungal tedaviye yanit vermeyen invazif hastaliklardan izole
edilen tim suslara uygulanmali

e Capraz direng belirlenmek istendigi zaman uygulanmali
» Flukonazol direngli C. glabrata’da vorikonazol direncinin belirlenmesi

e Sik gorulmeyen ve duyarllik 6zelligi bilinmeyen izolatlara uygulanmali

Antifungal duyarlilik testlerinin bir diger kullanim alani epidemiyolojik
calismalardir. Ozellikle steril bolgelerden izole edilen suslarin duyarlilik
paternlerinin bilinmesi ampirik tedavilere yol gosterici olmakta ve bdlgeler
arasi farkhliklari ortaya koymaktadir (43, 44).

Antifungal duyarliikta, en fazla kullanilan yontem sivi dilisyon
yontemleridir. CLSI tarfindan makro ve mikro dilisyon yontemi, EUCAST
tarafindan sadece mikrodilisyon yontemi referans yontem olarak
sunulmustur (33, 39). Makrodilisyon yonteminin daha fazla malzeme ve
zaman harcatmasi nedeniyle ginumuzde tercih edilen yontem mikrodilisyon
yontemi olmustur. Her iki referans mikrodilisyon ydntemi temelde birbirine
cok benzemektedir. Her ikisi de RPMI 1640’1 besiyeri olarak kullanmakta ve

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) ile tamponlama yapmaktadir.




EUCAST tarafindan onerilen mikrodilusyon yonteminde ek olarak besiyerinin
glikoz konsantrasyonu %2’ye artirilmistir. Inoklum hazirlanmasi iki ydntemde
de spektrofotometrik olup, miktar CLSI ydnteminde 0.5-2.5X10° iken
EUCAST ydnteminde on kat fazla yaklasik 10* civarindadir. Artirilmis glikoz
konsantrasyonu ve inokulum miktari EUCAST yonteminde sonuglarin daha
erken, 24 saat sonra okunmasini saglamigtir. Her iki referans yontemde de
okuma gozle yapilmakta ve amfoterasin B igin Uremenin olmadigi son
kuyucuk, azol ve ekinokandinler igin ise iremenin %50 azaldigi son kuyucuk
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak degerlendiriimektedir. iki
referans yontem birbirleriyle kiyaslandiginda uyumlu sonuglarin alindigi
saptanmigtir (45, 46).

Disk difuzyon yontemi kati besiyerleri kullanilarak yapilan bir
duyarlilik yontemidir ve CLSI tarafindan Candida turleri igin gelistiriimis
referans bir yontem bulunmaktadir (36). Muller-Hinton agarda 35°C’da 24
saatlik inkibasyon sonunda zon c¢aplari Olgulerek degerlendirme
yapilmaktadir.

Tablo-3’de mikrodilisyon ve disk diflizyon yéntemi igin gecerli

duyarlilik sinirlari gorulmektedir.

Tablo-3: Candida turlerinin antifungal ilaglara duyarlilik sinirlari

ilaglar Duyarlilik kategorisi CLSI EUCAST | Zon ¢apl
Hg/ml Hg/ml (mm)
Amfoterisin B | Duyarl - <1 -
Direncli - >1 -
Flukonazol Duyarl <8 <2 219
Doza-bagh duyarl 16-32 - 15-18
Direncli =64 >4 <14
Itrakonazol Duyarli <0.12 - -
Doza-bagh duyarli 0,25-0.5 - -
Direncli 21 - -
Vorikonazol Duyarh <1 <0.125 217
Doza-bagh duyarli 2 - 14-16
Direncli 24 >0.125 <13
Kaspofungin Duyarh <2 - 211
Duyarl degil >4 - <10
Anidulofungin | Duyarli <2 <0.06 -
Duyarl degil >4 >0.06 -

-: Henlz belirlenmemis



Amfoteresin B igin CLSI duyarlilik sinirlarini  saptamamistir.
EUCAST ise >1ug/ml degerleri direngli kabul etmigtir (33,39). Azoller igin
doza bagdli duyarl kavrami bulunmaktadir. Bu kategorideki suslara ilag dozu
arttinldigr zaman etkili olmak mumkundur (33). Ekinokandinlerde ise direncli
kavrami yerine duyarli degil kavrami kullaniimaktadir. Ekinokandinlerin
emniyetli ilag kullanim arahigi tam bilinmediginden direng kavraminin
kullanilmasi dogru bulunmamigtir (33).

Antifungal duyarliigi belirlemede kullanilan diger yontemler:
CLSI ve EUCAST tarafindan onerilen makro ve mikro dilisyon ve disk
difuzyon referans yontemleri yaygin kullanim alani bulsa da yeni arayislar her
zaman devam etmistir. En dnemli sorun yeni bir sistemin standardizasyonunu
saglamaktir. Gunumuzde E-test (AB Biodisk Solna, Sweden) Sensititre
YeastOne Colorimetric System (TREK Diagnostic Systems, Inc, Cleveland,
OH) ve VITEK 2 Yeast Susceptibility Test (BioMerieux, Inc, Durham, NC)
kullanilmasi tavsiye edilen Ug ticari sistemdir.

E-test yontemi kantitatif bir difuzyon yontemidir. Cesitli
konsantrasyonlarda antifungal ajan emdirilmis plastik bir seritten kati bir
besiyerine ilacin difizyonu saglanarak, 24-48 saatlik inkibasyon sonunda
elips seklinde olusan inhibisyon zonu ile MiK degerinin saptanmasi mimkin
olur. Kolay ve pratik bir test olup, referans yontemlerle ylksek dizeyde uyum
gOsteren sonuglar bildiriimektedir (47-49). E-testin en o6nemli avantaji
Candida turleri ve C. neoformans’da azalmis amfoteresin B duyarliidini diger
yontemlerden daha gulvenilir olarak belirleyebilmesidir (50-53).

