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OZET

Son yillarda yogun bakim iinitelerinde kalan, organ nakli yapilan, immunosupresif tedavi alan
ve genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanan hastalarin sayisinin artmasi sistemik kandidoz
insidansini artirmistir. Kandidoz i¢inde de en sik goriilen klinik gosterge kandidemidir.

Bu ¢alismada; kan kiiltiirlerinde tireyen Candida tiirlerinin tanimlanmasinda, Peptid niikleik asit
fluoresan in situ hibridizasyon (PNA FISH), kromojenik agar yontemlerinin degerlendirilmesi
ve suglarin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi, referans mikrodiliisyon ve Etest
yontemlerinin karsilastirilmasi amaglandi.

Temmuz 2011 - 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve
Uygulama Hastanesi kliniklerinde sistemik mantar enfeksiyonu 6n tanisiyla takip edilen ve kan
kiltirtinde maya Greyen 50 hasta ¢alismaya alindi. Ureyen Candida suslarmin tanimlanmasi;
makroskobik morfolojisi ve mikroskobik morfolojisi i¢in lam kaltird, germ tup testi,
sikloheksimid hassasiyeti, Ureaz testi, karbonhidrat asimilasyonu testi igin APl 20C AUX
(Biomerieux) testleri gore yapildi. Kromojenik besiyeri olarak Brilliance™ Candida Agar (Oxoid,
England) kullanildi. PNA FISH yontemi icin Yeast Traffic Light® PNA FISH®(AdvanDx,USA)
kiti kullanildi. Calismaya alinan Candida suslarinin amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin ve
vorikonazol antifungal duyarliligi referans mikrodiliisyon yontemi (CLSI M27-A3 ve M27-S4)

ve Etest ( Biomerieux, France) kullanildi.

Izole edilen 50 Candida susu morfolojik ve biyokimyasal yontemlere (konvansiyonel
yontemler) gore; %38’i C.albicans, %24’i C.glabrata, %10’u C.parapsilosis, %10’u C.kefyr,
%8’i C.krusei, %4t  C.guilliermondi, %4t  C.tropicalis, %?2’i C.lusitaniae olarak
tanimlandi.Konvensiyonel yontemler ile kromojenik besiyeri karsilastirildiginda; kromojenik
besiyerinin tanimlayamadigi 5 C.kefyr, iki C.guillermondi ve bir C.lusitania susu harig¢ tiim
suslar (%100) uyumluydu. Konvansiyonel yontemler ile PNA FISH karsilastirildiginda; PNA
FISH degerlendirme prospektiisiinde olmayan 5 C.kefyr, iki C.guillermondi, bir C.lusitania
susunu ve testin tanimlayabildikleri arasinda da bir C.fropicalis susu haricindeki suslar (%97.6)

uyumluydu. Suslarm in vitro duyarliliklar1 referans mikrodiliisyon y6ntemine gore; MIKS50,
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MIK90 ve MIK araliklari sirasiyla; amfoterisin B icin 0.125, 0.25, 0.3-0.50; flukonazol icin
0.50, 16, 0.125-125; vorikonazol ic¢in 0.03, 0.25,0.03-0.50 olarak bulundu Suslarin in vitro
duyarliliklar1 Etest yontemine gore; MIK50, MIK90 ve MIK araliklar sirasiyla; amfoterisin B
icin 0.064, 0.50, 0.002-0.50; flukonazol 1, 16, 0.016-16 ; vorikonazol igin 0.016, 0.25, 0.002-
0.50 ve kasfofungin icin 0.064, 0.25, 0.002-0.50 olarak bulundu.

Suslarin antifungallere in vitro duyarliliklar1 Etest yonteminin referans mikrodiliisyon yontemle
karsilastirldiginda; tiim antifungaller acisindan temel uyumu %72, kategorik uyumu %95
olarak belirlendi. Temel ve kategorik uyum antifungallere gore siniflandiginda sirasiyla;
amfoterisin B icin %77-%100; flukonazol icin %68-%82 ve vorikonazol icin %64-%100 idi.
Antifungallere gore Etest yonteminin referans yontemle karsilastirildiginda; tiim kategorik
hatalarin kiigiik hatada (%9,2) yogunlastigi goriilmiistiir. Biiyiik hatamin goriildiigi tek
antifungal flukonazol ( %5,2) dii. Calismamizda ¢ok biiylik hata yoktu.

Sonug¢ olarak; hastanemizde kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen tiir C.albicans olarak
bulunmasiyla birlikte C.glabrata ve C.parapsilosis suslarida siklig1 artmistir. Kan kiiltiirlerinden
Candida tiirlerini tanimlamada hem kromojenik besiyeri hem de PNA FISH ydntemlerinin
kolay ve giivenilir olmasi nedeniyle rutin laboratuarlarda kullamilabilecegi belirlendi. izole
edilen suslara kars1 antifungaller (flukonazole karsi dogal direngli olan C.krusei ve doza bagh
duyarli olan C.glabrata haricinde) amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve kaspofungine
duyarli olarak belirlendi.

Candida tiirlerine kars1 antifungal duyarliliklarinin belirlenmesinde Etest yonteminin referans
mikrodilusyon yontemi gore Kategorik uyumun yiiksek olmasi ve ¢ok biiyiikk hatanin
olmamasindan dolay: rutin laboratuarlarda giivenle kullanilabilecek kolay bir yontem oldugu

diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Candida, Antifungal Duyarlilik, Kromojenik Besiyeri, Peptid niikleik asit
fluoresan in situ hibridizasyon.
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ABSTRACT

In the recent years, incidence of systemic candidiasis have been increased due to increase in
numbers of patients having intensive care, immunosuppressive therapy, broad-spectrum
antibiotics and patients who had organ transplantation. Within Candidiasis, the most common
clinical indicator is candidemia. In this study; We aimed to compare , peptide nucleic acid
fluorescent in situ hybridization (PNA FISH) test, chromogenic agar methods, determination of
antifungal susceptibility of strains, reference microdilution and Etest methods for the
identification of the Candida species that isolated from blood cultures.

From July, 2011 to July, 2012, at Gevher Nesibe Research and Application Hospital Clinics, 50
patients who were followed with the pre-diagnosis of systemic fungal infections and yeast
isolated from blood cultures were enrolled in the study. In order to identify isolated Candida
strains, macroscopic and microscopic morphology, culture slides, germ tube test, cycloheximide
sensitivity, urease test, carbohydrate assimilation test and APl 20C AUX (Biomerieux) tests
were used. For Chromogenic broth, BrillianceTM Candida Agar (Oxoid, England) was used.
For PNA FISH method, Yeast Traffic LIGHT® PNA FISH® (AdvanDx,USA) kit was used.
Candida strains were evaluated for antifungal susceptibility to amphotericin B, fluconazole,
caspofungin and voriconazole using reference microdilution method (CLSI M27-A3 and M27-
S4) and Etest (Biomerieux, France).

Fifty Candida strains were isolated and identified as follows according to morphological,
biochemical methods (conventional methods); C. albicans (% 38) , C. glabrata (% 24),
C.parapsilosis (% 10), C.kefyr (% 10), C.krusei (% 8), C.guilliermondi (% 4), C.tropicalis (%
4) and, C.lusitania (% 2). When the chromogenic media was compared with conventional
methods, except for 5 C.kefyr, two C.guilliermondi and, one C.lusitania strains which were
could'nt be identified by chromogenic media, all strains were consistent. When the PNA FISH
was compared with conventional methods; except for 5 C.kefyr, two C.guilliermondi and, one
C.lusitania strains that were not in the PNA FISH assessment prospectus and one C.tropicalis

strain, all stains were (97.6%) consistent. In vitro susceptibility of strains were found out to be



according to the reference microdilution methods; MIC50, MIC90 and MIC ranges,
respectively; For amphotericin B 0.125, 0.25, 0.3-0.50; for fluconazole 0.50, 16, 0.125-125; For
voriconazole 0.03, 0.25, 0.03-0.50. In vitro susceptibility of strains were found out to be
according to the Etest method; MIC50, MIC 90 and MIC ranges, respectively; For amphotericin
B 0.064, 0.50, 0.002-0.50; for fluconazole 1, 16, 0.016-16; for voriconazole 0.016, 0.25, 0.002-
0.50 and for caspofungin 0.064, 0.25, 0.002-0.50. When the Etest and reference microdilution
method results were compared according to in vitro antifungal susceptibility of strains;
compliance was determined as % 75 in terms of all antifungals and, categorical agreement was
determined as 95%. When the essential and categorical agreement classified according to
antifungals: for amphotericin B; % 77- % 100, for fluconazole; % 68- % 82 and, for
voriconazole; It was % 64- % 100. According to Antifungals, When the Etest and reference
method were compared, all categorical errors were found to concentrate on minor error (%
9.2). Only antifungal that major error was seen was fluconazole (5.2%). In our study, there
wasn't very major error.

Conclusion; In our hospital, while the most common isolated strain was C. albicans, frequency
of C.glabrata and C. parapsilosis species were increased. For the identification of Candida
species from blood cultures, both chromogenic media and PNA FISH methods, which were easy
and reliable, were determined that they could be used at routine laboratories. Isolated strains
were identified as sensitive to antifungals; (except those, C.krusei whish is naturally resistant to
fluconazole and C.glabrata which is dose-dependently susceptible) amphotericin B,
fluconazole, voriconazole and caspofungin. For the determination of antifungal susceptibility of
Candida species, Etest when compared to reference microdilution method was thought to be an
easy and reliable method in routine laboratory because of higher categorical agreement and

lack of major errors.

Key Words: Candida, Antifungal susceptibility, Chromogenic Media, Peptide nucleic acid
fluorescent in situ hybridization
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1.GIRIS VE AMAC

Candida tiirleri insanlarda goriilen en yaygin patojen mantarlardandir. Dogada genis bir
dagilim gosteren Candida tiirleri insan ve hayvanlarin normal florasinda da
bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar invaziv olmayan yiizeyel enfeksiyonlardan, derin
dokular1 tutan enfeksiyonlara kadar genis hastalik spektrumuna sahiptirler (1). Son
yillarda kemoterapi ve diger immunosupresif tedavi alan hastalarin sayisinin artmast,
transplantasyon cerrahisinin gelismesi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi
yogun bakim {initelerinde kalan hasta sayisinin artmasi ve hastalara uygulanan invaziv
islemler nedeniyle hastane kaynakli Candida enfeksiyonlarinin insidansi artmistir (2,3).
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) hastanelerinde "Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon
Surveyans Sistemi”  verilerine gore Candida tiirleri hastane kaynakli mantar
enfeksiyonlarinin %80'ine neden olmakta ve tiim hastane enfeksiyonlarinda %5'lik bir
oranda yer almaktadir (4). Candida tiirleri hastane kaynakli sistemik enfeksiyonlara
sebep olan patojenler arasinda koagulaz negatif stafilokoklar ve enterekok tirlerini
takiben en sik izole edilen dordiincii etken olup ciddi morbidite ve mortalite nedenidir
(5).

Mikoloji laboratuvarinda kan kiiltiirlerinden mayalarin tanimlanmas1 1-4 gin kadar
stirmektedir. Serolojik ve molekiiler yontemlerin kullanim alani sinirlidir. Son yillarda
ozellikle hizli tan1 i¢in kromojenik besiyerleri gelistirilmistir. Maliyet unsurunun agir
bastig1 ve laboratuvar olanaklarinin sinirli oldugu birimlerde rutin tani algoritmasinda
konvansiyonel yontemler ve kromojenik agar gibi pratik yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir (6). Ayrica biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlamay1 saglayan ticari
kitlerde kullanima girmeye baglamistir. Bu nedenle hizli tan1 saglayabilen 6zgiilliigii ve

duyarlilig1 yiiksek laboratuvar yontemlerine ihtiya¢ vardir.



Son zamanlarda diinya genelinde antifungal ilaglara direngli mantarlarin sayisinda artig
goriilmektedir. Bu nedenle in vitro antifungal duyarlilik testleri uygun tedaviyi segmede
klinisyene oldukg¢a yardimci olmaktadir (7). Farkli cografik bolgelerde ve hastane
merkezlerinde yapilan Candida tiirlerinin dagilimi ve antifungal duyarlilik profilleri ile
ilgili calismalarin  yayinlandigi  uluslararas1 raporlarda  belirgin  farkliliklar
bulunmaktadir (8). Antifungal duyarlilik testi i¢in kullanilan yontemler makrodiliisyon,
mikrodillisyon, kolorimetrik mikrodillisyon, spekrofotometrik mikrodillisyon, agar
makrodiliisyon, agar difiizyon ve Etest olarak siniflandirilabilir (9,10). Mikrodilisyon
yontemi referans yontem olarak kullanilirken, Etest yontemi referans yonteme alternatif,
pratik, glvenilir, daha erken sonug veren, kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilir bir
yontemdir (11).

Bu ¢alismada; kan kiiltiirlerinde iireyen Candida tiirlerinin tanimlanmasinda, Peptid
nikleik asit floresan in situ hibridizasyon (PNA FISH), kromojenik agar yontemlerinin
degerlendirilmesi ve suslarin antifungal duyarlhiliklarinin  belirlenmesi, referans

mikrodiliisyon ve Etest yontemlerinin karsilastirilmasi amaglanda.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. TARIHCE

Milattan Once 4. yiizyillda iki hastada pamukguk adi verilen bir agiz enfeksiyonu
goriildii. Bunu Hippocrates epidemi olarak tanimladi. Pamukc¢ugun modern tiptaki ilk
tanim1 1771’de Rosenstein tarafindan yapildi ve daha sonra 1784’de Underwood
tarafindan pediatrik bir problem olarak tanimlandi. Veron 1935’de yenidoganlarin
dogum esnasinda gastrointestinal sistem (GIS) yolunun enfekte oldugunu 6ne siirdi.
Pamukguk ve mantarlar hakkindaki dogru iliski ancak 3 yil sonra 1842’de
mikroorganizmayi ‘Sporotrichum’ olarak siniflandiran Gruby tarafindan yapildi. Bennett
1844°de bir tiiberkiiloz hastasinin balgamindan, Wilkinson 1849’da vajinadan, Robin
1853’de sistemik bir enfeksiyondan, Zenker 1861°de beyin enfeksiyonundan izole etti
(12,13).

Dubendorfer 1904’de onikomikozu, Jakobi 1907’de dermatitisi, Forbes 1923’de kronik
mukokutan6z kandidozu, 1910’da Rafin sistiti tanimladi1 ve daha sonra Conner 1928’de
osteomiyeliti, Joachim ve Polayes 1940’da endokarditi tanimladi. Suthin 1943’de
endokrin sistem ve Candida enfeksiyonlar1 arasindaki iliskiyi gosterdi (14). Castellani
1912°de C.albicans disindaki Candida tiirlerininde patojenik olabilecegini 6ne siirdii.
Hastalardan izole edilen mayalarin isimlendirilmesi sik sik degistirildi. Robin ‘Oidium
albicans’ 1ismini 1853’de, Quinquad ‘Syringospora robini’ 1868’de ve Reess
‘Sacchoromyces albicans’ ismini 1975°de verdi. Grawitz 1977°de yayinlanan mikoloji
caligmalarinda Candida cinsi’nin morfolojik formlarini tanimladi Zopf tarafindan
1890’da uzunca bir zaman kabul géren ve kimi zaman hala kullanilan ‘Monilia

albicans’ tanimlandi. Berkhout 1923°de ¢iiriimiis meyve ve sebzelerden ve tibbi



vakalardan izole edilen ‘Monilia spp.” arasindaki farklar1 kabul ettikten sonra Candida
cinsini olusturdu (12,13).
2.2. SINIFLANDIRMA

Candida ismi 1959°da Montreal’de  “Uluslararasi  Botanik  Kongresi’nde”
Basidiomycota’ya ait olanlar ayr1 tutularak Ascomycota i¢ine alindi. Candida tirleriyle
ilgili hem klasik hem molekiiler arastirmalar Candida tiirlerinin teleomorflarinin
kesfedilmesini ve genus i¢indeki bazi tlirlerinde asamali olarak silinmesini sagladi
(15,16). Candida turleri; Candida albicans disinda C.tropicalis, C.keyfr, C.parapsilosis,
C. krusei, C.glabrata, C.guilliermondii gibi diger 6nemli 200 tane tir icermektedir (17).
Candida turleri Ascomycota subesinde, Hemiascomycetes sinifinda, Saccharomycetales
ordusunda ve Candidiaceae ailesinde bulunur (18).

2.3. MORFOLOJI VE BOYANMA OZELLIKLERI

Candida tiirleri tek hiicreli, hiicre duvarinda kitin ve/veya seliiloz igeren, 80S ribozomlari
olan o©karyotik kemoheterotrof organizmalardir. Tomurcuklanma (blastospor) veya
ortadan ikiye bolinme ile ¢ogalirlar (1). Candida tiirleri genellikle g¢aplari 4-6 pm
arasinda degisen yuvarlak veya oval maya mantarlaridir (19). Candida tlrlerinde
olusan blastokonidyumlar ana hiicreden ayrilmadan birbiri ardi sira uzayarak yalanci hif
(pseudohif), hiicre duvarlar1 birbirine paralel gercek hif ve bir hifin ucunda veya arada
bulunan tek hiicreli, kalin duvarli, oval genis yap1 olan klamidospor olusturabilirler.
Blastokonidyum, yalanci hif, klamidospor, germ tiip olusumu ve askospor olusumu tiir
taniminda 6nemlidir (1,20).