Sensititre YeastOne Colorimetric System, 96 kuyucugu olan bir plak
olup kuyucuklarda kuru sekide degisik dilisyonlarda antifungal maddeler ve
kolorimetrik indikatér bulunmaktadir. Candida tirleri ve C. neoformans’in
antifungal duyarliigini test etmekte oldukca yararl bir sistemdir. inokulum
suspansiyonunun kuyucuklara eklenmesinden 24 saat sonra sonuglar
okunabilir. Renk degisikliginin oldugu ilk kuyucuk MIK olarak degerlendirilir.
Kirmizi renk dremenin oldugunu, mor-mavi renk ise Uremenin inhibe

edildigini gosterir (54, 55). Degisik ¢cok merkezli ¢alismalarda, bu sistemin
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referans mikrodilisyon yontemiyle paralel oldugu ve yeni triazollerle %95, g
ekinokandinle %100 uyumunlu oldugundan bahsedilmektedir (56, 57).

VITEK 2 Yeast Susceptibility Test, duyarlihgl spektrofotometrik
olarak dlcen ilk tam otomatik ticari duyarhilik sistemidir. EUCAST
mikrodilisyon yontemi ile entegre bir ydntemdir ve optimum
standardizasyonu saglanmistir (58). Cok merkezli calismalar VITEK 2
sisteminin referans mikrodilisyon yontemi ile amfoterisin B, flukonazol,
vorikonazol ve flusitozin i¢in uyumlu oldugunu gostermistir (59, 60). Ayrica bu
sistem 12-15 saat sonra sonug ¢ikarabilmektedir.

Bahsedilen bu Ug ticari sistem diginda ¢ok sayida farkli sistemler de
vardir. Ancak higbirinin tam standardizasyonu yapilmamis ve guvenilirlik
kazanmamistir. Bu nedenle rutinde kullaniimalari 6nerilmemektedir (31).

Bu calismada, 1995-2005 vyillari arasinda Uludag Universitesi
SUAM’nde yatan hastalardan izole edilen Candida izolatlarinin antifungal
duyarhiliginin belirlenmesi amaclanmistir. Bdylece 11 yillik period iginde
hastanemizinde izole edilen Candida tirlerinin duyarliligi hakkinda bilgi
edinilecek ve antifungal duyarlilik agisindan epidemiyolojik veri saglanarak

ampirik tedavinin daha guvenilir yapilmasi saglanacaktir.
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GEREG VE YONTEM

Candida izolatlan

Bu calismada 1995-2005 yillari arasinda Uludag Universitesi
SUAM’nde yatan ve kandidemi tespit edilen hastalarin izolatlari ¢alisildi.
Calisma Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan 22
Subat 2011 tarih ve 2011-5/1 karar numarasi ile alinan onay dogrultusunda
yapildi. Uludag Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda -
80°C’da uygun kosullarda saklanan izolatlar, calisma yapilacagi zaman iki
kez pasajlanarak safligindan emin olundu ve daha sonra vyeniden
identifikasyonu yapilarak dogrulandi. identifikasyon koloni morfoloijisi,
cimlenme borusu testi, klamidospor olusumu ve karbonhidrat asimilasyon
testleri (API 1D32C; Biomerieux, Fransa) ile yapildi (9, 10). izolatlarin
antifungal duyarhligi CLSI M27-A3 referans mikrodilisyon yontemi ve E-test
yontemi ile tespit edildi ve kalite kontrol susu olarak C krusei ATCC 6258 ve
C parapsilosis ATCC 22019 kullanildi (33).

Antifungal ilaglar

Toz halinde saf amfoterisin B (sigma) ticari olarak alindi. Saf
itrakonazol (Janssen Pharmaceutica), flukonazol (Pfizer Pharmaceuticals),
vorikonazol (Pfizer Pharmaceuticals) ve kaspofungin (Merck Research
Laboratories) Uretici firmalardan potensi ve son kullanim tarihi belli olarak toz
halinde temin edildi. Flukonazollin 5120 pg/ml’lik stok soltisyonu distile suda;
diger ilaglarin 1600 ug/ml’lik stok sollsyonlari dimetil sulfoksitte (DMSO,
Merck) hazirlanarak -80°C’da saklandi (33).

CLSI M27-A3 mikrodillisyon yontemi

Besiyerinin _Hazirlanmasi: CLSI M27-A3 referans mikrodillisyon

yonteminde Onerilen sentetik besiyeri L-glutamin ve fenol kirmizisi igeren,
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sodyum bikarbonat icermeyen RPMI 1640 (Sigma) olup igerigi tam bilinen
sentetik bir besiyeridir. Bu ¢alismada MOPS (0.165 mol/l) ile tamponlanan
besiyerinin pH’i, oda sicakliginda 6.9-7.1 olacak tarzda 1M NaOH ile
ayarlandi ve 0.2 ym caph filtrelerden suzilerek steril edildi. Bu sekilde
hazirlanan besiyeri hem ilag dilisyonlarinda hem de inokulum
hazirlanmasinda kullanildi (33).

Mikrodilisyon plaklarinin hazirlanmasi: Mikrodilisyon plagi olarak U

tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Bu plaklar, Uludag Universitesi SUAM
sterilizasyon Unitesinde etilen oksit ile steril edildi. Stok antifungal
solusyonlarinin dilisyonu CLSI M27-A3 dokimaninda gosterildigi sekilde
yapilarak (Tablo-4 ve 5) son konsantrasyon flukonazol i¢in 0.250-128 pg/ml,
diger ilaglar icin 0.064-32 pug/ml olacak tarzda hazirlandi (33). Son
konsantrasyonu hazirlanan antifungaller her yatay siraya bir sus galismasi
yapilabilecek ve her kuyucukta 100 ul olacak sekilde on kuyucuga dagitildi.
Onbirinci kuyucuk bos birakildi. Onikinci kuyucuga ise Ureme kontroll igin

100 pl besiyeri konuldu.

Tablo-4: CLSI M27-A3 referansina gbére suda ¢oOzulen ilaglarin

dilisyonlarinin hazirlanmasi.

Ara RPMI lle 1/5
Tiip no | Konsantrasyon | Kaynak | Voliim (ml) + konsantrasyon diliisyon
(Mg/ml) besiyeri (ml) (ng/ml) (ug/ml)
1. tlp 5120 Stok 1 7 640 128
2. tlp 640 1. tlp 1 1 320 64
3. tlp 640 1. tlp 1 3 160 32
4. tip 160 3. tlp 1 1 80 16
5.tlip | 160 3.tip |05 1.5 40 8
6. tlp 160 3. tlp 0.5 35 20 4
7. tlp 20 6. tip 1 1 10 2
8.tlip | 20 6.tip | 0.5 1.5 5 1
9. tlp 20 6. tip 0.5 35 2.5 0.5
10. tip | 2.5 9. tlp 1 1 1.25 0.250
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Tablo-5: CLSI M27-A3 referansina gore suda ¢Ozulmeyen ilaglarin

dilisyonlarinin hazirlanmasi.

Ara RPMI ile 1/50
Tdp no | Konsantrasyon | Kaynak | Volim konsantrasyon dilisyon
(ng/ml) (ml)+DMSO (ml) (ug/ml) (ug/ml)
1.tip | 1600 Stok 1600 32
2.tip | 1600 Stok 0,5 0,5 800 16
3.tlip | 1600 Stok 0,5 1,5 400 8
4.tip | 1600 Stok 0,5 3,5 200 4
5.tlip | 200 4. tip 0,5 0,5 100 2
6. tip | 200 4. tip 0,5 1,5 50 1
7.tip | 200 4. tip 0,5 3,5 25 0,5
8.tip | 25 7. tip 0,5 0,5 12,5 0,25
9.tip | 25 7. tip 0,5 1,5 6,25 0,125
10. tip | 25 7. tip 0,5 3,5 3,13 0,0625

Maya Suspansiyonunun Hazirlanmasi: Saflastirlan ve yeniden

tanimlanan Candida suslarinin 24 saatlik pasajlarindan 5 koloni (koloni ¢api
yaklasik = 1mm ) 6ze ile alinarak, 5 ml steril serum fizyolojik icinde stispanse
edildi. Stispansiyonun bulaniklik ayari, McFarland 0.5 standardina goére 530
nm dalga boyunda filtre kullanilarak spektrofotometre ( Milton Roy Spectronic
20D, ABD) ile yapildi. Bu sekilde 1-5x10° hiicre/ml iceren maya stok
solusyonu hazirlandi. Bu stok, RPMI 1640 sivi besiyeri ile 1/1000 oraninda
sulandirilarak; 1-5x10° hiicre/ml iceren inokulum elde edildi. Hazirlanan
inokulum, icinde 2 kat seri dilisyon seklinde antifungal dagitiimis
mikroplaklara, her kuyucuga 100 ul gelecek sekilde eklendi. Boylece son
inokulum ve antifungal konsantrasyonlari yari yariya sulandirilarak ¢alisma
oranlarina indirildi (inokulum miktari: 0.5-2.5X10°, flukonazol diliisyon arahi:
0.125-64 ug/ml ve diger ilacglarin dilisyon arahdi: 0.032-16 pg/ml).
Mikroplaklar sarsmadan etive kaldirilarak 35°C’de 48 saat inklibe edildi.
Hem 24. saate hem de 48. saate degerlendirme yapildi (33).

Degerlendirme: Mikroplaklar, 24 ve 48 saatlik inklibasyonu takiben

gorsel olarak degerlendirildi. Kontrol kuyucuguna gére dremenin %100 inhibe
oldugu kuyucuktaki konsantrasyon, amfoterisin B igin MiK degeri (MiK-0)

olarak belirlendi. Flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin igin ise
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kontrol kuyucuguna gére %50 azalmanin oldugu kuyucuk (MIK-2) MIK degeri
olarak alindi. Her ¢alismaya ATCC kalite kontrol suglari da dahil edildi (33).

E-Test Yontemi
Antifungal Stripler: Antifungaller igin E-test stripleri Uretici firmadan

(AB BIODISK Solna/isveg) temin edildi. Kullanilana kadar -20°C’de saklandi.
Besiyeri: E test icin %2 agar ve %2 glikoz ilaveli RPMI 1640 besiyeri

(pH=7.0) kullanildi. MOPS tamponlu olarak JUretici firma Onerileri
dogrultusunda hazirlanan besiyerleri, capi 9 mm olan steril petrilere 25’er ml
olacak sekilde dagitildi (49, 50).

Yontem: Spektrofotometrik olarak 0.5 McFarland bulanikhdinda
hazirlanan maya sUspansiyonlari, steril eklviyonla besiyeri yuzeyine
homojen olarak yayildi. Yaklasik 15 dakika kurumasi beklendikten sonra
Uzerlerine E-test stripleri bir petri kutusuna iki strip olacak sekilde yerlestirildi.
Degerlendirme 35°C’de 24 ve 48 saat inklibasyonu takiben yapildi. Elips
seklindeki inhibisyon zonunun striple birlestigi konsantrasyon, MiK olarak
belirlendi (49, 50).