Candida turleri Gram ile boyandiklarinda pozitiftir. Maya elemanlarinin 6rnekler i¢inde
aranmasinda %10 potasyum hidroksit (KOH) veya kalkoflor beyazi floresan boyama
kullanilir. Maya hiicre duvarindaki kitin ve seliilozla nonspesifik baglanan kalkoflor
beyazi floresan boyasi, yesilden maviye degisen renklerde floresan verir (1,20).

2.4. UREME VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Candida tiirlerinin ¢ogu yaygin kullanilan kan kiltirii siselerinde ve agarli
besiyerlerinde 6zel mantar besiyerlerine gerek duymadan kolaylikla {ireyebilirler.
Koloniler genellikle 24 saatte olusmasina ragmen, belirgin lireme genellikle 48-72 saat
arasinda gerceklesir. 37°C de ureyebilmeleri énemli o6zelliklerindendir. Ozellikle
patojen olan tirler 25-37°C de, saprofitler ise daha diisiik 1sida iireyebilirler (20-22).

Candida tirleri Sabouraud dekstoz agar (SDA) gibi primer izolasyon besiyerlerinde



ureyip genellikle kirli beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi
kokulu S tipi koloniler olustururlar (20). Candida kolonileri S formundan R formuna
kendiliginden doniisebilir. Bu durum daha ¢ok migellerin artmasi ile ilgilidir (23,24).
Bakterilerin ve hizli iireyen kiiflerin iiremesini baskilayarak, secicilik saglamak
amactyla primer izolasyon besiyerinin bilesimine siklohekzimid, gentamisin,
kloramfenikol gibi antibiyotikler eklenebilir (25).

Candida’larin {ireyebilmesi igin besiyeri ortaminda glukoz, amonyum tuzu, fosfat,
biyotin ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi, ortam pH’ sinin 2-8 arasinda
olmasi yeterlidir (21). Candida tirleri kemoheterotrofturlar, organik bir azot ve karbon
kaynagina gereksinimleri vardir. Oksijen varliginda spesifik karbonhidratlar tek karbon
kaynag1 olarak kullanabilirler. Besinlerini absorbsiyon yolu ile bulunduklari ortamdan
kolayca saglayabilmeleri i¢in ortamin nem oraniin %95-100 arasinda olmas1 gerekir
(1,20,21,23).

2.5. ANTIJENIK YAPI

C.albicans hiicre duvarinda bulunan ve potent immunojen olan mannanin yapisal
farklarina gore A ve B olmak tizere 2 serotipi vardir (18,26). Hemen hemen immun
sistemi ¢alisan bireylerde esit olarak bulunur. Fakat serotip B immun sistemi
baskilanmamis hastalarda daha yogundur. Ancak son yillarda AIDS’liler ve diger
bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler arasinda serotip B’nin insidansi artmustir (26). Bu
gozlemin 6neminin ne oldugu cok net degildir. B serotipi A serotipinden fizyolojik
olarak farklidir ve B serotipi daha genis bir karyotip ¢esitliligi gosterir. 5-florositozine

daha dayaniklidir. iki serotipin cografik olarak nasil dagildigi cok net degildir (37).

A ve B serotipleri icin hiicre duvarindaki mannan bileseni arasindaki farklilik
Hasenclever ve Mitchell tarafindan 1961°de ortaya konmustur. A serotipi antijenik
olarak C.tropicalis ile B serotipi C.stelloidea ile ve C.albicans tiirleriyle iligkilidir
(12,29). Hiicre duvarinin yapisina katilan f glukan Kitin ve mannoprotein kuvvetli
antijeniktir (30).

Mannoproteinlerin hem karbonhidrat hem de protein kisimlarina karsi bagisik yanit
olusur. Candida cinsi’ne karst olusan hiicresel bagisikligin  temel hedefi
mannoproteinlerdir ve bu protein baglica T hiicre uyaranidir. Hiicre duvarinda bulunan
mannan enfeksiyon sirasinda duvardan ayrilir, immiinglobiilin ile birlesir ve dolagimdan

uzaklastirilir; fakat bagisik yanit yetersizse mannan antijenemisi olusur (30).



26. CANDIDA TURLERININ KLINIK ONEMIi

Candida Enfeksiyonlari ve Tanmisi

Candida tarleri, mukozal kolonizasyondan coklu organ tutulumuna kadar genis bir

yelpazede yer alan enfeksiyonlara yol acabilir (31).

A) Yuzeyel Candida Enfeksiyonlar:

a) Oral Kandidoz

» Akut pseudomembrandz oral kandidoz (pamukguk)
+ Kironik atrofik kandidoz

» Kronik hiperplastik kandidoz

b) Candida Ozofajiti

¢) Candida Vulvovajiniti ve Balanit

B) Primer Kutanéz Kandidoz

+ Intertrigo

* Ayak parmak aralarmin Candida enfeksiyonunda
» Konjenital kutantz kandidoz

* Diyaper ras

a) Onikomikoz ve paronikya (dolama)

b) Kronik mukokutandz kandidoz (KMK)

C) invaziv Candida Enfeksiyonlar1

a) Kandidemi

b) Akut dissemine kandidoz

¢) Kronik dissemine kandidoz

d) Gastrointestinal kandidoz

e) Pulmoner kandidoz

f) Trombofilebit

D) Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlar:
* Menenjit

» Beyin apsesi ve metastatik ensefalit

E) Kardiyovaskuler Enfeksiyonlar
+ Endokardit



« Miyokardit

» Perikardit

F) Uriner Sistem Enfeksiyonlari
* Renal Kandidoz

+  Alt Uriner Infeksiyon
G)Kemik ve Eklem Enfeksiyonu

« Osteomiyelit

e Artrit
H) Okduler Enfeksiyon
» Endoftalmit

1) Allerjik Kandidoz id Reaksiyonlari (31-33).
2.7. PATOGENEZ

Candida tiirleri insan ve hayvanlarin GIS yaygin olarak bulunan maya grubu
mantarlardan patojenik potansiyeli olan firsat¢1 patojenlerdir (34,35). Bu nedenle
Candida enfeksiyonlar1 ¢ogu kez endojendir (34,36). Konak savunma mekanizmalari ve
mikroorganizmanin viriilans1 Candida enfeksiyonlariin gelisiminde rol oynar. Saglam
deri ve mukozalarin Candida enfeksiyonlarinin gelisimini 6nlemede rolii biiyiiktiir. Deri
maserasyonuna neden olan her tiirlii olay, saglikli kisilerde de duyarli bolgelerde
Candida invazyonuna izin verir. Candida tirleri deriye veya kan dolagimina gectiginde
polimorfoniikleer 16kositler savunmaya katilir. Notrofillerden baska monosit ve

eozinofiller fagositozda yer alir (37,38).

Doku makrofajlarinin ve yerlesik retikiiloendotelyal hiicrelerin de Candida tlrlerini
oldurme kapasiteleri vardir (25,37). Enfeksiyona karsi direng gelisiminde deri énemli
bir rol oynar. Deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi, deriyi invazyona duyarli hale
getirir. Candida hicreleri deriye invaze olup, dolasima girerlerse nétrofiller, monositler
ve eozinofiller ile karsilasirlar (38,39). Enfeksiyona ilk tepkiyi monosit ve
makrofajlardan ziyade nétrofiller verir. Notrofillerin 6ldiirme mekanizmalar: siiperoksit,
hidrojen peroksit, monokloramin gibi oksidatif maddeler aracilig1 ile olabildigi gibi,
defensin, laktoferrin, lizozim, azuridin gibi oksidatif olmayan graniiller araciligiyla da
gerceklesebilir (40). Yerlesik floradaki bakteriler, besin maddelerini hizla tiiketerek,
cevre kosullarmi Candida tiirleri i¢in uygun olmayacak sekilde degistirir veya toksik

maddeler Ureterek Candida tiirlerinin cogalmasini engeller (41,42).



Hipoparatiroidizm, adrenal yetmezlik, kronik lenfositik troidit, diabet, over
hipofonksiyonu ve adrenokortikotropik hormon eksikligi gibi endokrin bozukluklar

kronik mukokutentz Candida enfeksiyonlari ile iliskilidir (41, 43, 44).

Candida tiirlerine karst humoral ve hiicresel bagisiklik gelismekle beraber hiicresel
bagisikligin rolii daha biiyiiktiir. Genel olarak yiizeysel deri enfeksiyonlarinda hiicresel
bagisikligin, sistemik enfeksiyonlarda ise dogal direncin yaninda humoral bagisikligin

one ¢ikt1g1 sOylenebilir (37,43,45).

Diabetes mellitus (DM)’ta glikoz diizeyinin yiikselmesi doku invazyonu olmaksizin
fungal tiremeyi arttirir. Ciddi yanik lezyonlarinda Candida tiirleri kolonize oldugunda,
deri biitlinliigi bozulmus oldugundan doku invazyonu gelisebilir. Gebelikte Ostrojen ve
vajinal glikojen miktarmin artmasi, vajinal kolonizasyona sebep olabilir (45,46).
Candida tiirlerinin glikoprotein yapisindaki toksinleri patojenitede rol oynayan virulans
faktorlerindendir. Bakteri toksinleri gibi pirojen olup hayvanlarda anaflaktik soka neden
olabilir, ancak bakteri toksinleri kadar etkin degildir (47,48).

Kemoterapi ve radyoterapi sonrasi maserasyona bagli doku invazyonu gelisebilir.
Hiperalimentasyon sivilari intravaskiiler hiperglisemik ortam saglayarak Candida
enfeksiyonlarmi kolaylastirir. Intravaskiiler kateterler, basing izleme aletleri, prostetik
kalp kapaklar1 ve pacemaker yerlestirilmesi dissemine kandidoza yol acar. Genis
spektrumlu antibiyotiklerle flora bakterilerinin baskilanmasi Candida enfeksiyonlarina
yol acabilir (41, 45).

2.8. VIRULANS FAKTORLERI

Candida tiirlerinin virulanst enfeksiyon olusturmasinda en nemli faktorlerdendir (36).

Candida tdrlerinin virtlans faktorleri;
e Adherans
e Germ tiip olusumu
e Dimorfizim
e Enzimler

e Slime faktor



e Fenotipik degisim

Sonugta Candida tiirlerinin mukoza yiizeyine yapigma, ¢ogalma C.albicans olgularinda
germ tiip olusumu patojeniteye karisir ve enzimlerin {iretimi sayesinde doku hasar1 ve

invazyon gibi olaylar gergeklesir.

2.9. EPIDEMIiYOLOJi

Candida turleri insanlarda GiS, dretra ve vajinada normal flora (iyesi olarak
bulunmaktadirlar. Ayrica dogada hava, su ve toprakta, cansiz objelerde, yiyecekler

tizerinde ve hastane ortaminda da kolaylikla canliliklarini siirdiirebilirler (23, 49).

Saglikli bireylerde Candida tasiyiciligi %25-50 arasindadir. Bu oran hastanede yatan
hastalarda ve kemoterapi alanlarda daha yiiksektir. Flora elemani olarak bulunduklari
bolgelerde, yogunluklarinin arttig1 ve gastrointestinal mukoza biitiinliigiiniin bozuldugu
durumlarda, kana karisma olasiliklar1 yiiksektir. Ayrica kemoterapi nedeniyle veya
cerrahi girisimler sonucu bozulan epitel dokulardan kana karigirlar. Candida
enfeksiyonlart biiyliik ¢ogunlukla endojen kaynaklidir (49). Ancak insandan insana
ellerle bulasma da mimkinddr (23,50). Tiim nozokomiyal fungal enfeksiyonlar arasinda
Candida tiirlerine bagli enfeksiyonlar %80 olarak bildirilmekte ve kan kiiltiirlerinden

izole edilen etkenler arasinda dordiincii sirada bulunmaktadirlar (51,52).

Yapilan ¢alismalara gore, hastane personelinin ellerinde %33-75 oraninda gesitli
Candida tiirleri taginabilmektedir (53). ABD’ de mikozlarin ulusal epidemiyolojisini
arastiran bir ¢calismada da yedi cerrahi yogun bakim birimi ile alt1 yenidogan yogun
bakim biriminde hastane kaynakli dolagim sistemi enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan
etkenler arasinda Candida tiirlerinin dordiincii sirada bulundugu, etken olarak
C.albicans (%48), C.glabrata (%24), C.tropicalis (%19), C.parapsilosis (%7), ve diger
tirlerin  (%3) soyutlandigi, saglik c¢alisanlarinin tigte birinin ellerinde Candida
bulundugu bildirilmistir (54).

Ug yillik bir siire igersinde 49 hastanede goriilen onbinden fazla hastane kaynakli
dolasim sistemi enfeksiyonu olgusunun analizi yapilmis, Candida tirlerinin etken
mikroorganizmalar arasinda dordiincii sirada (%7.6) bulundugu, ancak bunun mortalite
orani en yiiksek (%40) olan patojen oldugu ve en sik karsilasilan tiirlerin C.albicans,

C.glabrata, C krusei, C.parapsilosis ve C.tropicalis oldugu saptanmustir (55).
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Hastane kaynakli Candida enfeksiyonlarinda 6zellikle son yillarda goriilen artistan bir
takim faktorler sorumludur. Bunlar i¢inde AIDS, kanser ve DM gibi ¢esitli hastaliklar
nedeni ile bagisiklik sistemi bozulmus veya bagisiklik sistemi baskilanmis hasta
popiilasyonunun artmis olmasi en Onemlisidir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin ve
kemoterapotik ajanlarin kullanimi, yogun bakim iinitelerindeki yasam destekleyici
sistemlerin giderek artmasi diger 6nemli faktorlerdendir (55,56). Diger risk faktorleri
arasinda sentral venoz kateter kullanimi, total parenteral beslenme, yogun bakim
initelerinde yatis siiresinin uzamasi, hemodiyaliz, agir yaniklar, mekanik ventilasyon,
ndtropeni, organ nakilleri (kemik iligi ve solid organ) ve idrar kateteri varlig

sayllmaktadir (56,57).

Karin i¢i cerrahi islemlerin de kandidoz acisindan risk faktorii olusturdugu
bildirilmektedir. Genis etki spektrumlu antibiyotik kullanimi ile gastrointestinal ve
kutanéz bakteriyel floranin azalip Candida sayisinin artmasi ve cerrahi islemin de

penetrasyonda ve yayilimda kolaylastirici oldugu diistiniilmektedir (58).

Invaziv Candida enfeksiyonlarinda 1990’larin ilk yillarina kadar C.albicans etken
olarak basi ¢ekerken, bu yillardan sonra non-albicans Candida tiirlerinin siklig
artmistir.  Immiin  sistemi baskilanmis hastalarda, C.albicans %40-50 oraninda
goriliirken, C.tropicalis %8-43, C.glabrata %5-35 oraninda bildirilmistir (49). Ozellikle
antifungal profilaksiler ve azol tiirevlerinin yogun kullanimlar1 C.albicans ve
C.tropicalis turlerinde azalmaya neden olurken azollere direncli C.glabrata ve C.krusei
tirlerinde artiglara yol agmistir (59). Candida tiirlerinin dagilimi ayn1 zamanda yasla
iligkilidir. Yenidogan kandidemilerinde C.albicans ve C.parapsilosis baskinken,
C.glabrata ve diger tiirler nadirdir. Erigkinlerde ise C.albicans ve C.glabrata en sik

izole edilen tirlerdir (60).

Flukonazole olan dogal direnci nedeniyle onemli bir tiir olan C.krusei, Ozellikle
flukonazol profilaksisi uygulanan merkezlerde sorun olusturmaktadir. C.krusei’ ye bagh
enfeksiyonlar en sik nétropenik kanser hastalarinda goriiliip, bunlar i¢inde 16semiler ilk
siradadir. C.krusei ilk kez 1991 yilinda flukonazol profilaksisi alan ndtropenik ve kemik

iligi transplantasyonu geciren hastalarda bildirilmistir (61).

Kandidemiler arasinda etken olarak nadiren izole edilen C.lusitaniae amfoterisin B’ ye
dogal direngli olmasi nedeniyle 6nemlidir (62). C.glabrata, ABD ve Kanada’da

C.albicans’ tan sonra en sik izole edilen tiirdiir. Bir¢ok calisma C.glabrata’ nin
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yenidogan ve ¢ocuklarda nadir oldugunu, yas ilerledik¢e goriilme olasiliginin arttigini

gostermektedir (63).

C.parapsilosis vaskuler kateterler ile iliskili olup, hastane ¢alisanlarinin elinde en fazla
bulunan turdlr (64). <’Slime’” olusturmalar1 ve sentetik yiizeylerde kolaylikla kolonize
olmalar1 sebebi ile uzun siireli santral vendz kateter kulllanimi1 ve total parenteral
beslenme bu tiirin neden oldugu kandidemiler i¢in risk faktorii olarak gosterilmistir. Bu

tir 6zellikle ¢ocuklarda sik goriilmektedir (65,66).

C.tropicalis ozellikle kanser hastalarinda ve kemik iligi alicilarinda kandidemi ve
invaziv kandidiyazisden sorumlu olan tirdir (63,67). En yiksek risk faktori olarak
noétropeni bildirilmistir (67).