Caligmanin Analizi

Mikrodiliisyon ve E-test sonuclari 24 ve 48. saatlerde okundu. MiK
araligi disinda kalan veriler (off-scale) de degerlendirmeye alindi. Kiguk
taraftaki MiK araligi disi degerler aynen birakildi; blyiik taraftaki MiK aralig
digi degerler ise bir ust dilisyon degerine cevrildi (61). Amfoterisin B
disindaki antifungallerde duyarlilik degerleri belli oldugu igin sonuclar
ylizdelenerek analiz edildi. Amfoterisin B icin ise MIK araligi, MiKsy ve MiKgo
degerleri hesaplandi. Her iki yontem arasindaki uyuma #*1 dilusyonda
bakilarak uyumlu olan suslarin sayisi yuzde olarak belirlendi. Ayrica
duyarlilik sinirlari belirli olan ilaglar igin (flukonazol, itrakonazol, vorikonazol
ve Kaspofungin) duyarlilik uyumuna da bakildi. Referans yéntemle duyarl
kabul edilen bir susun E-test yontemi ile direngli olmasi durumu kuguk hata,

15



referans yontemle direngli olan bir susun E-test yontemi ile duyarl olmasi ise
blyuk hata olarak degerlendirildi (47, 48, 61)

16



BULGULAR

Kandidemi Etkekini Turlerin Dagilimi

1995-2005 vyillari arasinda Uludag Universitesi SUAM'de 655 erigkin
ve ¢ocuk hastada kandidemi saptanmigtir. Tablo-6'da ¢alisma donemi iginde
kandidemili hastalardan izole edilen Candida turlerinin yillara goére dagilimi
gorilmektedir. En fazla izole edilen tir % 42.7 oranla C. albicans olmus,
bunu C. parapsilosis (%20.9) izlemistir. Sik gorulen etkenler arasinda; yillar
icinde C. albicans izolasyonunda artma, C. krusei izolasyonunda disme
oldugu saptanmig, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis
izolasyonlarinda ise Onemli degisiklik gorulmemigtir. Calisma donemi
icerisinde C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. inconspisua/norvagensis, C.
kefyr, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. pelliculosa, C zeylanoides seyrek gorulen
etkenler seklinde izole edilmistir. izolatlarin %2.9’unda tir diizeyinde
tanimlama yapilamamis ve hastalarin %5.3’Gnde birden fazla tirle kandidemi
gelismigtir. Tablo-7’de birden fazla turle kandidemi gelisen hastalardaki tur
dagihmi gérulmektedir. Karigik Gremesi olan hastalarin 25 tanesinde (%71.4)
en fazla izole edilen tir olan C. albicans’in bulundugu goértlmastir. Karisik
uremeler de dikkate alindiginda g¢alisma doneminde 655 hastadan 693
izolasyon olmustur.

Calisma déneminde saptanan tim izolatlarin antifungal duyarliligina
bakmak mumkin olamamis ve 693 izolattan bulunabilen ve yeniden
canlandirilabilen 444 (%64.1) izolatin antifungal duyarlihd saptanmistir.
Tablo-8'de antifungal duyarliligina bakilan izolatlarin tir dagihmi

gorulmektedir.
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Tablo-6: 1995-2005 yillar1 arasinda kandidemi etkeni olarak izole edilen turlerin dagilimi.

Yillar Ca Cd Cg Cgu | Ci/n | Ckr Ckef | Clip | Clus | Cp Cpe Ct Cz Miks Cspp Toplam
1995 14 1 4 8 3 3 2 35
1996 20 10 1 20 7 4 3 65
1997 17 9 20 2 1 49
1998 11 4 1 2 5 1 1 11 10 2 2 50
1999 18 2 1 11 13 1 2 1 57
2000 27 1 7 6 1 5 2 5 55
2001 32 3 4 4 10 5 10 1 6 75
2002 22 2 3 2 12 5 4 57
2003 31 1 1 1 1 1 7 4 5 5 57
2004 40 1 1 3 2 7 1 1 59
2005 48 2 3 3 4 1 23 1 5 6 96
Toplam 280 1 17 6 2 59 9 8 3 137 14 64 1 35 19 655
(%) (42.7) (0.15) | (2.6) (092) | (03) | (9 (1.4) (1.2) (0.46) | (20.9) 2.1) (9.8) (0.15) (5.3) (2.9)

Ca: C. albicans; Cd: C. dubliniensis; Cg: C. glabrata; Cgu: C. guilliermondii; Ci/n: C incons/norvegensis; Ckr: C. krusei; Ckef: C. kefyr; Clip: C. lipolytica;
Clus: C. lusitaniae; Cp: C. parapsilosis; Cpe: C. pelliculosa; Ct: C. tropicalis; Cz: C. zeylanoides; Miks; Birden fazla tur ile gelisen kandidemiler; Cspp:
Tanimlanamayan Candida turd
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Tablo-7: Birden fazla tur ile gelisen kandidemilerde dagilim.