2.10. CANDIDA TURLERININ LABORATUVAR TANISI

Candida turlerinin normal florada da bulunduklarindan, laboratuvarlarda karsilasilan en
blyuk sorunlardan birisi klinik 6rneklerde dreyen Candida turlerinin klinik bir
oneminin olup olmadigin1 tahmin etmek ve rapor edilip edilmemesine karar vermektir.
Bu nedenle, laboratuvar verilerin dogru yorumlanabilmesi igin iyi bir klinik- laboratuvar
isbirliginin kurulmasi gerekir (46,68-70). Candida tiirlerinin tanimlanmasinda klinik
ornegin uygun bir sekilde alinip ekilmesi ve diger laboratuvar iglemlerinin yapilmasi
gerekir (71). Ornekler asepsi kurallarna uygun olarak almip hizla laboratuvara
iletilmelidir (72). Klinik materyalden Candida turlerinin izolasyonu ve tanimlanmasi

i¢in bir dizi iglem yapilir (73).

Candida enfeksiyonlarinin tanisi igin alinacak drnekler olarak kan, beyin omurilik sivisi
(BOS), idrar, eksiida, solunum yolu ornekleri, doku, biyopsi ornekleri, agiz ve vajen

srlintl ornekleri, sag-tirnak-deri 6rnekleri sayilabilir (74).

Candida enfeksiyonlarinin standart laboratuvar tanist igin;

1) Klinik drneklerin direkt mikroskobik bakis1

2) Kltirden Candida tiirlerinin soyutlanmasi

3) Organizmanin tiir diizeyinde tanimlanmasi

4) Molekiler yontemler ile Candida tiirlerinin tanimlanmasi ve tanimlanmasi

5) Serolojik yontemler ile Candida tiirlerinin varliginin gosterilmesi

6)Dokuda bulunan Candida tiirlerinin histopatolojik olarak saptanmalar1 gerekmektedir
(75,76).
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2.10.1. Direkt Baki ve Kiiltiir

Klinik 6rneklere uygulanacak ilk islem direkt bakidir. Direkt baki i¢in yas preparat
hazirlanabildigi gibi %10’luk KOH, Gram, Wright, metilen mavisi, kalkoflor beyazi
gibi boyalar ile hazirlanan preparatlar da kullanilabilir. Doku &rneklerindeki Candida
tirlerinin arastirllmasinda ise periyodik asit-schiff (PAS), metenamin glimiis boyalari
kullanilmaktadir (75,76). Candida turleri icin ©nerilen primer izolasyon besiyerleri
SDA, sikloheksimit gibi antimikotik ve kloramfenikol-gentamisin gibi antibiyotikler
eklenmis SDA, inhibitor mold agar, koyun kanli beyin kalp infiizyon agar olup, SDA en
stk kullanilanidir. SDA besiyerine ekilen ornekler 37°C de inkibe edilir. Candida
trleri genellikle 24 saat icerisinde diizgiin yuzeyli, hafif kubbeli, beyaz krem renkli, 1-2
mm ¢apinda, tereyag kivaminda maya kokulu koloniler olusturur. C.albicans koyun
kanli agarda yildiz seklinde sagakli koloniler olusturur (74,77,78). Kiiltlir igin alinan
ornekler uygun besiyerine ekildikten sonra 25°C ve 37°C’de ayr1 ayri inkiibe edilirler.
Patojen Candida tiirlerinin ¢ogu 25°C ve 37°C’de birkag giinde iirerler. 37°C’de
tireyememe saprofitligi ortaya koyan bir Ozelliktir (79). Kiiltiir tiiplerinin kapaklari
havalanmayr saglamak {izere hafifce gevsetilmelidir. Inkiibator nemi %30-40’a
ayarlanmalidir (41,80).

2.10.2. Tanimlama

Geleneksel olarak Candida tiirlerini tanimlanmasi makroskobik ve mikroskobik olarak
morfolojik  karakterlerinin incelenmesi  ve  biyokimyasal dzelliklerinin
degerlendirilmesiyle yapilir. Morfolojik karakterleri olarak; hiicre buiyiikliigii ve sekli,
koloni rengi ve gorinumd, hif ve/veya pseudohif tretimi, germ tip veya klamidospor
olusturma yetenekleri gibi 6zellikleri degerlendirilir. Biyokimyasal ozellikleri olarak
ise; karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyonu, Ure hidrolizi ve nitrat asimilasyonu
degerlendirilir (41,79-81).

2.10.3. Hif, Blastospor ve Klamidospor Yapim

C.albicans hem gergek hem de yalanct hif, blastospor ve klamidospor olusturur. Bunun
yaninda C.tropicalis hif baslangici benzeri yapilar iiretebilir ancak hifin ana hiicreden
¢ikis yerinde darlik mevcuttur ve blastokonidyalar1 C.albicans suslarindan daha genistir
(77,82). Daha ileri tanimlama i¢in misir unu-Tween 80 agar, piring 6ziiti Tween 80 agar
gibi besin agisindan fakir ortamlarda lam kiiltiirii yontemi uygulanir (77,83). Bunun igin

Piring ekstresi-Tween 80 agar, Cornmeal-Tween 80 agar, Wolin Bevis agar, Oxgall agar
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veya Czapek Dox-Tween 80 agar besiyerlerinden birine lam kiiltiirii uygulanir (73,79,
81).
2.10.4. Germ Tup Testi

Candida tiirlerinin tanimlanmasinda ilk adim germ tiip testidir. Hizli sonug¢ veren,
uygulamasi kolay, C.albicans1 diger Candida tiirlerinden ayirmay1 saglayan basit bir
testtir. C.albicans ve C.dubliniensis tiirlerinin %95-97’sinde olumludur. C.albicans’
bltun tiirleri germ tiip olusturmayabilir (24,84). Germ tup, blastosporlardan orijin alan,
baslangi¢c noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik
yapmayan bir flament olarak gozlenir. C.tropicalis, C.kefyr, C.krusei’de ise
pseudogerm tiip olusumu goriilebilir (24,85). Pseudogerm tupte daha bulyik bir
blastospor vardir ve hif ile baglant1 bolgesi daha belirgindir (19,24). Germ tip testi igin
insan serumu, yumurta alblimini, si8ir serum alblimini, koagiile tavsan plazmasi ve

koyun serumu kullanilabilir. Rutinde en sik insan serumu kullanilir (24,86).
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2.11. BIlYOKIMYASAL TESTLER
2.11.1. Karbonhidrat Asimilasyon Testi

Mayalarin oksijen varliginda karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrat1 kullanma
yeteneklerini ortaya c¢ikarir. Wickerham yoOntemi, oksanografik yontem ve ticari
tanimlama kitleri kullanilarak yapilabilir (73,79). Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda bu
testlerin yerini APl 20 C, ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek, VITEK gibi hazir ticari test
sistemleri almistir. Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlar API sistemleridir
(29,87,88). Bu testler belirli bir kimyasal profil iiretmek igin farkli substratlar1 igeren
kuyucuklardaki turbidite artigsini veya renk tiretimini kullanirlar (78,89).

2.11.2. Nitrat Asimilasyon Testi

Karbonhidrat asimilasyon testine benzer ve mayalarin nitrojen kaynagi olarak nitrati
kullanma yeteneklerini ortaya koyar (69,74).
2.11.3. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Karbonhidratlarin CO2 ve etanol iiretimiyle sonuglanan anaerobik kullanimidir (90,91).
Modifiye Wickerham teknigi ile yapilabilir. Fermantasyon tiiplerindeki pH degisikligi
fermantasyonu gostermez. Durheim tiipiinde gaz kabarciginin godzlenmesi ile ortaya
konur. Candida tirleri ile Cryptococcus ve Rhodotorula gibi nonfermantatifleri
ayirmada yararhidir. Karbonhidrat asimilasyon testlerine gore kaba, zor ve daha az
giivenilir oldugundan rutin tanimlamada pek 6nerilmez (73,79).

2.11.4. Ureaz Testi

Christensen’s iire agarda iire hidrolizi ireaz aktivitesini gosterir. C.krusei, ve
C.lipolytica ureyi hidroliz edebilir (73). Bu test klinik 6nemi olan Candida tirlerini
diger mayalardan ayirmaktadir. Klinik 6nemi olan tiirlerin biiylik ¢ogunlugu iireaz
negatiftir (92).

2.12. KROMOJENIK BESIYERI

Kromojenik agar koloni karekterlerine dayanan bir veya daha fazla maya turuni
ayirmada olanak saglar. Koloni tanimlamasinin temeli; farkli substratlara
ekzoenzimlerin kullanilmasiyla ortaya ¢ikan farkli kromojenik {iiriinlere dayanir. Bu

besiyeri ile tiirler farkli koloni goriintiileri ortaya koymaktadir (93,94).

Inkiibasyon siiresi ve sicakligi koloni goriintiisiinii &nemli derecede etkiler.

Tanimlamanin zor oldugu orneklerde ve karisik maya kiiltiirii enfeksiyonlarinda bu
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ortam elverislidir. Kromojenik besiyerleri ile yapilan g¢aligmalarda duyarlilik ve
ozgiilliiklerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (95,96).
2.13. SEROLOJIK YONTEMLER

Son yillarda sistemik mantar hastaliklarinda belirli bir artisin olmasi, yeni mantar
antijenlerinin elde edilmesini ve yeni teknolojik gelismelere yonelik ¢alismalari
yogunlastirmis ve serolojik testler kullanima girmeye baslamistir. Ancak capraz
reaksiyonlarin ¢ok fazla olmasi; gegirilmis enfeksiyon, kolonizasyon ve aktif
enfeksiyonu ayirt etmede yetersiz kalmalari bu testlerin degerini azaltmaktadir (24,97).

2.13.1. 1,3 Beta Glukan (BG)

Mantar hiicre duvarmin 6zgiin yapist mantar serolojik testi i¢in uygun hedeftir. BG
Candida ve Aspergillus tiirleri basta olmak iizere birgok maya ve kiif mantarlarinin
hiicre duvar yapisinda bulunan bir molekiildiir (98). Denizde yasayan ve Horseshoecrab
olarak bilinen ve bir canlidan izole edilen Faktér G Beta glukan ile temas ettiginde
kimyasal bir reaksiyon verir. BG testi bu kimyasal etkilesim sonucu ortaya ¢ikan bir
testtir (99,100). Hastalarin diizenli serolojik takiplerinde klinik olarak mantar
enfeksiyon tanisindan ortalama 4-12 giin 6nce testin pozitiflestigi gosterilmistir. Testin
pratikte bakilmasi uzun siirmemektedir ve Syl serum test icin yeterlidir. Testin
dezavantaj1 sayilabilecek nokta ise mantar enfeksiyonlarin tanisi agisindan belli bir
mantar tiirline 6zgli olmamasidir. Hiicre duvarinda beta glukan diizeyi ¢ok diisiik
dizeyde olan Zygomycetes ve Cryptococcus enfeksiyonlarinda test negatif sonug
vermektedir (101).

2.13.2 Mannan

Candida tiirlerinin hiicre duvar kompenentidir. Enfeksiyon sirasinda dolagima gectigi
icin tespit edilebilmektedir (102). Mannan antijeni pozitif sonug invaziv kandidoz ile
koreledir. Santral vendz kateterle ilgili kandidemide daha az olasilikla pozitif
bulunmaktadir. Antijenin klirensi hizli oldugundan duyarliligi artirmak icin farkl
orneklerin alinmasi gereklidir. Cesitli 6rnek alindiginda saptama oran1 %40, tek drnekte
ise %11 bulunmustur. Mannan antikoru dogal florada bulundugu igin standardize

edilememistir (103).
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2.14. MOLEKULER TANI YONTEMLERI

2.14.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Direkt ornekten C.albicans in saptanabilmesi ig¢in 5S rDNA, kromozomal DNA’daki
transkripte edilmeyen bdlgenin primer olarak kullanildigit bir PZR  yontemi
tanimlanmistir (104). Kiiltiir ve serolojik taninin yetersiz, fungal yiikiin ¢ok az oldugu
evrede, PZR temelli tan1 yontemlerinin daha etkin olacag diisiiniilmektedir (105).
2.14.2 PNA FISH

Son zamanlarda FDA onay1 alan trafik lambast PNA FISH (Yeast Traffic Light PNA
FISH, AdvanDx) pozitif kan kilturlerinde C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis,
C.glabrata ve C.krusei’nin tanimlanmasi i¢in tasarlanmis renkli, kantitatif niikleik asit
hibridizasyon metodudur. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodu C.albicans,
C.parapsilosis, C.tropicalis, C.glabrata ve C.krusei’nin tiir-spesifik ribozomal
RNA’smi1 hedef alan floresanla etiketlenmis peptik niikleik asit problar1 kullanir. Bu
metod ile kan kiiltiir pozitif oldugunda yapilan Gram boyamada Candida saptanmis ise
trafik lambast PNA FISH yapilir ve sonuglar birka¢ saat i¢inde floresan mikroskopi
kullanilarak goriiliir. Yesil floresan hiicreler C albicans ve/veya C parapsilosis, sari
floresan hicreler C.tropicalis ve kirmizi floresan hiicreler C.glabrata ve/veya
C.krusei’yi tanimlar (106).

2.15. ANTIFUNGAL AJANLAR

Ik kez 1903 yilinda bir sporotrikoz vakasinda, iyodidlerin ve 1939°da dermatofitlere
kars1 griseofulvinin tedavi maksadiyla kullanilmasindan sonra, 1950’li yillara kadar
antifungal tedavide pek fazla gelisme olmamistir. 1950°de nistatin, 1956’da amfoterisin
B, 1964’de flusitozin ve 1960’larin sonlarinda da azoller antifungal tedavide
kullanilmaya baslanmistir (107) . 1970°li yillarin sonlarinda o zamana kadar tedavide
kullanilan amfoterisin B ve flusitozine ek olarak intravendz mikonazol ve oral
ketokonazol tedaviye girmistir. 1980’lerde triazollerin kullanilmaya baslamasi ile
sistemik antifungal secenekleri artmis, giiniimiizde bu ajanlara ek olarak yeni triazoller,
amfoterisin B’nin lipozomal tiirevleri, ekinokandinler, nikkomisinler, pradimisin ve
analoglart gibi yeni antifungaller de gelistirilmistir. Ayrica, fungal enfeksiyon
tedavisinde cesitli antifungallerin ve immunmodiilatér ajanlarin birlikte kullanimi da

giindeme gelmistir. Tedavi segeneklerinin bu denli genislemis olmasina karsin,
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antifungal ajanlarin yaygin kullanimi ile bir veya birkag¢ ajana direngli fungal patojenler
ortaya cikmistir (108). Fungal enfeksiyonlarin tedavisi bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinden daha zordur. Bu da mantarlarin insan hiicreleri gibi dkaryotik olmasindan
ve fungal hicrelere selektif toksik etkili ajanlar bulunmasindaki zorluktan
kaynaklanmaktadir. Yeni kusak antifungal ajanlarin gelistirilmesinde iki hedef vardir.
Biri bu enfeksiyonun patogenezini daha iyi anlayabilmek icin potansiyel hedefleri
belirlemek, digeri ise insan hicrelerine zarar vermeden maya hicrelerini selektif olarak
inhibe edebilen, intrinsek insan savunma mekanizmalarindan (rekombinant antikor)
yararlanmaktir (107) .

2.15.1 Amfoterisin B

1959’da sistemik kullanima giren amfoterisin B, yaklagik 40 yil boyunca invazif
mikozlarin tedavisinde tek aktor olarak rol almistir. Amfoterisin B, mantar hiicre
duvarinda bulunan ergosterole geriye doniisiimsiiz olarak baglanarak etki eden poliyen
grubu bir antifungal ajandir. Bu baglanmayla zar gegirgenligi bozulur ve hiicre ici
potasyum, magnezyum, seker ve metabolitlerin disar1 sizmasi sonucu hiicre 6limii
gerceklesir. Lipit formiilleri de ayni mekanizmayla etki eder (109,110). Amfoterisin B
olduk¢a genis spektrumlu bir antifungal ajandir. Candida tirleri, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus tirleri, Zygomycetes sinifi mantarlar, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis ve bazi
protozoon enfeksiyonlarinda etkilidir (111,112). Ancak C.guilliermondii, C.lusitaniae
ve C.krusei gibi bazi tiirler, amfoterisin B’ye karsi direng veya azalmis duyarlilik
gosterebilir (111). Amfoterisin B kullanilmakta olan antifungaller iginde en etkili ajan
olmasma karsin, invazif mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde (doku dagilimi iyi
olmadig1 ve yan etkileri fazla oldugu i¢in) basari orani istenilen diizeyde degildir.
Nefrotoksisite, ates, hipokalemi gibi ciddi yan etkileri lipit formiilerinin gelistirilmesiyle
azaltilmistir (109,111).

2.15.2 Flukonazol

Flukonazol 1982 yilinda bulunan, diflorafenil bistriazol tiirevidir. Flukonazol diisiik
konsantrasyonlarda 14-o-demetilaz enzimini ve ergosterol sentezini inhibe edip
lanosterol / ergosterol oranini yiikseltir. Yiiksek konsantrasyonlarda lanosterol /
ergosterol oranina bagli olarak mantar hiicre membraninda hizli bir sekilde hasar

olusturarak fungisid etki gosterir. Azoller oksidatif ve peroksidatif enzim sistemlerini
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inhibe ederek intraselliiler toksik reaktif peroksitlerin artigina neden olurlar (107,113).
Etki spektrumu genistir. C.albicans, C.tropicalis ve C.kefyr gibi tiirleri ilaca duyarlidir.
C.krusei ve C.glabrata suslari ise direnglidir. C.krusei suslar1 in vitro duyarl bulunsalar
bile intrinsek direngli olduklarindan direngli olarak rapor edilmelidir (114). Oral yolla
aliman flukonazoliin tamamina yakini gastrointestinal kanaldan hizla absorbe edilir.
Serum proteinlerine diisiik (%12) oranda baglanir. Dokulara ve viicut sivilarina dagilimi
iyidir ve %80' i degismeden idrarla atilir (115).

Ozellikle kanserli ve AIDS hastalarmin, orofarengeal ve 6zofageal Candida tedavisinde
en etkili ajanlardan biridir. Ancak AIDS hastalarinin %33’ iinde flukonazole direngli
Candida tiirleri tespit edilmistir ve gogunda diger azollere de ¢apraz direng vardir (107).
Flukonazol iyi tolere edilir. Yan etkileri genellikle hafif ve gegici olup az sayida hastada
goriiliir. Bulant1 ve kusma en sik goriilen yan etkileridir. Ketokonazolden fakli olarak

adrenal ve testikiiler steroid metabolizmasini etkilemez (107,113,115).

2.15.3. Vorikonazol

Sentetik flukonazol tiirevidir, oral ve IV formlar1 mevcut olan yeni bir triazoldiir, 14-a-
demetilaz ve 24 metilen dihidro lanosterol demetilazi inhibe eder. Candida spp.,
Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Histoplasma capsulatum, Fusarium spp., Penicillium marneffei ve
dermatofitlerde etkilidir (107,116,117). Vorikonazol Candida spp. ve Cryptococcus
neoformans’a karsi fungistatik etki gosterirken Aspergillus spp. igin fungisidal etki
gostermektedir. Vorikonazoliin C.krusei gibi bazi direngli Candida tiirlerinin yani sira
flamentdz mantarlara da genelde fungisidal etki gdsteriyor olmasit olumlu bir 6zelligidir.
Flukonazole direngli Candida suslarinin bir kismi, ¢apraz direng nedeniyle vorikonazole
de direnclidir. Vorikonazoliin baglica kullanim endikasyonlar1; 6zofageal kandidiyaz,
nonnétropenik kandidemi ve invaziv aspergillozun tedavisidir. Yan etki olarak gegici
gorme bozuklugu, deride kizariklik ve karaciger enzimlerinde ylkselme gorulebilir
(117,118).
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2.15.4. Ekinokandinler

Siklik lipopeptid yapida, fungisitik antifungal ajanlardir ve memelilerde bulunmayan
1,3--D glukan sentetaz enzimini nonkompetatif olarak inhibe edip hiicre duvar
sentezini onlerler (119). Bu grupta bulunan ilaglar; kaspofungin, mikafungin ve
anidulofungindir. Ekinokandinlerin oral biyoyararlanimlari sinirhidir, bu nedenle IV
formlar1 gelistirilmistir.

Kaspofungin: Kaspofungin etkisini mantarlarin major hiicre duvar komponenti olan 1,3
B-D glukan sentezini o©nleyerek gosterir. Candida tiirlerine karsi fungisidaldir.
Aspergillus spp.’ye karsi kullanilabilir. Cryptococcus neoformans’a karsi etkisizdir.
Azol ve Amfoterisin B direncli Candida suslarina etkili oluslart ve Candida
biyofilmlerinde yeterli antifungal etki gdsterebilmeleri 6nemli avantajlarindandir

(120,121).

2.16. ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Sistemik mantar enfeksiyonlariin tedavisinde uzun yillar yalnizca amfoterisin B ve
flusitozin (5-FC) ile yetinilmistir. Son yirmi yil igerisinde enfeksiyon sikligindaki
carpict artigla birlikte, 1980’11 yillarda triazol grubu antifungal ilaglarin kullanima
girmesi; ardindan mantarlarda direng belirlenmesi ve tedavi se¢iminde zorluklar
birbirini izlemistir (122,123). Bu durum antifungal duyarlilik testlerinin gelistirilmesi
gereksinimini dogurmustur. Antifungal duyarlilik testleri gerek in vitro sonuglar ile
klinik sonuclar arasindaki korelasyon, gerekse yeni ilaclarin gelistirilmesi ve
degerlendirilmesi acisindan antibakteriyel duyarlilik testlerinin gerisinde kalmustir.
Ayrica laboratuvar ici ve laboratuvarlar arast uyum da tam olarak saglanamamistir.
Bunun iizerine ilk kez 1982 yilinda NCCLS (CLSI) biinyesinde antifungal duyarlilik
testleri i¢in bir alt komite olusturulmus ve bu konuda c¢ok merkezli caligmalar
yapilmaya baglanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda toplanan veriler dogrultusunda ilk kez
1992 yilinda Candida turleri ve C.neoformans izolatlar1 igin referans bir ydntem
onerilmigtir (NCCLS M27-P). llerleyen yillarda bu yontem ile ilgili calismalar
stirdiiriilerek 1995’de M27-T ve 1997 yilinda Candida turleri ve C.neoformans igin
M27-A rehberleri yayimlanmistir. Bu rehberde testte kullanilacak inokiilim miktart,
besiyeri igerigi, 1s1 ve inkiibasyon siiresi gibi degiskenlerin ve minimal inhibitor

konsantrasyonu (MIK) belirleyen son degerlerin standardizasyonu ortaya konmustur.



21

Kiif mantarlar i¢in 1998’de M38-P ve yeni diizenlemesi ile 2002’de M38-A rehberleri
yayimlanmigtir. Yine 2002’de daha kolay olan mikrodiliisyon yonteminin
uygulanmasina yonelik degisikliklerle M27-A2 ve 2003 yilinda da disk difiizyon testi
icin M-44P rehberleri yayimlanmistir (122,124). Son olarak 2012 yilinda Candida
tarleri ve C.neoformans igin M27-A3 VE M27-S4 rehberi yaymlanmigtir (122,125).
Antifungal duyarlilik testlerinin hangi durumlarda uygulanmasi gerektigi maddelerle
belirlenmistir. Buna gore;

1) Etken mikroorganizmaya etkili oldugu bilinen antifungal ila¢ ile tedaviye yanit
alinamadig1 durumlarda

2) Alternatif ilaglarin arastirilmasiin gerektigi ve 6zellikle secilen ilaca karsi mantarin
direnci oldugu bilinen durumlarda

3) Direncin siklikla goriildiigii flusitozin ile tedavi 6ncesinde ve esnasinda

4) Yeni ilaglarin kullanildig1 durumlarda

5) Nétropeni v.b agir immiin sistem yetmezligi bulunan hastalarda sistemik enfeksiyon
gelistiginde

6) In vitro ve in vivo uyumun belirlenmesini amaglayan durumlarda antifungal

duyarlilik testleri uygulanmalidir (122).

Tablo 2.2. Mayalar icin referans yontem (CLSI M27-A3,M27-S4) (122,125)

Yontem Mikrodiltsyon

Besiyeri RPMI1640 (L-glutarninli, sodyum bikarbonatsiz)

Tampon Morfolinopropansilfonik asit (MOPS) 0,165 M

pH 7,0

Inokuliim 0.5-2.5x103 cfu/MI

Sure 48 saat (Candida), 72 saat (C.neoformans)

MIK Degeri Azoller ve flusitozin skor "2" (liremenin %80 azalmasi)
Amfoterisin B igin skor "0" (Uremenin tam inhibisyonu)

Oneri Azoller i¢in mikroplagin okunmadan 6nce ¢alkalanmasi

CLSI'n Onerdigi mikrodilisyon yontemi ile ilgili teknik giicliikler ve gorsel
degerlendirmenin subjektif olmasi gibi nedenlerle, rutin laboratuvarlarda daha kolay
uygulanabilecek alternatif yontem arayislari tiim diinyada devam etmektedir. Bunlar

arasinda en sik kullanilan yontemler asagida gosterilmistir.
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2.16.1. Antifungal duyarhlik test yontemleri:
2.16.1.1. Diliisyon temeline dayah yontemler:

a) Buyyon makrodiltisyon yontemi:

Genellikle pH indikatorlii RPMI 1640 besiyeri kullanilmaktadir. Antifungal ilaglar 6nce
uygun ¢ozeltiler icerisinde sulandirilip filtrelerden siiziilerek steril edilirler. Mayanin
steril SF icerisinde suspansiyonu hazirlanir. Hazirlanan antimikotiklerden 0,1 ml,
Uzerine de maya iceren solusyondan 0,9 ml deney tiplerine eklenir ve karistirilir.
35°C’de 46-50 saat inkiibasyon sonunda ilagl besiyeri tiipleri, tireme kontrol tiipleri ile
kiyaslanarak gorsel olarak degerlendirilirler (123).

b) Buyyon mikrodiltisyon yontemi:

Makrodiliisyon yontemine benzer. Fakat yapilmasi daha kolay, daha ucuz ve daha az
zaman alict olup 24 saatte sonug alinabilir. Once ilaglarin ve mantarlarmin uygun
sulandirimlart hazirlanir. Deneyler U tabanli 96 kuyucuklu steril mikroplaklarda
calisilir. Kuyucuklara 100’er pl ilag soliisyonu ve 100’er pl maya soliisyonu dagitilir.
Plaklar 35°C’de 24- 48 saat inkiibe edilir. Test gukurlar1 tireme kontrol ¢ukuru ile gorsel
olarak degerlendirilir. Elde edilen bulaniklik 0’dan 4’e kadar rakamla ifade edilir:

0: Bulaniklik yok

1: Hafif bulanik (kontrole gére % 0- 25 bulaniklik )

2: Bulaniklikta belirgin azalma (kontrole gore %25- 50 bulaniklik)

3: Bulaniklikta hafif azalma (kontrole gore %75- 100 bulaniklik)

4: Bulaniklikta azalma yok (kontrole gore %100 bulaniklik)

Bu kriterler géz oniine alindiginda MIK degeri amfoterisin B i¢in hi¢ bulankligin
olmadig1 0 degeri, azoller i¢in ise 2 degeridir (121,125).

c) Agar dilisyon yontemi:

Agar besiyeri hazirlanirken igerisine 1/10 oraninda ilag¢ diliisyonlar1 ilave edilir. Ureme
kontrolii i¢in de ilagsiz besiyeri hazirlanir. Maya soliisyonu diger yontemlerdeki gibi
hazirlanir. Besiyerine 1- 3 pl bu soliisyonlardan ekim yapilir. Ekimler 30°C’de 24 saat
inkibe edildikten sonra degerlendirilir. Koloninin iiremesini inhibe eden en diisiik ilag

konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenir (123).
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2.16.1.2. Diftizyon yontemleri:

a) Disk diftizyon yontemi

Kolay, hizli, ucuz bir yontem olup Candida ve diger mayalara kars1 flukonazol ve
vorikonazol igin diren¢ durumunu belirlemede kullanilir (121).

b) Etest yontemi

Azalan diliisyonlarda antifungal ajanin emdirildigi plastik bir stribin, test edilecek
mikroorganizmanin yayildigi agar plagi ylizeyine yerlestirilmesi ve antifungalin
besiyerine diffize olmasina dayanan bir testtir. Agar yiizeyinde iireme inhibisyon zonu
ile antifungal emdirilmis stribin kesistigi noktadan MIK degeri saptanabilir. Bu test i¢in
Onerilen besiyeri MOPS (morfolinopropan siilfonik asit) ile tamponlanmig RPMI 1640
kat1 besiyeridir. Amfoterisin B, ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve
flusitozin Etest stripleri ticari olarak mevcuttur. Yapilan calismalar, Etest ile tespit
edilen MIK degerleri ve referans mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen MIK degerleri
arasinda %85-100 oraninda uyum oldugu gostermis ve kantitatif sonu¢ alinmasinda
etkili bir yontem oldugu ispatlanmistir. Uygulama kolaylig1 ve uygulama esnasinda
gereksinim duyulan ek malzemelerin azligi nedeniyle Avrupa ve Kuzey Amerika
ulkelerindeki birgok rutin laboratuvarda yiiksek duyarlilikli bir antifungal test olarak
kullanilmaktadir. Testin degerlendirilmesi asamasinda dogabilecek yanlis yorumlar
bakimindan mikrodiliisyon yontemine gore daha giivenilirdir. Pahali olmas1 en 6nemli
dezavantajidir (123,124) .

2.16.1.3. Akim sitometri (Flowcytometry) temeline dayanan yontemler

DNA'’ya baglanan vital boyalar ile 6lii ve canli hiicre ayirma temeline dayanir. Ortama
eklenen floresanli boyalar hiicrelerde ilaca bagli membran hasar1 olustugunda hiicre
icine girmektedir. Bu sekilde antifungal ilaglarin etkinligi ve MIK degerleri
belirlenebilmektedir (123).

2.16.1.4. Diger yontemler

a) CLSI ile yliksek uyumlu olan ergosterol biyosentezinin engellenmesini Olcen test,
azoller i¢in kullanilir.

b) Ureme olup olmamasina gére XTT, MTT gibi tetrazolyum bromdir, tetrazolyum
hidroksit boyalarinin kolorimetrik ayrag olarak renk degistirmelerine dayanan testlerdir.

¢) Ilacin etkinligini hiicre ici ATP yogunlugunu 6lgerek belirleyen testtir (121).



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikoloji Laboratuvari’nda ve Bakteriyoloji Laboratuvari’nda yapildi.

3.1. ORNEKLER

Temmuz 2011- 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve
Uygulama Hastanesi kliniklerinde sistemik mantar enfeksiyonu 6n tanisiyla takip edilen
ve kan kilturinde maya ureyen 50 hasta ¢alismaya alindi. Hastalarin yasi, cinsiyeti,
altta yatan hastaligi, maya {iretilmesine kadar gecen siire, servisi gibi bazi
epidemiyolojik bilgileri kaydedildi.

3.2.1ZOLASYON

Kan kiltarleri Bact/Alert 3D otomatize sistemi ile degerlendirildi. Cocuklar igin
BacT/ALERT PF Pediatric FAN ve eriskinler i¢in BacT/ALERT FA FAN® Aerobic
siseleri (Biomerieux, France) kullanildi. Cihazda treme sinyali veren siselerden Gram
boyama sonucu maya olarak tanimlanan kan kiiltiiri 6rnekleri toplandi. Kan kaltir
siseleri Oncelikle PNA FISH yontemiyle tiplendirildi ardindan SDA besiyerine ekim
yapildi. Standart sus olarak C.albicans ATCC 90028 kullanildi.
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3.3.TANIMLAMA

Saf oldugu anlasilan kiiltiirlerden; makroskobik morfolojisi ve mikroskobik morfolojisi
icin lam kalturd, germ tup testi, sikloheksimid hassasiyeti, Ureaz testi, karbonhidrat
asimilasyonu testi i¢in API 20C AUX (Biomerieux) testleri yapildi.

3.3.1. Germ Tup Testi

SDA besiyerinde Ureyen kolonilerden 1-2 koloni 6ze yardimiyla alinarak ependrof tiip
i¢erisinde bulunan 0,5 ml insan serumu ile karistirildi. Bu karisim 37°C'de 2.5-3 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra lam lamel arasi preparat hazirlanip 151k
mikroskobunda x40 biiylitmede incelendi. Blastospordan koken alan, baslangig
noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca belirgin kabariklik olmayan
flament seklindeki yapilar germ tlip olarak degerlendirildi. Germ tiip iireten maya
kokenleri C.albicans olarak tanimlandi.

3.3.2. Ureaz testi

Ureaz enzimine sahip mikroorganizmalar, tireyi amonyak ve karbondiokside parcalar.
Amonyak ortamm alkali olmasini saglar. Ure ve pH indikatdrii olarak fenol kirmizist
iceren besiyerinde Greme oldugunda, iireaz enziminin varligi, amonyagin olusturdugu
alkali ortamda fenol kirmizisinin koyu pembe renge doniismesiyle saptanmaktadir. Bu
test klinik 6nemi olan Candida tiirlerini diger mayalardan ayirmaktadir. Klinik énemi
olan tiirlerin biiyiik ¢ogunlugu tireaz negatiftir. C.krusei ve C.lipolytica treyi hidroliz
edebilir.

3.3.3. Misir Unu Ekstresi- Tween 80 Agar ile Lam Kultard

Hazirlamisi

1000 ml sterildistile su ile 17 gr Corn-Meal agar karistirtlip, 121°C' de 15 dakika otoklavlandi.
SDA besiyerindeki saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze yardimiyla bir parga almarak lam
kiiltiirti diizenegine birbirine paralel dort ¢izgi seklinde ekim yapildi. Ekimlerin, besiyerini
yirtmadan ve 6zeyi dibe kadar batirmadan yapilmasina dikkat edildi. Her bir mayaya ait ekim
islemleri tamamlandiktan sonra ekim ¢izgileri lizerine steril lamel kapatilan lam kiiltiirii
diizenegi 25°C'de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ekimler 151k mikroskobunda
10x, 20x ve 40x blyttmede incelendi.
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3.3.4. API 20C AUX Maya Tanimlama Sistemi

SDA besiyerinde tireyen maya kolonilerinin karbondioksit asimilasyonunu degerlendirebilmek
icin ticari Kitlerden API 20C AUX (bioMerieux, Fransa) kullamld.