Birden Fazla Tur ile Gelisen Kandidemiler

Hasta sayisi

. albicans ve C. parapsilosis

10

. albicans ve C. tropicalis

. albicans ve C glabrata

. albicans ve C. guilliermondii

. albicans ve C. pelliculosa

. albicans ve C. spp

. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata

. albicans, C. parapsilosis, C. pelliculosa

. albicans, C. kruseli, C. glabrata

. parapsilosis ve C. tropicalis

. parapsilosis ve C. kefyr

. parapsilosis ve C. krusei

. parapsilosis ve C. famata

. tropicalis ve C. kefyr

. guilliermondii ve C. krusei

O O O O O O O O O O O O O] O O O

. krusei ve Trichosporon spp

R RN R R R W R R RN R RN o

TOPLAM

35 hasta
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Tablo-8: Antifungal duyarlilik ¢aligilan izolatlardaki ttir dagilimi

Yillar Ca Cd Cg Cgu Ci/n Ckr Ckef Clip Clus Cp Cpe Ct Toplam
1995 16 1 1 6 2 26
1996 17 3 1 1 21 4 47
1997 6 15 1 29
1998 4 3 1 2 2 1 11 6 30
1999 14 1 1 5 13 4 38
2000 17 4 4 3 28
2001 23 2 5 1 10 1 7 48
2002 17 1 3 3 11 5 40
2003 28 1 1 8 4 42
2004 41 1 1 3 2 1 3 59
2005 30 4 1 1 1 2 18 57
Toplam | 214 1 14 5 2 34 3 4 2 124 2 39 444
(%) (48.2) (0.2) (3.1) (1.1) (0.4) (7.7) (0.7) (0.9) (0.4) (27.9) (0.4) (8.8)

Ca: C. albicans; Cd: C. dubliniensis; Cg: C.

glabrata; Cgu: C. guilliermondii; Ci/n: C incons/norvegensis; Ckr: C. krusei; Ckef: C. kefyr; Clip: C. lipolytica;
Clus: C. lusitaniae; Cp: C. parapsilosis; Cpe: C. pelliculosa; Ct: C. tropicalis
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Amfoterisin B duyarliligi

Candida turlerinde amfoteresin B duyarliligi igin belirlenmis sinir
degerler olmadigindan bu ¢alismada amfoterisin B i¢in hem mikrodilisyon
hem de E-test ydnteminde MIK araligi, MiKso ve MiKgo degerleri saptanmustir.
Tablo-9da 24 saatlik inkibasyon sonunda Tablo-10’da ise 48 saat
inkibasyon sonunda bulunan degerler gortulmektedir. Uzamis inkibasyonda
her iki yontemde de MIK degerlerinde genellikle bir dillisyonluk artis
saptanmigtir. En fazla degisim E-test yonteminde C. parapsilosis
duyarlhiliginda olmustur. Her iki saatlik inkibasyonda da beklendigi gibi E-test
ile daha duslk ve daha genis aralikta MiK degerleri elde edilmis ve >1ug/ml
MiK degerlerine sadece C. krusei ve C. glabrata suslarinda rastlaniimistir.
Genel olarak iki ydontem arasi uyum kotu olup, en iyi sonuglar C. krusei ve C.

glabrata’da alinmistir.

Tablo-9: Amfoterisin B duyarlilidi (24 saat inklibasyon)

Mikrodiliisyon E-test % uyum
Tar Aralik MIKs, MIKqo Aralik MIKs, MIKy, *1
n) diliisyon)
Ca 0,125-2 0.5 1 <0.032-1 0.064 0.25 %14.4
(214)
Cp 0,125-2 0.5 1 <0.032-1 <0.032 0.25 %18.5
(124)
Ct 0,125-2 0.5 1 <0.032-0.5 | 0.125 0.25 %23.1
(39)
Ckr 0,25-2 1 2 <0.032-8 0.5 1 %23.5
(34)
Cg 0,25-2 1 2 <0.032-2 0.125 0.5 %42.9
(14)
Digerleri | 0.125-2 0.25 1 <0.032-0.5 | 0.064 0.5 %32
(19)
Timi | 0,125-2 0.5 1 <0.032-8 0.064 0.5 %18.8
(444)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Ckr: C. krusei; Cp: C. parapsilosis; Ct: C. tropicalis
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Tablo-10: Amfoterisin B duyarliidi (48 saat inkibasyon).

Mikrodiliisyon E-test % uyum
Tur Aralik MIKs, MIKoo Aralik MIKs5, MIKg, | (¥1
(n) diliisyon)
Ca 0,125-4 0.5 2 <0.032-1 0.064 0.25 %10.3
(214)
Cp 0,125-4 1 2 <0.032-1 0.25 0.5 %15.6
(124)
Ct 0,125-2 1 2 <0.032-0.5 | 0.25 0.5 %21.6
(39)
Ckr 0,25-2 2 2 <0.032-8 0.5 2 %52.9
(34)
Cg 0,25-2 1 2 <0.032-4 0.25 0.5 %33.3
(14)
Digerleri | 0.125-2 0.25 1 <0.032-1 0.125 0.5 %19.3
(19)
Timi 0,125-4 1 2 <0.032-8 0.125 0.5 %17.1
(444)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Ckr: C. krusei; Cp: C. parapsilosis; Ct: C. tropicalis

Diger Antifungallerde Duyarhhk

Flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol bu ¢aligmada degerlendirilen
duyarhilik sinirlari belli azol grubu antifungallardir ve tablo 11-13'de
mikrodillisyon yontemi ile 24 ve 48 saatlik inklibasyon sonunda elde edilen
sonugclar gorulmektedir. C. krusei ve C. incospicua/norvagensis flukonazole
interensek direncli oldugu icin degerlendiriimeye alinmamistir. Flukonazol
duyarliiginda C. parapsilosis’deki hafif bir disme disinda 24. ve 48. saat
okumalarinda bir fark saptanmamistir. Toplam direng¢ %1.2 olarak
bulunmustur (Tablo-11). iki C. glabrata, iki C. albicans, bir C. parapsilosis
suslarinda diren¢ saptanmistir. Itrakonazolda diren¢ flukonazole gére daha
yuksek saptanmis ve 48. saat okumada direncin arttigi goértlmustir (Tablo-
12). Azoller iginde en iyisi vorikonazol olup 24. saat okumada direncli susa
rastlanmazken, 48. saat okumada bir C. glabrata susunda direng gorulmugtur
(Tablo-13) ve bu sus diger buttin azollere de direngli olan sustur.