API 20C AUX stripi, 19 asimilasyon testinin performansini gosterebilen ve dehidrate
substratlar iceren 20 kiipiilden olusur. Kiipiiller yari-kat1 bir minimal madde ile inokiile
edilir ve mayalar karbon kaynagi olarak her bir substrati kullanma kapasitesine sahip
olduklarinda ¢ogalabilirler. Test edilen karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-
Glukonat, L-Arabinoz, D-ksiloz, ADOnitol, ksilitol, galaktoz, inozitol, sorbitol, a-Metil-D-
Glukosid, asetil-D-Glukozamin, selobiyoz, laktoz, maltoz, sukroz, trehaloz, melibiyoz ve
rafinozdur. Mayalar inokiile edildikleri mikro kuyucuktaki karbonhidrat: karbon kaynagi
olarak kullanmiyorlarsa, o kuyucukta iireme olur. API 20C AUX'la mayalarin karbonhidrat

asimilasyon yetenekleri, 24. 48. ve 72. saatte degerlendirilerek sonug verilir.

Testin uygulanmasi

1. Stripin hazirlanmasi: Inkiibasyon kabmin igindeki kuyucuklar 5 ml distile su ile

dolduruldu, strip paketi acilarak kabin i¢ine yerlestirildi.

2. Inokulasyon: SDA'daki 24 saatlik Candida kolonilerinden steril bir 6ze ile alinarak, 2
ml'lik Suspension Medium (%0.85 NaCl) iginde karistirlarak, yogunlugu 2 McFarland'a
ayarlandi. Bu siispansiyondan 100uL kit iceriginde olan C Medium igine aktarildi. Steril
bir pipet kullanilarak, C Medium'daki stispansiyondan strip i¢indeki kuyucuklara dolacak,
fakat tagmayacak sekilde 300puL dagitildi. Strip inkiibasyon kabinin igine yerlestirilip,
kapag1 kapati1ld1.25°C'de 24-72 saat inkiibasyona birakildu.

3. Stripin okunmasi: Bulaniklik olan kuyucuklarda tireme pozitif kabul edildi. Negatif
kontrolde iiremenin olmamasina dikkat edildi. Ozellikle glukoz kuyucugunda belirgin
iireme yoksa inkiibasyon siiresi 24 saatten 72 saate kadar uzatildi. Ureme olan

kuyucuklar not edildi.

4. Tammmlama: Bunun igin, test prosediriine gore, pozitif kuyucuklara degerlendirme
cetvelinde 1, 2, 4 gibi numaralar verildi. Her bir grup icindeki sayilar toplandi ve
sayisal profil elde edildi. Hif olusumu i¢in de 4 say1 eklendi. Elde edilen sayisal profil,
API 20C AUX Analytical Profile Index'e gore degerlendirildi (API 20C AUX,

bioMerieux, France kit prosedur).
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Bu islemin amac1 Candida tiirlerinin bu besiyerlerinde iireyerek olusturduklari koloni

renkleri yardimiyla ayirt edilmesidir. Bu ¢alismada Brilliance™ Candida Agar (Oxoid,

England) kullanilmstir.
Besiyerinin icerigi:

Tablo 3.1. Brilliance™ CandidaAgar icerigi

Tipik Formal gram/litre
Pepton 4.0
Kromojenik mix 13.6
Agar 13.6

Tablo 3.2. Brilliance™ Candida selective supplement icerigi

Sise icerigi (500 ml icin)

Isise i¢in

Kloramfenikol 250mg

Besiyerinin hazirlanmasi:
1) 15.6 gr besiyeri 500ml steril distile su icerisinde ¢6zuldu.

2) 1 sise Brilliance Candida Selective Supplement igerisine 3ml % 70’lik etil alkolde
¢ozuldi homojen hale gelince besiyeri tizerine eklendi.

3) lyice karistirildiktan sonra sik sik calkalanarak kaynatild:
4) Otoklavlanmadi.
5) Besiyeri 45°C sogutuldu petrilere esit olarak dokiildii.

Deney i¢in ekim yapilan suslar 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi.
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Tablo 3.3. Brilliance™ Candida Agarda kullanilan enzimler ve tiirlere gére renk

dagilimi
Kromojen: X-NAG BCIP Tipik koloni
Enzim: Hexosaminidaz Alkalen fosfataz goéridnumu
C. tropicalis + Koyu mavi
C. albicans

+ Yesil

C. dubliniensis

Kuru, diizensiz

C. krusei + _
pembe-kahverengi

C. glabrata
C. kefyr _ _ .
Degisken Bej/sari/kahverengi

C. parapsilosis

C. lusitaniae

3.3.6. PNA FISH yontemi

Bu testin amaci kan kiiltiirlerinde iireyen Candida tlrlerinin direkt olarak kan kilturt

sisesinden 90 dakika gibi kisa bir siirede tanimlanmasidir. Bu test igin Yeast Traffic
Light® PNA FISH® (AdvanDx, USA) kiti kullanildi.

Kit icerigi:

1) Fiksasyon sollisyonu

2) YTL PNA FISH probu

3) 60X yikama soliisyonu

4) Mounting s1visi

Testin uygulanmasi:

1) Lam uzerine 1 damla fiksasyon soliisyonu eklendi.

2) Kan kiiltiirii sisesinden 10ul veya kii¢iik bir damlayir lam iizerinde fiksasyon

sollisyonu ile hafifce karistirildi.

3) Lamu 1s1, alev veya metanol fiksasyonu ile fiske edildi.
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4) Yikama soliisyonu (4ml 60X yikama solisyonu + 240ml dH20) ve yikama
selalesi hazirland1. Kapagi kapatildi. 55°C su banyosunda 6n 1sitmasi basland.

5) Fiske lamlarin iizerine bir damla PNA probu damlatildi. Uzerine hava kabarcig1

olusmayacak sekilde lamel kapatildi.
6) Lamlar 55°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

7) Lamlar 55°C’de onceden 1sitilmis yikama soliisyonuna yerlestirildi ve

tizerindeki lamlar dikkatlice kaldirildi.
8) 55°C’de 30 dk boyunca inkiibe edildi.
9) Sale i¢inde lam tablasi ¢ikarildi ve lamlarin disarida kurumasi beklendi.

10)Omege 1 damla mounting sivisindan eklendi. Uzeri hava kabarcig

olusmasindan kaginilarak lamelle kapatildi.
11) 60X veya 100X mercek kullanilarak immersiyon yagiyla incelendi.
Testin degerlendirilmesi:

Lamlar1 incelemek i¢in floresan mikroskopa Dual Band filtresi (AdvanDx, USA)
takildi. C.albicans ve C.parapsilosis yesil, C.glabrata ve C.krusei kirmizi,

C.tropicalis sar1 renkte floresan veren mayalar olarak goraldu.

3.4 ANTIFUNGAL DUYARLILIK TESTLERI

Calismaya alinan Candida suslarinin amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin ve
vorikonazol antifungal duyarliligi aragtirildi.
3.4.1 Mikrodilusyon Yontemi

Sivi mikrodiliisyon yontemi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-
A3 ve M27-S4 dogrultusunda hazirlandi ve uygulandi.(122,125)

Antifungal ajanlar: Amfoterisin B ( Sigma, ABD ), flukonazol ( Pfizer, Turkiye ),
vorikonazol ( Sigma, ABD ) saf etken maddeleri kullanildi.

Besiyeri hazirlama: Besiyeri olarak RPMI 1640 (L glutaminli) (Sigma, ABD)
kullanildi. 900 ml distile suda 10.4 gr toz besiyeri eritildi ve tampon madde olarak 34.53
gr MOPS (Sigma, ABD) eklendi. Besiyerinin homojenizasyonu saglandiktan sonra 1M
NaOH ile besiyerinin pH’1 7’e ayarlandi. Distile su ile son hacim 11t’ye tamamlandi.

Besiyeri filtrasyon yontemi ile sterilize edildi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.
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-Ila¢ sulandirim: ilag soliisyonlarmdan, amfoterisin B son konsantrasyonu 0.03-16
pug/ml olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde c¢ozilerek, flukonazol son
konsantrasyonu 0.125-128 pg/ml olacak sekilde steril distile su icinde cozilerek,
vorikonazol son konsantrasyonu 0.125-128 upg/ml olacak sekilde DMSO iginde
¢oziilerek hazirlandi. 1ki kat fazla diliisyon konsantrasyondaki mikrodiliisyonda

kullanildi.

-Maya siispansiyonlarmmin hazirlanmasi: Test edilecek izolatlarin SDA besiyerinde
saf kiltiirleri elde edildikten sonra 24 saatlik kiiltiiriinden birka¢ koloni alinarak steril
serum fizyolojik i¢cinde homojen siispansiyonu hazirlandi. Siispansiyon vortexlendikten
sonra McFarland 0.5 standardinin bulanikligina ayarlandi. Daha sonra bu stispansiyonun
son konsantrasyonu 0.5X 103%-2.5X10° hiicre/ml 2 kat olacak sekilde diliisyon

hazirlandi.

-inokulasyon islemi: 96 kuyucuklu steril U mikroplak kullamldi. Ilk basta
mikroplaklardaki her bir kuyucuga 100 pl besiyeri konuldu. Daha sonra ilk kuyucuklara
100 pl ilag siispansiyonlarindan konuldu ve diliisyonlarda kontrol kuyucugu harig
hepsine seri diliisyon uygulandi. En son olarak, sondan bir 6nceki kuyucuk hari¢ her bir
kuyucuga 100ul maya siispansiyonu ilave edildi. ilag ve maya stispansiyonu icermeyen
sondan bir onceki kuyucuk besiyeri kontrol, ila¢ icermeyen son kuyucuk ise

mikroorganizma kontrol kuyucugu olarak kullanildu.

-inkubasyon ve testin degerlendirilmesi: Mikroplaklar 35 °C’de 24-48 saat inkiibe
edildi. Mikroorganizma kontroliinde (son kuyucuk) iireme oldugu ve besiyeri
kontroliinde (sondan bir &nceki kuyucuk) iireme olmadig tespit edildikten sonra, MIK
degerleri CLSI’in Onerdigi kriterlere gore saptandi. Amfoterisin B igin (remenin
olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak tespit edildi. Flukonazol ve vorikonazol
icin lreme kontrol cukuruna goére bulanmikligi belirgin (~ %50) azaltan en diisiik
konsantrasyon MIK olarak tespit edildi. Daha sonra her antifungal icin incelenen

suslarla ilgili olarak MIK50 ve MIK90 degerleri hesaplandh.
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Amfoterisin B icin MIK (ug/ml) > 1 ise direngli olarak kabul edildi.
C.lusitaniae, C.guilliermondi ve C.kefyr icin MiK(pg/ml) > 2 ise direncli olarak kabul
edildi (126).

Tablo 3.4. Candida tiirleri i¢in flukonazol ve vorikonazol klinik direng sinir degerleri
(122,125)

Antifungal ila¢ | Candida trti MIK (pg/ml)
S SDD R
Flukonazol C.albicans <2 4 >8
C.glabrata - <32 >64
C.krusei - - -
C.parapsilosis <2 4 >8
C.tropicalis <2 4 >8
Vorikonazol C.albicans <0,12 0,25-0,5 >1
C.glabrata - - -
C.krusei <0,5 1 >2
C.parapsilosis <0,12 0,25-0,5 >1
C.tropicalis <0,12 0,25-0,5 >1

S:duyarli, R:direncli, SDD: doza bagli duyarl
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Tablo 3.5. Candida tiirleri i¢in ekinokandin klinik direng sinir degerleri(122,125)

Antifungal ilag | Candida trt MIK (ng/ml)
S | R
Kaspofungin C.albicans <0,25 0,5 >1
C.glabrata <0,125 0,25 >0,5
C.krusei <0,25 0,5 >1
C.parapsilosis <2 4 >8
C.tropicalis <0,25 0,5 >1

S:duyarli, R:direngli, I:orta duyarh

Antifungal Duyarhlik Calismalarinda Kullanilan Dogruluk Yontemleri
Dogruluk ¢aligmalarinda kullanilan kategoriler;
e Kicuk hata
e Buyilk hata
e Cok buylk hata
e Temek uyum
e Kategorik uyum
Kicuk Hata; Bir antifungal duyarlilik test sonucu az hassas (orta duyarli) iken digeri

duyarl veya direncli sonu¢ vermesi kii¢iik hata olarak degerlendirilir.(126)

Kiigiik Hata = Kiiciik Hata Uyumsuzluklarinin Saylsll Toplam Test X 100

Blyuk Hata; Referans antifungal duyarlilik testi duyarli iken degerlendirilen test

direncli sonug¢ vermesi biiyiik hata olarak degerlendirilir. (126)

Buyik Hata = Blyuk Hata Uyumsuzluklarinin Saylsll Toplam Test X 10
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Cok Buyuk Hata; Referans antifungal duyarlilik testi direngli iken degerlendirilen test

duyarli sonug ¢ok biiyiik hata olarak degerlendirilir.(126)

Cok Biyuk Hata = Cok Blyuk Hata Uyumsuzluklarmin Saylsll Toplam Test X 100

Temel Uyum; Test edilen antifungal duyarlilik testinin MIK'lerinin mevcut referans

antifungal duyarlilik testiyle +1 ¢ift kat diliisyon i¢indeki uyumu temel uyum olarak
kabul edilir.(126)

Temel Uyum= MiK'in £1 Diliisyon i¢inde Olan Karsilastirmalarinin Sayisi / Toplam
Test Sonuglarinin Sayisi

Kategorik Uyum; Test edilen antifungal duyarlilik testinin referans test kriterlere gore
yorumlanan duyarlilik sonuglarinin (duyarli, az duyarli, direngli) mevcut referans

antifungal duyarlilik testine gore uyumudur.(126)

Kategorik Uyum= Ortiisen kategorik sonuglarm sayisi / Toplam test sonuglarinin sayisi

X100

3.4.2. ETEST

Antifungal ajanlar

Bu yontemde amfoterisin B, kaspofungin ve vorikonazolin 0.002-32 pg/ml
flukonazoliin 0.016-256 arasinda degisen konsantrasyonlardaki Etest antifungal gradient
stripleri (Biomerioux, France) kullanildi. Etest stripleri kullanilincaya kadar -20°C’de
saklandi.

Besiyeri:

Besiyeri olarak MOPS (3-morfolinopropan sulfonik asit) (MerckKGaA, Almanya) ile
tamponlanmig, %0.2 glukoz ve %1,5 agar kullanilmig RPMI 1640 (L-glutaminli,
sodyumbikarbonatsiz) (Sigma Chemical CO, StLois, MO, ABD) toz besiyeri kullanildu.
MOPS tamponlu RPMI 1640 agar besiyerinin hazirlanmasi:

1) 34,53 g MOPS 1 It distile suda ¢6zuldu. (0,165 M)

2) 15 g agar (Himedia, Hindistan), 450 ml 0,165 M MOPSilave edilerek eritildi ve 1 M
NaOH ile pH7.0’a ayarlandi. Son hacim MOPS buffer ile 500 ml’ye tamamlandi.
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3) 10,4 g RPMI 1640 toz besiyeri ve 18 g glukoz 450 ml 0,165 M MOPS ilave edilip
eritildi ve 1M NaOH ile pH 7,0’a ayarlandi. Son hacim MOPS buffer ile 500 ml’ye
tamamlandi.

4) Iki soliisyon karistirilarak hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Doksan mm ¢apindaki petrilere yiiksekligi 4-5 mm olacak sekilde yaklasik 25’er
ml dagitildi..

5) Kullanilincaya kadar +4 °C’de sakland.

Maya inokiilumunun hazirlanmasi

Test oncesi tiim suslar SDA besiyerine pasajlanip, 35°C'de inkiibasyona birakildi. Yirmi
dort saatlik taze kiiltiirden alinarak steril serum fizyolojik icerisine inokiile edildi
0,5McFarland bulanikliga ayarlandi. Bu islemle hazirlanan maya suspansiyonunun her
mililitrede 1-5 x 10® hiicre/ml icermesi amaclandi.

inokiilasyon, inkiibasyon ve degerlendirme;

0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan maya siispansiyonu, pamuk uglu steril
ekiivyon c¢ubuklarla 90 mm ¢apli RPMI 1640 agar plaklarina yayildi. Plaklarin
kurumasi i¢in yaklasik 15 dakika oda isisinda bekletildikten sonra her U¢ antifungal
strip (amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin ve vorikonazol) plaklar yerlestirildi. Tim
plaklar 35°C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon
elipsleri degerlendirilirken, tiretici firma ve CLSI onerileri dogrultusunda amfoterisin B
i¢in tiremenin tam inhibe oldugu (%100 inhibisyon) deger; vorikonazol, flukonazol ve
kaspofungin igin ise iiremenin %80 inhibe oldugu deger, o antifungal i¢in MiK degeri
olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

Temmuz 2011 - 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma
ve Uygulama Hastanesi kliniklerinde takip edilen 50 hastadan alinan maya pozitif kan

kiiltiirli 6rnekleri ve bir standart sus ¢calismaya alindi.