Tablo-11: Flukonazol duyarliligi.
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24 saat inkiibasyon

48 saat inkiibasyon

izolatlar Duyarli DBD Direngli Duyarli DBD Direngli
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ca %98.6 %0.5 %0.9 %98.6 %0.5 %0.9
(214)
Cp %88.1 %11.1 %0.8 %84.7 %14.5 %0.8
(124)
Ct %100 - - %100 - -
(39)
Cg %78.6 %7.1 %14.3 %78.6 %7.1 %14.3
(14)
Digerleri | %100 - - %100 - -
17)
Tumii %95 %3.8 %1.2 %94 %4.8 %1.2
(408)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Cp: C. parapsilosis; Ct: C. tropicalis

Tablo-12: Itrakonazol duyarhligi.

24 saat inkiibasyon

48 saat inkiibasyon

izolatlar Duyarli DBD Direngli Duyarli DBD Direngli
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ca %90.3 %.8.3 %1.4 %87 %10.7 %2.3
(214)
Cp %75.4 %20.6 %4 %71.8 %25.8 %2.4
(124)
Ct %79.5 %17.9 %?2.6 %70.3 %?21.6 %38.1
(39)
Ckr %9.7 %61.3 %29 %11.8 %41.2 %47
(34)
Cg %42.9 %21.4 %35.7 %33.3 %33.3 %33.3
(14)
Digerleri | %82 %14 %4 %82 %14 %4
(19)
Tuamii %77.2 %17.5 %05.3 %73.7 %18.9 %7.4
(444)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Ckr: C. krusei; Cp: C.
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Tablo-13:

Vorikonazol duyarliligi.

24 saat inkiibasyon 48 saat inkiibasyon
izolatlar Duyarl DBD Direngli Duyarli DBD Direngli
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ca %100 - %100 -
(214)
Cp %100 - %100 -
(124)
Ct %100 - %100 -
(39)
Ckr %100 - %100 -
(34)
Cg %100 - %91.7 %8.3
(14)
Digerleri | %100 - %100 -
(19)
Tumii %100 - %99.8 %0.2
(444)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Ckr: C. krusei; Cp: C.

parapsilosis; Ct: C. tropicalis

Kaspofungin duyarhlik sinirlari belli bir ekinokandindir. Tablo-14’de

mikrodilisyon yontemi ile 24. ve 48. saatte alinan sonugclar gorulmektedir.

Azollerden vorikonazol gibi kaspofungin de cok etkili bulunmus ve 24. saat

okumasinda tum suglar duyarli iken 48. saat okumada sadece bir C.

guilliermondii susu duyarli bulunmamistir.
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Tablo-14: Kaspofungin duyarlihgi.

24 saat inkiibasyon 48 saat inkiibasyon
izolatlar Duyarl (%) Duyarli degil (%) | Duyarh (%) | Duyarh degil (%)
Ca (214) | %100 - %100
Cp (124) | %100 - %100
Ct (39) %100 - %100
Ckr (34) | %100 - %100
Cg (14) %100 - %100
Digerleri | %100 - %95.4 %4.6
(19)
Tumii %100 - %99.8 %0.2
(444)

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata; Ckr: C. krusei; Cp: C. parapsilosis; Ct: C. tropicalis

Referans yontem ve E -test yodntemi ile alinan sonuglarin 1
dilisyonda uyumunu Tablo-15'de 6zetlenmistir. En iyi uyum vorikonazol ile
elde edilmistir. ikinci okumalarda (48. saat) azollerde uyumda hafif bir azalma

olurken, kaspofunginde hafif bir artis saptanmistir.

Tablo-15: Referans ydntem ve E-test yonteminin £1 dilisyonda uyumu

*1 dilisyonda uyum (%)
Antifungaller 24 saat inkiibasyon 48 saat inklibasyon
Flukonazol 74.5 66.2
itrakonazol 68 65.9
Vorikonazol 87.6 79.3
Kaspofungin 59.3 64.9

Duyarllik kategorilerine goére uyuma bakildiginda iki yontem
arasinda her iki inkUbasyon suresinde ilaglarin higbirinde buyuk uyumsuzluk
olmamistir. Kilguk uyumsuzluk sadece flukonazol (24 saat inklibasyonda:
%1.3; 48 saat inkibasyonda: %1.6) ve itrakonazolde (24 saat inkibasyonda:
%5.4; 48 saat inkubasyonda: %5.6) rastlaniimig, vorikonazol ve
kaspofunginde goérilmemigtir.
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TARTISMA VE SONUG

invazif kandidoz hayati tehdit eden en 6nemli mantar hastaligidir ve
kandidemiler butun invazif olgularin buyuk bir kismini olugturur. European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal
Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy and
Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) kritelerine gore
tek bir pozitif kan kultarl invazif mantar enfeksiyonunu kanitlamaya yeterlidir
(62). Candida turlerine bagh kan dolasimi enfeksiyonlarinin giderek arttigi
birgcok calismada belirtiimekte ve bu artisin degisik faktére bagli oldugu
vurgulanmaktadir (63). Modern tiptaki gelisimlere paralel olarak yogun bakim
ve immun baskilanmig hastalarin yasam suirelerinin uzamasi bu artisin en
onemli nedenini olusturur. Nozokomiyal kan dolasimi etkenleri arasinda
Candida turleri %8-10 gorulme sikligi ile dérdincu sirada yer almaktadir (7,
8).