Tablo 4. 1. Hasta gruplarinin kliniklere gore dagilimi

Servisler Hasta Sayisi (%)
Dahiliye Yogun Bakim Unitesi 12 24
Gogiis Cerrahi Yogun Bakim 11 22
Unitesi

Hematoloji-Onkoloji Servisi 7 14
Pediatri Servisleri 5 10
Gastroenteroloji Servisi 4 8
Anestezi Yogun Bakim Unitesi 3 6
Kalp Damar Cerrahisi Servisi 3 6
Kulak Burun Bogaz Servisi 2 2
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi 2 2
Beyin Cerrahisi Yogun Bakim 1 2
Unitesi

TOPLAM 50 100

Calismada kullanilan 50 hastanin 8’i (%16) ¢ocuk, 42’si (%84) eriskindi. Cocuk
hastalarin yas ortalamasi 4+ 3,89’du. Eriskin hastalarin 27 (%64,2) si erkek, 15 (%35,8)
tanesi kadindi. Erigkin hastalarin yas ortalamasi 56,9+ 23,7 idi. Caligmaya alinan

hastalarin kliniklere gére dagilimi Tablo 4.1'de gdsterilmistir.
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Izole edilen 50 Candida susu morfolojik ve biyokimyasal yontemlere (konvansiyonel
yontemler) gore, 19 (%38) C.albicans, 12 (%24) C.glabrata, 5 (%10) C.parapsilosis,
5(%10) C.kefyr, 4(%8) C.krusei, iki(%4)

bir(%2) C.lusitaniae olarak tamimlandi. Candida tiirlerinin dagilimi Tablo 4.2'de

gosterilmistir.

Tablo 4.2.Candida tiirlerinin dagilimi

C.guilliermondi, iki(%4)

C.tropicalis,

Candida turu Say1 % (yUzde)
C.albicans 19 38
C.glabrata 12 24
C.parapsilosis 5 10
C.kefyr 5 10
C.krusei 4 8
C.guilliermondii 2 4
C.tropicalis 2 4
C.lusitaniae 1 2
Toplam 50 100

4.1.1 Kromojenik Besiyeri Sonuclar:

Kromojenik besiyerinde yesil renkli pigment veren koloniler olusturan 19 sus

C.albicans, sari- kahverengi pigment veren koloniler olusturan 17 sus C.glabrata veya

C.parapsilosis, pembemsi pigment veren kuru koloniler olusturan 4 sus C.krusei, mavi

renkli pigment veren koloniler olusturan iki sus C.tropicalis ve pigment vermeyen

koloniler olusturan 8 sus diger Candida tiirleri olarak degerlendirildi. ATCC 90028

C.albicans standart susu kromojenik besiyerinde yesil renkli goriildii. Candida

suglarinin kromojenik besiyerindeki dagilimi Tablo 4.3'de gosterilmistir.
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b

Sekil 4.1. a) Kromojenik Besiyerinde C.albicans (yesil), C.parapsilosis (krem-
kahverengi), C.krusei (kuru pembemsi), C.tropicalis (mavi)
b) Kromojenik Besiyerinde C.albicans (yesil)

4.1.2 PNA FISH Sonuclar:

PNA FISH yontemiyle tanimlama yapildiginda; yesil renkli floresan veren 25 sus
C.albicans veya C.parapsilosis, kirmizi renkli floresan veren 16 susun kiigiik yuvarlak
mayalar1 olan 12 sug C.glabrata ve oval biiyilk mayalari olan 4 sus C.krusei, sar1 renkli
flouresan veren bir sus C.tropicalis olarak degerlendirilirken floresan vermeyen 8 susta
diger Candida tiirleri olarak degerlendirildi. ATCC 90028 C.albicans standart susu
PNA FISH yo6ntemiyle degerlendirildiginde yesil renkli goriildii. Candida suslarinin
PNA FISH sonuglar1 Tablo4.3'de gosterilmistir.

Sekil 4.2. PNA FISH Yesil: C.albicans, Kirmizi: C.glabrata
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4.1.3 Kullanilan Yontemlerin Karsilastirilmasi:

Konvansiyonel yontemler ile kromojenik besiyeri karsilastirildiginda; kromojenik
besiyerinin tamimlayamadigi 5 C.kefyr, iki C.guillermondi ve bir C.lusitania susu harig
tiim suglar uyumluydu.

Konvansiyonel yontemler ile PNA FISH karsilastirildiginda; PNA FISH degerlendirme
prospektlsiinde olmayan 5 C.kefyr, iki C.guillermondi, bir C.lusitania susunu
tamimlayamadi. Ayrica C.albicans olarak tanimlanan bir C.tropicalis susu haricindeki
suslar uyumluydu.

Kromojenik besiyeri ve PNA FISH sonuclar1 karsilastirildiginda; tanimlayamadigi
tirler ayniydi. Sadece kromojenik besiyerinde C.tropicalis olarak tanimlanan bir sus

PNA FISH yontemiyle C.albicans olarak yanlis olarak tanimlandi.

Tablo 4. 3.Candida suslarinin ii¢ yontemle gosterilmesi

Sus no Konvansiyonel yontemler Kromojenik PNA FISH**
besiyeri*

1 C.albicans Yesil Yesil
2 C.albicans Yesil Yesil
3 C.albicans Yesil Yesil
4 C.albicans Yesil Yesil
5 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
6 C.guilliermondi Krem rengi -

7 C.parapsilosis Sar1-Kahverengi Yesil
8 C.krusei Kuru pembemsi Kirmizi
9 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
10 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
11 C.albicans Yesil Yesil
12 C.tropicalis Mavi Yesil
13 C.albicans Yesil Yesil
14 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
15 C.parapsilosis Sari-Kahverengi Yesil
16 C.albicans Yesil Yesil
17 C.parapsilosis Sari-Kahverengi Yesil
18 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
19 C.glabrata Sar1-Kahverengi Kirmizi
20 C.glabrata Sar1-Kahverengi Kirmizi
21 C.keyfr Krem rengi -




39

22 C.keyfr Krem rengi -

23 C.albicans Yesil Yesil
24 C.glabrata Sar1-Kahverengi Kirmizi
25 C.albicans Yesil Yesil
26 C.krusei Kuru pembemsi Kirmizi
27 C.lusitaniae Krem rengi -

28 C.kefyr Krem rengi -

29 C.glabrata Sar1-Kahverengi Kirmizi
30 C.glabrata Sar1-Kahverengi Kirmizi
31 C.krusei Kuru pembemsi Kirmizi
32 C.albicans Yesil Yesil
33 C.albicans Yesil Yesil
34 C.albicans Yesil Yesil
35 C.kefyr Krem rengi -

36 C.albicans Yesil Yesil
37 C.guilliermondi Krem rengi -

38 C.parapsilosis Sar1-Kahverengi Yesil
39 C.krusei Kuru pembemsi Kirmizi
40 C.kefyr Krem rengi -

41 C.albicans Yesil Yesil
42 C.parapsilosis Sar1-Kahverengi Yesil
43 C.tropicalis Mavi Sar1
44 C.albicans Yesil Yesil
45 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
46 C.albicans Yesil Yesil
47 C.albicans Yesil Yesil
48 C.albicans Yesil Yesil
49 C.glabrata Sari-Kahverengi Kirmizi
50 C.albicans Yesil Yesil

*Kromojenik besiyeri sonuglar1 Yesil koloniler: C.albicans; Sari-Kahverengi koloniler: C.glabrata,
C.parapsilosis; Kuru pembemsi koloniler: C.krusei; Mavi koloniler: C.tropicalis, Krem rengi koloniler:

Kromojenik besiyerinde tanimlanamayan tiirler

**PNA FISH sonuclarnt Yesil: C.albicans, C.parapsilosis; Kirmizi: C.glabrata, C.krusei; Sari:

C.tropicalis

"'~ "Test kit prosediiriinde degerlendirmede bulunmayan tiirler
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Duyarlilik sonuglarma bakildiginda izole edilen 50 Candida susunun antifungal

duyarhilik testleri mikrodiliisyon ve Etest yontemiyle yapildi. Mikrodiliisyon ve Etest

yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglar1 Tablo 4,4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Mikrodiliisyon ve Etest yontemine gore antifungal duyarlilik sonuglari

Yontem Mikrodilisyon Etest

Antifungaller* Amp | Flu Vo Amp | Flu Vo Kas

SUS | TUR

NO
1 | C.albicans 0.06 | 0.25 | 0.03 |0.032 |0.125 | 0.064 |0.004
2 C.albicans 0.03 0.25 0.03 |0.064 |0.125 |0.032 |0.002
3 C.albicans 0.125 | 0.125 | 0.03 | 0.125 |0.125 |0.032 | 0.002
4 | C.albicans 0125 | 05 0.03 | 0.064 |0.064 |0.064 |0.002
5 C.albicans 0.06 0.25 0.03 |0.032 |0.25 0.125 | 0.008
6 C.albicans 0.125 | 0.25 0.03 | 0.25 0.50 0.008 | 0.016
7 | C.albicans 0125 | 0.25 | 0.03 |0.016 |1 0.032 | 0.064
8 C.albicans 0.06 0.5 0.03 | 0.50 8 0.25 0.125
9 C.albicans 0.125 | 0.25 0.03 | 0.004 |0.50 0.064 | 0.016
10 | C.albicans 0.25 2 0.25 |0.064 |0.016 |0.064 |0.125
11 | C.albicans 0.125 | 0.25 0.03 | 0.008 |0.50 0.064 | 0.004
12 | C.albicans 0.125 | 0.25 0.03 |0.064 |0.25 0.032 | 0.004
13 | C.albicans 0125 | 05 0.03 |0.032 |0.125 |0.032 |0.008
14 | C.albicans 0.06 | 0.125 | 0.03 [0.016 | 0.064 | 0.064 |0.016
15 | C.albicans 0.03 0.25 0.03 |0.032 |0.125 |0.008 |0.008
16 | C.albicans 0.03 | 0.125 | 0.03 |0.064 |0.125 |0.032 |0.002
17 | C.albicans 0.03 1 0.125 | 0.002 |0.25 0.002 | 0.004
18 | C.albicans 0.125 0.5 0.03 |0.008 |0.125 |0.50 0.004
19 | C.albicans 0.25 1 0.06 |0.064 |16 0.064 |0.25
20 | C.glabrata 0.25 8 0.25 [ 0.064 |4 0.25 0.125
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21 | C.glabrata 0.125 8 0.125 | 0.50 16 0.25 0.125
22 | C.glabrata 0.125 | 0.125 | 0.03 | 0.50 0.125 | 0.064 | 0.004
23 | C.glabrata 0.25 8 0.5 [0.008 |16 0.25 0.125
24 | C.glabrata 0.06 | 0.125 | 0.03 |0.125 |16 0.064 |0.25

25 | C.glabrata 0.06 125 0.03 |0.064 |0.50 0.125 | 0.032
26 | C.glabrata 0.25 8 0.125 | 0.25 |4 0.008 | 0.064
27 | C.glabrata 0.125 4 0.03 |0.25 4 0.25 0.50

28 | C.glabrata 0.125 2 0.03 0125 |38 0.125 | 0.125
29 | C.glabrata 0.25 1 0.03 |0.002 |8 0.002 |0.50

30 | C.glabrata 0.125 1 0.06 050 |4 0.125 | 0.064
31 | C.glabrata 0.03 1 0.03 | 0.016 |0.064 |0.004 |0.002
32 | C.parapsilosis 0.06 2 0.125 [ 0.004 |4 0.064 | 0.004
33 | C.parapsilosis 0.03 | 0.125 | 0.06 |0.064 |0.25 0.25 0.016
34 | C.parapsilosis 0.25 2 0.125 | 0.032 | 0.25 0.125 | 0.016
35 | C.parapsilosis 0.125 0.5 0.06 |0.008 |1 0.25 0.032
36 | C.parapsilosis 0.03 1 0.03 |0.008 |0.125 |0.002 |0.016
37 | C.kefyr 0.25 1 0.03 | 0.064 |0.064 |0.032 |0.016
38 | C.kefyr 0.25 1 0.03 | 0.50 0.25 0.125 | 0.016
39 | Ckefyr 0.25 1 0.03 | 0.002 |16 0.002 | 0.064
40 | C.kefyr 0.5 2 0.03 |0.125 |16 0.125 |0.25

41 | C.kefyr 0.25 1 0.03 |0.125 |0.50 0.125 | 0.016
42 | C.krusei 0.06 4 0.25 |0.25 16 0.125 |0.125
43 | C.krusei 0.25 4 0.125 | 0.50 8 0.125 | 0.016
44 | C.krusei 0.25 4 0.5 [0.008 |16 0.064 |0.25

45 | Ckrusei 0.25 4 0.06 |0.50 |16 0.25 |0.25

46 | C.guilliermondii | 0.125 2 0.06 |0.125 |4 0.25 0.032
47 | C.guilliermondii | 0.06 2 0.06 |0.008 |0.50 0.50 0.032
48 | C.tropicalis 0.25 0.5 025 |025 |16 0.002 | 0.064
49 | C.tropicalis 0.125 0.5 0.03 | 0.064 |0.064 |0.016 |0.008
50 | C.lusitaniae 0.125 1 0.06 | 0.50 16 0.002 |0.125

*Amp B: amfoterisin B, Flu: flukonazol, VVo: vorikonazol
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4.2.1. Mikrodiliisyon sonuglari:

CLSI M27-A3 ve CLSI M27-S4 Broth Mikrodilisyon referans ydntemine gore
antifungal duyarlilik sonuglar1 MIK50, MIK90 degerleri ve MIK araliklar1 tablo 4.5'de
verilmigtir. Kaspofungin etken maddesi temin edilemedigi i¢in mikrodiliisyon
yonteminde kullanilamamustir.

4.2.2. Etest Sonuclari:

Etest antifungal duyarlilik sonuglart MiK50, MiK90 degerleri ve MIK araliklar1 Tablo

4.5'de verilmistir.



Tablo 4.5. Mikrodiliisyon ve Etest yontemi antifungallere gére MIK50/MIK90 degerleri ve MIK araliklar
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Amfoterisin B Flukonazol Vorikonazol Kaspofungin
MiKso | MiKeo | MiK aralig | MiKso | MiKeo | MIK arahg | MiKso | MiKeo | MIK arah@ | MiKso | MiKgo | MIK arahg

C.albicans(19) Mikrodilisyon | 0,125 [0,25 |0,03-0,25 025 |1 0,125-2 0,03 (0,125 |0,03-0,25 - - -

Etest 0,032 (0,125 |0,002-0,50 {0,125 |1 0,016-1 0,008 (0,125 |0,002-0,25 |0,064 |0,25 |0,002-0,50
C.glabrata(12) Mikrodiltsyon | 0,125 |0,25 |0,03-0,25 2 8 0,125-125 0,03 (0,25 |0,03-0,50 - - -

Etest 0,125 (0,50 |0,002-0,50 |4 16 0,125-16 0,125 (0,50 |0,002-0,50 {0,125 |0,25 |0,002-0,25
C.parapsilosis(5) | Mikrodilisyon [ 0,06 |0,125 |0,03-0,25 025 |2 0,125-2 0,06 (0,125 |0,03-0,125 |- - -

Etest 0,008 |0,032 |0,004-0,064 |1 1 0,125-4 0,016 (0,016 |0,004-0,032 |0,125 |0,25 |0,002-0,25
C.kefyr(5) Mikrodilisyon |0,25 |0,25 |0,25-0,50 1 1 1-2 0,03 (0,03 |0,03-0,03 - - -

Etest 0,125 |0,125 |0,002-0,50 |0,50 |16 0,064-16 0,016 (0,064 |0,016-0,25 |0,125 |0,125 |0,002-0,125
C.krusei(4) Mikrodiltsyon |0,25 |0,25 |0,06-0,25/ |4 4 4-4 0,125 (0,25 |0,06-0,50 - - -

Etest 0,25 |050 |0,008-0,50 |16 16 8-16 0,125 (0,25 |0,016-0,25 |0,125 |0,125 |0,064-0,25
C.guilliermondii(2) | Mikrodiltsyon | - - 0,06-0,125 |- - 2-2 - - 0,06-0,06 - - -

Etest - - 0,008-0,125 |- - 0,50-4 - - 0,032-0,032 |- - 0,25-0,50
C.tropicalis(2) MikrodilUsyon | - - 0,125-0,25 |- - 0,50-0,50 - - 0,03-0,25 - - -

Etest - - 0,064-0,25 |- - 0,064-16 - - 0,008-0,064 |- - 0,002-0,016
C.lusitaniae(1) Mikrodiltsyon | - - 0.125 - - 1 - - 0,06 - - -

Etest - - 0,50 - - 16 - - 0,125 - - 0,002
TOPLAM(50) Mikrodiltsyon 0,125 [0.25 |0,03-0,50 0,50 16 |0,125-125 0,03 (025 ]0,03-0,503 |- - -

Etest 0,064 (0,50 |0,002-0,50 1 16 |0,016-16 0,016 (0,25 |0,002-0,50 {0,064 |0,25 |0,002-0,50

MIK50: Test populasyonunun %50 kadarinin inhibe eden deger, MIK90: Test populasyonunun %50 kadarinin inhibe eden deger

MIK aralig:: En diisiik ve en yliksek konsantrasyondaki MIK degerleri
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4.2.3. Referans yonteme gore hata degerlendirmesi:

CLSI M27-A3 ve M27-S4 broth mikrodiliisyon referans alindiginda tiim kategorik
hatalarin kii¢iik hatada yogunlastigi goriilmiistiir. Amfoterisin B icin orta duyarlilik
degeri bulunmadig: icin kiigiik hata hesaplanamadi. Biiyiik hatanin gorildiugi tek
antifungal flukonazoldii. Calismamizda ¢ok biiyiikk hata yoktu. Tiim degerler Tablo
4.6'da 6zetlenmistir.

Tablo 4.6. CLSI M27-A3 ve CLSI M27-S4 broth mikrodiliisyon referans alinarak Etest

yontemindeki hatalarin degerlendirilmesi

Etest
Toplam hata
Kicuk Hata Buyuk Hata Cok Blyuk Hata
Toplam % Toplam % Toplam %
sayl/ Hata sayl/ Hata sayl/ Hata
sayisl sayisl sayisl
Amfoterisin B - - 50/0 0 50/0 0
Flukonazol 46/5 10 46/7 15 46/0 0
Vorikonazol 30/2 7 38/0 0 33/0 0
Toplam(%) 76/7 9,2 134/7 52 129/0 0

"-" uygulanamadi

4.2.4. Referans yonteme gore uyum degerlendirmesi:

Kategorik uyum; Amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol icin toplam kategorik
uyum Tablo4.7.da gosterilmistir. CLSI M27-A3 ve CLSI M27-S4 broth mikrodilusyon
referans yontemine gore C.glabrata icin vorikonazol ve C.krusei icin flukonazol
calisilmasi 6nerilmedigi i¢in hesaplanmamaistir.

Temel uyum; Amfoterisin B, flukonazol ve vorikonazol icin toplam temel uyum Tablo

4.7'de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. CLSI M27-A3 ve CLSI M27-S4 broth mikrodiltsyon referans alinarak Etest

yontemindeki uyumun degerlendirilmesi

Test Candida tiirleri Izolat | % Kategorik uyum % Temel uyum

yontemi sayist | Amp* | Flu | Vo | Toplam | Amp | Flu | Vo | Toplam
C.albicans 19 100 | 94 | 100 | 98 68 78 |84 |77
C.glabrata 12 100 | 75 | - |875 83 66 |66 |72
C.parapsilosis 5 100 | 100 | 100 | 100 40 60 |80 |60
C.kefyr 5 100 | 60 | 100 | 87 80 40 |80 | 67

Etest C.krusei 4 100 - | 100 | 100 75 100 | 75 | 83
C.guilliermondii 2 100 | 100 | 100 | 100 50 100 | 50 | 67
C.tropicalis 2 100 50 | 100 | 84 100 | O 50 | 50
C.lusitaniae 1 100 0 |100 | 67 100 |0 0 |33
TOPLAM 50 100 | 82 | 100 | 95 77 68 |64 |72

*Amp B: amfoterisin B, Flu: flukonazol, VVor: vorikonazol, **-""'uygulanamadi




5.TARTISMA VE SONUC

Hastane kokenli enfeksiyon etkenlerinin arasinda mantarlarin siklig1 giderek artmaktadir
(127). Candida igeren sistemik kandidozun siklig1 giin gectikce dnem kazanmaktadir
(128). Candida tiirleri yatan hastalarda invaziv fungal enfeksiyonlarda en yaygin
nedendir ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’n de nozokomial kandidoz 4. siklikta
etkendir (5). Kandidemi, zor tan1 konulan, sistemik tedavi gerektiren, hastanede kalis
sliresini uzatan ve siklikla 6liimle sonuglanan enfeksiyonlardir (129). C.albicans bu tip
enfeksiyonlara neden olan en sik Candida tiirii olsa da diger Candida tiirleri yaygin
olarak kandidemi olgularinin %50'sinden fazlasinin etkeni olarak goriilmektedir (130).
Bizim g¢aligmamizda 50 hastadan alinan kan kiltiiri 6rneginde ireyen Candida tlri
konvansiyonel tan1 yoOntemleri sonucunda; 19(%38)’u C.albicans, 12(%24)’si
C.glabrata, 5(%10)’i C.parapsilosis, 5(%10)’i C.kefyr, 4(%8)’t C.krusei, iki(%4)’si
C.guilliermondi, iki(%4)’si C.tropicalis ve bir (%2)’i C.lusitaniae olarak tanimlandi.

Giiltekin ve arkadaglar1 (131) kan kaltlrlerinden 46 Candida susunu tanimladiklarinda
en fazla izole edilen tirt C.albicans iken ikinci sirada C.parapsilosis olarak rapor
etmislerdir. Kocaeli {iniversitesinde yapilan diger bir calismada benzer veriler elde
edilmistir (132). Toplamda 216 kan kiiltiirlinde ilireyen maya tiiriiniin izole edildigi
caligmada en fazla etken C.albicans (%18) iken ikinci sirada C.glabrata (%15,20)
olarak rapor edilmistir (133). Lockhard arkadaslariyla (134) 2008-2011 yillar1 arasinda
2329 kan kultari Candida izolatiyla yaptiklari siirveyans calismasinda siralamay1
C.albicans (%38), C.glabrata (%29), C.parapsilosis (%17) ve C.tropicalis (%10) olarak
bildirmiglerdir. Bu yapilan g¢alismalarda kan kiiltiirinde C.guilliermondi, C.krusei,

C.famata tiirlerine de rastlanmistir (131-133).
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Geleneksel morfolojik ve biyokimyasal yontemler Candida organizmalarini tanimlarken
siire¢ uzun siirmektedir. Bu ylizden hizli, giivenilir ve dogru yontemlere ihtiya¢ vardir.
Bu amagla yeni kiiltiir sistemleri gelistirilmistir (135). Bunlardan biri tiirlerin farkliligini
koloni rengine gore veren kromojenik besiyerleridir. Bu c¢alismada, kromojenik
besiyerleri olarak Brilliance™ Candida Agar kullamilarak; yesil koloni yapan 19(%38)
sus C.albicans, sari-kahverengi koloni yapanl7(%34) sus C.glabrata veya
C.parapsilosis, kuru pembemsi koloniler yapan 4(%8) sus C.krusei, mavi koloniler
olusturan iki (%4) sus C.tropicalis ve pigment vermeyen krem rengi koloniler olusturan
8 sus diger Candida tiirleri olarak degerlendirildi. Yontem 50 Candida susundan
42(%84)’sini tanimlarken 8(%16) tanesini prosediiriinde bulunmamasindan dolay1
tanimlayamamigtir. Tanimladigi 42 Candida susunda %100 (42/42) dogruluk
saglamistir.

Candida tiirlerinin tanimlandigi, Candida ID (Biomerieux), CandidaCHROMagar
(CHROMagarCompany) ve CDA'm (CandidaDiagnostikAgar) kiyaslandigi bir
calismada; ii¢ besiyerinde de C.albicans ve C.dubliniensis in ayirt edilemedigi; Candida
ID agarin C.tropicalis ve C.kefyr'i ayiramadig: fakat C.lusitaniae ve C.guilliermondii'yi
ayirt edebildigi bildirilmistir (135). Kromojenik besiyeri kullanilan bir diger ¢caligmada;
C.albicans, C.krusei, C.tropicalis, C.glabrata ve C.dubliniensis suslarmin diger
tiirlerden ayirt edilebildigi rapor edilmistir (136). Kan kiltirlerinden Candida trlerini
kromojenik besiyeri kullanarak direkt izolasyonu flizerine yapilan bir caligmada
C.glabrata, C.tropicalis, C.krusei, ve C. albicans'in tanimlanmasi i¢in kullanish, farkli
ve segici bir besiyeri oldugu bildirilmistir (137).

Feyzioglu ve arkadaslarinin (6) Corn meal agar, Candida 1D2 kromojenik besiyeri ve
API32 IDC yontemleriyle maya tanimlanmas1 yaptig1 ¢aligmada kromojenik agarla 72
Candida susunun tanimlanmasi yapilmis kromojenik besiyeri pratik ve gilivenilir bir
yontem olarak rapor edilmistir.

Erciyes Universitesi'nde yapilan Giiltekin ve arkadaslarmin (138) 48 Candida susunu
kromojenik besiyeri kullanarak yaptiklar1 ¢aligma sonucunda 22(%45) C.albicans,
7(%14.5) C.glabrata, 6(%12.5) C.parapsilosis ve C.tropicalis, 5(%10.4) C.kefyr, bir
C.rugosa ve bir(%2) C.krusei olarak rapor etmislerdir. Kromojenik besiyeri kullanilan
farkli bir ¢aligmalarda bizim ¢alismamiza benzer olarak C.albicans'in %47.29 ve %58

oranlarinda en sik rastlanan tiir oldugu rapor edilmistir (6,139).
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Kromojenik besiyeri kullanilan diger calismalarin ortak kanist olarak kromojenik
besiyerinin karigik tiirlerin bulundugu enfeksiyon veya kontaminasyon durumunda
suglart ayirt etmede etkili oldugu, uygulamanin kolay hizli ve dogrulugun yiiksek
oldugu rapor edilmektedir. Ayrica tecriibe gerektirmemesi, herhangi bir gozinde
degerlendirebilmesi biiylik bir avantaj, bazi firmalara ait kromojenik besiyerlerinin
yiiksek maliyetli olmasi dezavantaj oldugu bildirilmislerdir (6,135-138).

Son yillarda ¢esitli orneklerdeki mikroorganizmalarin tanimlanmasinda molekiler
tekniklere dayali yontemlerin uygulanmasi genis bir alan bulmustur. Molekiiler
yontemler bilimin bir ¢ok alaninda oldugu gibi enfeksiyon hastaliklarinin erken tanisi,
mikroorganizmalarin tiir ve alt tiir diizeyinde ayrimlarinin yapilmasi, antifungal direncin
saptanmasi, virlilans genlerin arastirilmasi, epidemilerin belirlenmesi ve izlenmesi gibi
cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kiiltiir gibi klasik yontemler 'altin
standart’ olarak 6nemini eskisi gibi korumakla birlikte bir ¢ok enfeksiyon etkeninin
tanimlanmasinda  yetersiz  kalmaktadir. Coklu direngli mantarlarla  olusan
enfeksiyonlarda, etken tiiriin hizla belirlenip, antifungal duyarliligin hizla belirlenip
tedaviye erken baslanmasi hayati 6nem tasimakta ancak klasik yontemlerle bu siireg
uzun zaman almaktadir. Molekiiler yontemler bu siireci azaltmakta ayrica iiremesi gii¢
ve geg olabilen fungal etkenlerin tanimlanmasinda da 6nem tagimaktadir (139,140).
Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile kaltir ve fenotipik 6zelliklerin
belirlenmesine gerek kalmadan fungal enfeksiyonlarda etken mikroorganizmanin tanisi
kisa stirede yapilabilmektedir. Duyarlilik ve 6zgiilligli yiiksek olan bu yontem pratik ve
kolay olmasi ve yaklasik 90 dk gibi kisa bir siirede tiir diizeyinde tanimlamaya olanak
saglamasi yoniinden avantajlari oldugunu buna kargin pahali olmasini dezavantaj olarak
bildirmislerdir (109).

Kan kltirlerinden Candida tiirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasi fungal kan dolagimi
enfeksiyonlarla ilgili mortalite ve morbiditeyi azaltmak etkin antifungal tedavi saglamak
icin 6nemlidir (109).

Bu sebeple calismamizda Candida tiirlerinin tanimlanmasinda PNA FISH yontemi ve
bu yontem icin Yeast Traffic Light PNA FISH (AdvanDx, Woburn, MA) Kiti
kullanilmistir. Klinik 6rnekte yesil floresan veren 20 sus C.albicans, diger yesil floresan
veren suslar C.parapsilosis, kirmizi floresan veren kii¢ilk mayali 12 sus C.glabrata,
biiyiikk ve oval mayali 4 sus C.krusei, sar1 floresan veren bir sus C.tropicalis olarak

belirlendi. Floresan vermeyen 8 sus diger Candida tlrleri olarak kabul edildi. Kirk iki
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sus tlzerinden bakildigi zaman %97.6 (41/42)'si dogru olarak tanimlandi. Kit
degerlendirme prosediiriine gore tanimlama oranina bakildiginda 50 sustan 42(% 84)’si
tanimlanabildi. PNA FISH yontemi ile bir C.tropicalis susu C.albicans olarak yanlis
tanimlandi.

Stone ve arkadaslart (141) 54 klinik izolatla yaptig1 ¢alismada mayalarla siispansiyon
hazirlayarak negatif kan kiiltiirii siselerine inokiile etmis, inkiibasyon sonucunda PNA
FISH  yontemiyle tamimlamiglar,  C.albicans/C.parapsilosis  icin %100,
C.glabrata/C.krusei igin %92,3 ve C.tropicalis i¢in %100 duyarli bulmuslardir. Kan
kiiltiiri  kullanilarak yapilan calismalar sonucunda PNA FISH hizli ve kolay
uygulanabilir ve tanimlama siiresini 6nemli 6l¢iide azaltabilecek bir test olarak rapor
edilmistir (142,143). Lakner ve arkadaslar1 (144) 110 klinik izolat kullanarak fenotipik
yontemlerle PNA FISH yontemini karsilastirdiklari bir ¢alismada duyarliligt %100
olarak bulmuslardir.

PNA FISH yonteminin hem 17 periton hem de 103 kan kilturinde de degerlendirildigi
bir ¢calismada; kitin degerlendirme prosediiriinde olmadig1 suslar1 tanimlanamazken bir
C.albicans susununda tanimlanamadigi bildirilmistir (145). Amerika'da 216 ve
Ingiltere'de 50 pozitif kan kiiltiirii kullanilarak yapilan ¢aligmalarda yéntemin
tanimlama dogrulugu bizim calismamizda da oldugu gibi %96 olarak bulunmustur
(133,146).

Calismalarin ¢ogunda bizimde kullandigimiz Yeast Traffic Light PNA FISH Kiti
kullanilmis ortak olan kit prosediiriine uygun olarak genellikle kan kiiltiiriiyle ¢aligilmis
ve genel kani olarak hizli, giivenilir, duyarliligi ve ozgilligi yiiksek olarak rapor
edilmistir. Kitin maliyetinin yliksek olmasi1 ve ekipman gerektirmesi dezavantaji olarak
bildirilmigtir (143-146).

Gunumuzde kandidemilerde varolan antifungal ilaglarla tedavi basarisizligi, %20-30
arasindadir. Bu hastalarda kullanilan antifungal tedaviler, direngli kdkenlerin ortaya
¢ikmasina ve tiir diizeyinde dagilimin non-albicans Candida ve diger mayalar lehine
gelismesine neden olmaktadir. Bundan dolay: kan kulttrlerinden izole edilen tirin tur
diizeyinde tanimlanmasi ve antifungal ilaglara duyarliliklarinin belirlenmesi zorunlu
hale gelmistir (147,148).

Bu c¢alismada kan Kkdltirlerinden izole edilen Candida tirlerinin tir dizeyinde
dagilimlar1 belirlenerek {ilkemizde mevcut sistemik bazi antifungallere in vitro

duyarlhiliklar1 referans mikrodiliisyon yontemine gore; MIK50, MIK90 ve MIK
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araliklar1 sirasiyla; amfoterisin B i¢in 0.125, 0.25, 0.3-0.50; flukonazol i¢in 0.50, 16,
0.125-125; vorikonazol i¢in 0.03, 0.25,0.03-0.50 olarak bulundu.

Duyarlilik belirlemesi i¢in yapilan baska bir ¢alismada; 8 Candida susu doza bagh
duyarli (MIK degeri 16-32 ug/ml), 5 Candida susu ise direngli (MIK degeri 64ug/ml);
doza bagl duyarli suslarm 34 C.albicans, 3'U C.tropicalis, 2'si C.krusei olarak; 30
C.albicans, 15 C.parapsilosis, 26 C.tropicalis, 8 C.glabrata, 4 C.krusei susunun
kullanildig1 bu calismada flukonazol ve vorikonazol i¢in MIK50, MIK90 ve MIK
araliklari sirasiyla; 0.5, 16, 0.25-64 ve 0.25, 0.5, 0.125-1 olarak bildirilmistir (149).
Candida tdrlerinin dagilimi gibi in vitro antifungal duyarlilik profilleri de, ilkeler,
bolgeler ve kurumlar arasi gesitlilik gostermektedir (150). Calismalarda genel olarak
tim Candida tiirlerinin amfoterisin B’ye in vitro duyarliligi iyi olmakla birlikte,
C.glabrata ve C.krusei tirlerinde diger Candida tirlerine gore daha distktir. Ozellikle
C.albicans ile karsilastirildiginda, amfoterisin B’nin bu tirlere karsi etkinliginin daha
uzun siirdiigii rapor edilmistir (151).

Adnan Menderes Universitesinde yapilan antifungal duyarlilik testi sonuglarina gore,
izolatlarin tiimli amfoterisin B, vorikonazol, posakonazol ve kaspofungine duyarl
bulunmus tek C.krusei susu ise flukonazole dogal direncli oldugu i¢in MIK degeri
dikkate alinmamistir (131).

Isvec'te yapilan bir surveyans caligmasinda; C.albicans antifungal ajanlara %98
oraninda duyarli oldugunu bildirmisler (152).

Diger bir ¢alismada; Candida izolatlar1 flukonazole %87,7 oraninda duyarli, %6,6
oraninda doza bagli duyarli ve %5,5 oraninda direngli; direncli izolatlarin 4'i C.krusei
ve biri de C.albicans olarak bildirilmistir. Ayrica arastirmacilar tiim suslar1 bizim
caligmamizda da oldugu gibi vorikonazol ve amfoterisin B'ye duyarli olarak buldugunu
rapor etmislerdir (153).