Kandidemilere farkli Candida turleri yanisira en fazla C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis sebep olmaktadir. Bu
calismada da 10 yillik dénem iginde izole edilen suslarin (karigik Gremelerde
dahil edildiginde) yaklasik %90 kadarini bu bes tir olusturmustur. C. albicans
en fazla izole edilen (%42.7) tlirdur. Calismalarin hemen hemen tamaminda
da en fazla izole edilen tir olup, %37’lik izolasyonla en disuk Latin Amerika,
%70’lik izolasyonla en ylksek Norvegte bulunmustur (63).

Deri ve mukozalara yerleserek daha cok ekzojen enfeksiyonlara
sebep olan C. parapsilosis bu calismada ikinci siklikta goértlmektedir.
Kataterlerde biyofilm olusturarak etkili olan ve katater bakimi sirasinda eller
araciligi ile hastadan hastaya yayilabilen bu tir onemli bir nozokomiyal
patojendir. Bu galismada %21’e yakin izolasyonu olmustur. Ozellikle pediyatri
hastalarinda daha fazla sorun olusturmaktadir. Ulkemizde vyapilan bir
calismada, cocguklarda gelisen kandidemilere %37 oraninda C. parapsilosis’in

sebep oldugu bildirilmigtir (64).
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Uglincli siklikta izole edilen C. tropicalis’in gorilme orani Latin
Amerika haric diger birgok Ulke ile benzerlik géstermektedir. ilging bir sekilde
Latin Amerika Ulkelerine C. tropicalis izolasyonu %20’lere ulagmaktadir (63).

Calisma doneminde %9 oraninda saptanan C. krusei izolasyonu
biraz ylksek olarak bulunmustur. Cogu calismada C. kruseinin %Z2-4
oraninda goéruldugunden bahsedilmektedir (63). Ancak tablo-6 incelenecek
olursa son yillarda izolasyonunun dustugu anlasiimakta ve orani ylkseltenin
ilk yillarda Pediatri Kliniginde gorulen kuguk epidemilerin oldugu
dusunulmektedir.

ABD’de, C. albicans disi en 6nemli kandidemi etkeni hi¢ stphesis C.
glabrata’dir. Epidemiyolojik c¢alismalarda %20-24 goérlilme orani ile ikinci
sirada yer almakta olup, flukonazole ve ¢apraz olarak vorikonazole direngli
olabilmesi nedeniylede bu yuksek izolasyon orani 6nemlidir (63). Bununla
beraber C. glabrata diger Ulkelerde bu kadar yuksek oranlarda
gorulmemektedir. Latin Amerikada %4-7 oraninda saptanmistir (65). Bizde
saptanan izolasyon orani Latin Amerika’dan bile dusuk olup (%2.6),
ulkemizde yapilmig farkli bir galisma ile benzerlik gdstermektedir (66).

Mantar enfeksiyonlarinda uzunca bir sire tek ilag olarak
kullandigimiz amfoterisin B yanisira gunumuizde daha birgok alternatifler
bulunmaktadir. Birinci ve ikinci jenerasyon triazoller ve ekinokandinler
kandidemilerde kullanilabilecek oldukga iyi alternatifler olup, ilag sayisinin
artmasi antifungal duyarlilik testlerinin dnemini arttirmistir. Kan ve steril vicut
sivilarindan izole edilen basta C. glabrata olmak Uzere, C. albicans disi tim
Candida turlerine in vitro duyarhligin yapilmasi 6nerilmektedir (42).

Bu calisma da 444 Candida izolatinin, amfoterisin B, flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol ve kaspofungin duyarhligina iki farkli yéntemle
bakilmistir. CLSI mikrodilisyon yontemi ve E-test yontemi kullanilan iki
yontem olup, sonuglar hem 24. saatte hem de 48. saatte okunmustur. Hig
stuphesiz ki sonuclari erken okumanin pratik yarari ¢cok fazladir. CLSI
mikrodilisyon yonteminde sadece ekinokandinlerin 24 saat sonra
degerlendiriimesi uygun gorulurken diger ilaglar icin 48 saat sonra okuma
onerilmektedir (33). Bu calismada 48. saatte tiim ilaglarin MiK degerlerinde

hafif bir ylikselme saptanmis olmakla beraber duyarlilik 6zelligini degistirecek
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bir fark olmamigtir (Tablo 10-14). Bunun 6tesinde azollerde MIK degerini
belirlemek, kismi Greme inhibisyonu (trailing) nedeniyle gugtur ve 48. saatte
bu daha da zor olmaktadir. Ozellikle C. albicans ve C. tropicalis suslarinda
kismi Ureme inhibisyonu ¢ok oldugundan 24. saat okuma 6nemlidir (67).

Amfoterisin B genis spektrumlu fungisitik aktivitesi olan bir antifungal
oldugundan ampirik tedavide en fazla tercih edilen ilagtir. Candida tarleri
arasinda amfoterisin B direnci nadir olarak dusunulmekle beraber C.
lusitaniae bagta olmakla beraber bazi suslarda bildirilmistir (68, 69). Ne yazik
ki CLSI referans yéntemi ile cok dar araliklarda MiK degeri elde edilmekte ve
duyarl ve direncli suslari birbirinden ayirmak ve direng sinirlarini belirlemek
mumkin olamamaktadir (33, 70). Ancak E-test yontemi ile daha genis
aralikta MIK degerleri saptamak mimkiin olmus ve amfoterisin B duyarlii§ini
tespit ederken E-testin uygulanmasi Onerilmistir (70-73). Bu c¢alismada da
gercekten E-test ile daha genis aralikta MiK degerleri elde edilmistir.

Her ne kadar amfoterisin B igin sinir degerler belirtimemisse de
EUCAST yonteminde ve E-test calismalarinda >1ug/ml degerlerin sorunlu
oldugu ve direng kabul edilebilecegi belirtimektedir (39, 46). Goldman ve ark
(74) >1ug/ml MiK degeri olan bir susla enfeksiyon olduju zaman daha
yuksek doz amfoterisin B gerektigini vurgulamiglardir. Bu ¢calismada sadece
C. krusei ve C. glabrata suslarinda >1ug/ml MiK degerleri elde edilmis ve
literatur bilgisi ile uyumlu bulunmustur (63).

CLSI mikrodilisyon yontemi ile E-test yontemi arasindaki uyum,
amfoteresin B igcin ylUksek bulunmamistir. Bunun nedeni bahsedildigi gibi
mikrodiliisyon yéntemindeki dar MiK araligidir. Bu nedenle amfoterisin B
duyarlihgina bakarken E-test yonteminin tercih edilmesinin daha dogru
olaca@i dusunulmektedir.

Azol grubu antifungallerden bu calismada flukonazol, itrakonazol ve
vorikonazol duyarhligina bakilmistir. Beklendigi gibi en yuksek duyarlilik
vorikonazol ile elde edilmistir (23). Birinci okumada higbir izolatta direng
saptanmamigken, 48. saatte sadece bir C. glabrata susunda direng
belirlenmistir. Bu sug ayni zamanda flukonazol ve itrakonazole de direngli bir
sustur ve capraz dirence guzel bir drnek olusturmaktadir (75). C. krusei

flukonazole interensek direncli bir tir oldugundan flukonazol direng oranlari
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hesaplanirken bu tur hari¢ birakilmigtir. C. krusei hari¢ birakildiginda
flukonazole direng bu calismada %1.2 olarak bulunmustur ve literaturler
uyumludur (63). C. glabrata suslarinda %14.3 oraninda saptanan direng
ABD’den bildirilen %20-25 oranindaki dirence gore daha dusuktur (63, 75).
Flukonazolle interensek direngli olan C. krusei suslarinin tamami
vorikonazole duyarl bulunmustur. Ancak iki C. albicans susuda flukonazole
direng olmasi ve bu direncin E-test ile dogrulanmasi bu galismada ortaya
clkmis en kot sonugtur. Bilindigi gibi AIDS ve kronik mukokutandz
kandidozlu hastalarin orofaringeal izolatlar disinda C. albicans’da flukonazol
direnci ¢ok nadirdir (76, 77). Bununla beraber flukonazole direncli C. albicans
izolatlarinda vorikonazol direnci saptanmamistir. Bir C. parapsilosis susunda
flukonazol direnci her iki yontemle de gosterilmistir. Bu izolat da vorikonazole
duyarhdir. Sonugta bes flukonazole direngli sustan sadece bir tanesinin
vorikonazole de direngli olmasi c¢apraz direncin %20’lerde oldugunu
gOstermis ve capraz direncin literatlire goére biraz daha disik olmasinin
sevindirici bir bulgu oldugu digunulmastur (75).

Azol grubu antifungallerde her iki ydontem arasindaki uyum 24. saatte
daha iyi bulunmus ve 48. saatte Gremenin kismi inhibisyonu nedeniyle biraz
distagl dastinulmustir. E-test yontemi ile duyarli, referans yéntemle direncli
buyuk uyumsuzlugun olmamasi E-test yonteminin kullanilabilirligini gostermis
ve literatirle uyumlu bulunmustur (45-51).

Bu calismada ekinokandin grubu antifungallerden kaspofungin
duyarlihgina bakilmistir. CLSI dékimaninda MIK degeri >2ug/ml oldugu
zaman susun duyarli olmadigl yorumunun yapilmasi dnerilmektedir (33). Bu
calismada bu 6neri dikkate alindiginda sadece bir C. guilliermondii susunda
>2ug/ml MiK elde edilmis, diger bitin suslar duyarli bulunmustur.
Ekinokandinlerin guvenilir kullanim sinirlari tam bilinmediginden direng
kavrami tam oturmamistir. Bu nedenle yiiksek MIK degerinde duyarli degil
denmektedir. C. guilliermondii suslarinin yiiksek MiK degerleri olusturduklari
literatiirde belirtimektedir. C. parapsilosis suslarinda da yiiksek MiK’lerden
bahsedilmekle birlite bu galismada >2ug/ml deger saptanmamistir (16).
Vorikonazol ile beraber en duyarl ilag olarak kaspofungin bulunmustur. In
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vitro sonuglara ek olarak, kaspofungin hem fungisitik hem de hicre duvarina

etkili oldugundan kandidozlarda tercih edilen ilag olmustur (16, 44).

Kaspofungin igin iki yontem arasindaki uyum bu galismada ¢ok iyi

bulunmamistir. Bununla beraber blyuk uyumsuzluk s6z konusu dedgildir. Bu

nedenle zorda kalindiginda E-testten de yararlanilabilir.

Sonug olarak bu galismada bes antifungalin 444 kandidemi etkeni

olarak izole edilen suglara etkinligine bakilmigtir.

En etkin ilaglarin vorikonazol ve kaspofungin oldugu;

iki C. albicans, iki C. glabrata, bir C. parapsilosis susunda
flukonazol direnci oldugu;

Flukonazole direncli suslarda sadece bir C. glabrata susunda
vorikonazol direnci oldugu,

Amfoterisin B duyarhiliginda E-test yonteminin daha iyi oldugu;

C. krusei ve C glabrata suslarinda yiiksek amfoterisin B MiK’leri

olabilecegi saptanmistir.

In vitro antifungal testleri ginimuizde hem rutin hizmet agisindan,

daha o&nemlisi epidemiyolojik veri elde etmek acisindan buyuk

hastanelerin laboratuvarlarinda yapilmasi gereken testler haline gelmistir.

E-test referans ydnteme hizl bir alternatif olabilir.
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