Poula ve arkadaslar1 (154) flukonazole herhangi bir klinik izolatta direng bulamamisken
C.albicans'larin %3,4'i C.glabrata'larin %60 1 doza bagli duyarl: bir diger ¢alismada
flukonazol duyarlilig: tiir ayrimi yapilmadan %89,2 olarak rapor edilmistir (155).
2008-2011 yillar1 arasinda yapilan surveyans ¢alismasinda toplam 2329 Candida izolati
calistlmis flukonazole direng %11,9 oraninda C.glabrata susunda bulunmus diger
tirlerde bu diren¢ orami olduk¢a diisikk olarak rapor edilmistir (134). Bizim
calismamizda da 4 C.krusei susu ise flukonazole dogal direncli oldugu i¢in MIK degeri

dikkate alinmamistir bunun disindaki veriler benzerdi.
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Duyarlilik ¢aligmalarinda referans yontem olarak kabul edilen CLSI M27-A3 ve CLSI
M27-S4 uzun zamanda uygulanan, degerlendirmesi tecriibe isteyen ve is giicii
gerektiren bir yontemdir. Bu ylzden hem kolay uygulanabilen, hem de
degerlendirilmesi kolay olan testlerden biri de Etest' tir (155).

Bu c¢alismamizda Etest yontemi ile Candida tiirlerine karsi amfoterisin B ve
vorikonazolin etkileri referans yontemle karsilastirildiginda uyumlu oldugu goriildi,
direngli sus yoktu. Flukonazolde ise suslarin %10'u direngliyken referans mikrodiliisyon
yonteminde bu oran daha diistiktii. DOrt C.krusei susu flukonazole dogal direngli oldugu
icin MIK degeri dikkate alinmadi. Sadece Etest calisilan kaspofunginde de direncli
susumuz yoktu.

Ozcan ve arkadaslarmin (132) Etest yontemini referans mikrodiliisyon yontemiyle
karsilastirarak yaptigi ¢alismada suslardan iki(%4.3)’si Etest ile flukonazole direncli
mikrodiliisyon ile duyarli bulunmustur. Vorikonazole kars1 sadece bir(%2.1) C.albicans
izolat1 Etest ile direncli mikrodillisyon ile duyarli bulunurken higbir susda kaspofungin
direnci goriilmemistir.

Etest ile degerlendirilen ve 212 Candida izolati ile yapilan bir ¢alismada; suslarin
referans yonteme gore duyarliliklart karsilastinildiginda Etest MIK90 ve MIK
araliklarin1 hesaplamislar ve sirasiyla amfoterisin B igin 1, 125-4; flukonazol i¢in 32,
0.06-256 ve vorikonazol icin 1, 0.008-32 olarak bulmuslar ve referans yontemle uyumlu
oldugunu bildirmislerdir (156).

Etest kullanilarak 65 Candida susunun duyarliliklarinin belirlendigi bir ¢alismada; Etest
ve referans yontemin uyum iginde oldugunu, Etestin amfoterisin B a¢isindan direngli
MIK degerlerini belirlemede daha giivenilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir (154).
Bu ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam Candida tirlerinin antifungallere
in vitro duyarliliklar1 Etest yonteminin referans mikrodilisyon yontemle
karsilastirildiginda antifungaller agisindan temel uyumu %72, kategorik uyumu %95
oldugu belirlendi. Temel ve kategorik uyum antifungallere gore siniflandiginda
sirastyla; amfoterisin B icin %77-%100; flukonazol igin %68-%82 ve vorikonazol icin
%64-%100 idi.

Cok merkezli bir aragtirmada kaspofungin ve amfoterisin B i¢in mikrodiliisyon ve Etest
sonuglari karsilastirildiginda temel uyum sirasiyla %76,5-%98,5, %90,3-%97,4 olarak;
kategorik uyum sirasiyla %87,9-%91,4 olarak ve 4 buyuk hata, %97,5-%99,5 ve 4

major hata bildirilmis. Sonugta Etestin referans yontemle iyi uyum i¢inde oldugunu
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bildirmislerdir (157). Ancak biz kaspofungin etken maddesini temin edemedigimiz i¢in
calismamiza dahil edemedik.

Menezes ve ark (158) yaptig1 Etest ve mikrodiliisyonun karsilastirildigi bir ¢alismada;
testler arasindaki temel uyumu >%90 olarak bildirmislerdir.

Ulkemizde yapilan bir calismada Etest ve mikrodiliisyon yontemlerinin karsilastiriimasi
sonucunda flukonazol i¢in %80,4, amfoterisin B i¢in %84.7 ve vorikonazol icin % 95,6
oraninda kategorik uyum bulunmustur (132). Bu veriler bizim calismamizla da
uyumludur.

Alexander ve arkadaslarinin (156) Candida turleriyle yaptiklari bir calismada; Etest ile
mikrodiliisyonu karsilastirdiklarinda temel uyumu %95 ve kategorik uyumu %90 olarak
bildirmislerdir. Antifungaller bazinda baktigimiz zaman amfoterisin B i¢in %99 temel
uyum bulunmustur. Bizim c¢alismamizda da amfoterisin B icin temel uyum %72
bulunmus ve bu oran ¢aligmalara gore diisiik oranda oldugu goriilmektedir.
Calismamizdaki bdtin antifungaller (amfoterisin B, flukonazol, kaspofungin,
vorikonazol) degerlendirildiginde kii¢iik ve buylik hatalar diisiikk oranda belirlendi. Cok
biiyiik hata yokken, kii¢iik hata toplamda %9,2, biiyiik hata toplamda %5,2di.

Candida tiirleriyle yapilan aragtirmalarin sonuglarma goére ise kicuk hata ¢ogunlukta
olmaktadir (156). Bu sonuglar bizim ¢alismamizla da uyumludur.

Sonug olarak; hastanemizde kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen tiir C.albicans olarak
belirlenmesine ragmen C.glabrata, C.parapsilosis’de azimsanmayacak siklikta ve
C.kefyr, C.krusei, C.guilliermondi, C.tropicalis, C.lusitaniae turleride izole edilen tirler
olarak belirlendi. Kan kiilturlerinden Candida tiirlerini tanimlamada hem kromojenik
besi yeri hem de PNA FISH yontemleri kolay ve dogru olmasi ile giivenle
kullanilabilecegi belirlendi. Ayrica PNAFISH yonteminin 90 dk gibi kisa bir siirede
tanimlama yapabildiginden dolayr rutin laboratuvarda kullanilmasiin faydal
olabilecegi goriilmektedir.

Candida tiirlerine karsi antifungal duyarlilikta flukonazole karsi dogal direngli olan
C.krusei ve doza bagl duyarli olan C.glabrata'daki direng haricinde suslar amfoterisin
B, flukonazol, vorikonazol ve kaspofungine duyarli olarak belirlendi.

Candida tiirlerini antifungal duyarliliklarinda referans mikrodilisyon yontemi ile Etest
yonteminin karsilastirilmasinda kategorik uyumun biitiin antifungallerde yiiksek

olmasina ragmen temel uyumun daha diisiik oldugu belirlendi. Bunun sus sayisinin az
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olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu sebeple daha fazla sayida sus

kullanilarak karsilagtirilmali ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.



54

6.KAYNAKLAR

Kog¢ AN. Tibbi bakimdan 6nemi olan Candida tirlerinin mikolojik 6zellikleri,
Candida mikrobiyolojisi ve infeksiyonlar1 simpozyumu, s 37-45, Haziran 2002,
Istanbul.

Zunel FMV, Meis JFGM, Voss A. Nosocomial Fungal Infections: Candidemia.
Diagn Microbiol Infect Dis 2004; 34: 213-220.

Cheng MF, Yu KW, Tong RB et al. Distrubution and antifungal susceptibility of
Candida species causing candidemia from 1996 to 1999. Diagn Microbiol Infect
Dis 2004; 48: 33-37.

Beck-Soque C, Jorvis WR. Secular trends in the epidemiology of nosocomial
fungal infections in the United States, 1980-1990. National Nosocomial
Infections Surveillance System. J Infect Dis 1993; 167: 1247-51.

Ener S, Ener B, Akalin H. Uzun siliren operasyonlardan sonra yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarda gelisen invaziv Candida enfeksiyonlari. Ege Tip

Dergisi 2001; 40: 185-189.

Feyzioglu B, Dogan M, Ozdemir M, Baykan M, Baysal M. Candida Tiirlerinin
Tanimlanmasinda Corn Meal Agar, Candida ID2 kromojenik besiyeri ve API 32
IDC performansinin degerlendirilmesi. Selguk Tip Derg 2014; 30: 43-45.

Sordi JCO, Scorzoni L, Bernardi T, Fusco-Almeida M, Giannini M. Candida

species: Current epidemiology, pathogenicity, biofilm formation, natural


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Distrubution+and+antifungal+susceptibility+of+Candida+species+causing+candidemia+from+1996+to+1999.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Distrubution+and+antifungal+susceptibility+of+Candida+species+causing+candidemia+from+1996+to+1999.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Distrubution+and+antifungal+susceptibility+of+Candida+species+causing+candidemia+from+1996+to+1999.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8486965
http://jmm.sgmjournals.org/search;jsessionid=45ootb1b3pfcd.x-sgm-live-02?value1=A.+M.+Fusco-Almeida&option1=author&noRedirect=true
http://jmm.sgmjournals.org/search;jsessionid=45ootb1b3pfcd.x-sgm-live-02?value1=M.+J.+S.+Mendes+Giannini&option1=author&noRedirect=true

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

55

antifungal products and new therapeutic options. J Med Microbiol 2013; 62: 10-
24.

Panizo MM, Reviakina V, Dolande, Selgrad S. Candida spp. in vitro
Susceptibility Profile to four Antifungal Agents: Resistance Surveillance Study
in Venezuelan Strains. Med Mycol 2009; 47: 137-143.

Pfaller MA, Messer SA, Kalsoon A, Bolmstrom A. Evaluation of the Etest
Method for Determining Fluconazole Susceptibilities of 402 Clinical Yeast
Isolates by Using Three Different Agar Media. J Med Microbiol 1998; 36: 2586-
2589.

Kog¢ AN. Antifungal duyarlilik testleri ve klinik 5Gnemi. ANKEM Derg 2012; 26:
270-276.

Fleck R, Dietz A, Hof H. In vitro susceptibility of Candida species to five
antifungal agents in a German University hospital assessed by the reference
broth microdilution method on Etest. J Antimicrob Chemother 2007; 59: 767-
771.

Kremery V and Barnes AJ. Non-albicans Candida spp. causing fungemia:

pathogenicuty and antifungal resistance. J Hosp Infect 2002; 50: 243-60.

Akan E. Mantarlar Tibbi Mikrobiyoloji. 2. Baski, Saray Medikal Yayincilik,
[zmir, 1995: s 460-467

Unat EK. Tibbi Mikoloji. Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Yayinlari
Rektorlik no: 948, Dekanlik No: 51, 2. Baski. Istanbul, 1962: 147-162.

Lachance MA, Boekhout H, Scorzetti G, Fell JW, Payne RW, Kutzman CP.
Candida Berkhout (1923). In: The yeasts a taxonomic study. 5nd ed.
Amsterdam, Elsevier, 2011: p 987.

Van der Walt JP, Johannson E, Yarrow D. Torulopsis geochares and Torulopsis
azyma, two new, haploid species of ascomyceous affinity. Antonie Van
Leewenhoek 1978; 44: 97-104.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.+Candida+species%3A+Current+epidemiology%2C+pathogenicity%2C+biofilm+formation%2C+natural+antifungal+products+and+new+therapeutic+options.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Candida+spp.+in+vitro+Susceptibility+Profile+to+four+Antifungal+Agents%3A+Resistance+Surveillance+Study+in+Venezuelan+Strains
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bolmstr%C3%B6m%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9705397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.+Candida+species%3A+Current+epidemiology%2C+pathogenicity%2C+biofilm+formation%2C+natural+antifungal+products+and+new+therapeutic+options.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=In+vitro+susceptibility+of+Candida+species+to+five+antifungal+agents+in+a+German+University+hospital+assessed+by+the+reference+broth+microdilution+method+on+Etest.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

56

Kurtzman CP and Fell CW (ed). The Yeast a Toxonomic Study, 4th ed. Elsevier,
New York 1998: 13.

Murray PR, Boron EJ, Landry ML et al. Manuel of Clinical Microbiology. In:
Hozen KC, Howell SA(eds), Candida, Cryptococcus and other yeast of medical
importance. 9th ed. ASM Press, Washington 2007: 1762

Hazen KC, Howell SA. Candida, Cryptococcus, and other yeast of medical
importance. In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH,
eds. Manual of Clinical Microbiology, 8. Ed. Washington: ASM Pres, 2003:
1693-1712.

Dixon DM, Rhodes JC, Fromtling RA. Taxonomy, classification and morfology
of the fungi. In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH,
eds. Manual of Clinical Microbiology, 8. bask1 Washington: ASM Press, 2003:
1653- 1659.

Tumbay E. Candida tiirleri. In: Ustacelebi S, Temel ve Klinik Mikrobiyoloji,
Ankara: Giines Kitabevi, 1999: 1081-1086.

Murray PR, Rosenthal KS, Phaller M. Mycology, In: Medical Microbiology. 5.
Baski Philadelphia: Elsevier Mosby, 2005: 709-817.

Edwards JE. Candida species. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R, eds.
Principles and Practice of Infectious Diseases, 5. baski Philadelphia: Churchill
Livingstone, 2000: 2656-2674.

Yicel A. Candida’larm diinii. In: Candida Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlari
Simpozyumu Kitab1. Eskisehir: Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti, 2002: 3-28.

Rodriguez-Todela JL, Martinez-Suarez JV. Improved medium for fluconazole
susceptibility testing of Candida albicans. J Antimicrob Agents and Chemother
1994; 38: 45-48.

Brawner DL, Anderson GL, and Yuen KY. Serotype prevalence of Candida
albicans from blood culture isolates. J Clin Microbiol 1992; 30: 149-153.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

57

Asakura K, Sl Iwaguchi, M Homma, T Sukai, K Higashide, and K Tanaka.
Electrophoretic karyotypes of clinically isolated yeasts of Candida albicans and
C. glabrata. J Gen Microbiol 1991; 137: 2531-2538.

Auger P, Dumas C, and Joly J. A study of 666 strains of Candida albicans:
correlation between serotype and susceptibility to 5-fluorocytosine. J Clin
Microbiol 1979; 139: 590-594.

Warren NG, Hazen KC. Candida, Cryptococcus and other yeasts of medical
importance. in: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH.
Manuel of Clinical Microbiology. 6 th ed USA, ASM Press 1995; 723-37.

Cengiz AT, Misirhgil A, Aydin M. Tip ve Dis hekimliginde Genel ve Ozel
Mikrobiyoloji. Giines Kitabevi 2004: 1110-1117.

Uzun O. Dissemine kandidiyazis. In: Akova M. Akan H, editdrler. Immiin
Sistemi Baskilanmis Hastalarda invaziv Fungal infeksiyonlar, 1. baski Ankara:
Bilimsel Tip Yaymevi, 2006: 67-84.

Haynes K. Virulance in Candida species. Trends microbiol 2001; 9: 591-596.
Silva S, Negri M, Henriques M, Oliveira R, Williams DW, Azeredo J.
Adherence and biofilm formation of non-Candida albicans Candida species.
Trends Microbiol 2011; 19 : 241-7.

Ener B. Candida infeksiyonlarmin patogenezi: Etkenin rolii. Candida
Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlar1 Simpozyumu, Eskisehir 2002: 65-70.
Yegenoglu Y. Candida infeksiyonlanmn epidemiyolojisi. Candida
Mikrobiyolojisi ve infeksiyonlan Simpozyumu , Eskisehir 2002: 55-63.

Meunier F, Gaya H, Calandra T, Glauser M, Klastersky J, Sylvester R, Zinner S.
Empiric antifungal therapy in febrile granulocytopenic patients. Am J Med
1989; 86: 668-72.

Hawser S.P., Baillie G.S., Douglas J. (1998) Production of extracellular matrix
by Candida albicans biofilms. J Med Microbiol, 47: 253-256.

Tugrul M. Mantar hastaliklarinin patogenezi. 3.Ulusal Mantar Hastaliklar1 ve
Klinik Mikoloji Kongresi Kitabi, 2003; 87-91.

Pabugoglu HU. Mikozlar-Patogenez ve Patoloji, Izmir Giiven Nobel Kitabevi
1999; 63-75.



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

471.

48.

49,

50.

51.

58

Romani L. Immunology of invasive Candidiasis. In:Calderone RA ed. Candida
and Candidiasis. 1th ed. Washington DC:American Society for Microbiology
press 2002; 223-241.

Erbakan N. Derinin Mantar Hastaliklari. Ankara, Tiirkiye Klinikleri Yayinevi,
1989.

Pabugcuoglu U. Kandidiazis. Mikozlar, Patogenez ve Patoloji. Izmir Giiven ve
Nobel Tip Kitapevi, 2000; 63.

Kirkpatrick CH. Hos factors in defence against fungal infections. Am J Med
1984, 30: 1-12.

Trier JS, Bjorkmann DJ. Esophageal, gastric, and intestinal candidiasis. Am J
Med 1984; 30: 39-43.

Edwards JE. Candida Species. in: Mandell GL, Douglas RG, Bennett JE (eds).
Principles and Practice of Infectious Disease (4rd edition). Vol 2. Newyork,
Churchill Livingstone, 1995; 2289-2306.

Kaufman R.H. Establishing a correct diagnosis of vulvovaginal infection. Am J
Obstet Gynecol 1988; 158: 986-988.

Cerikcioglu N. Kandida Infeksiyonlannin Patogenezi. 7. Tiirk Klinik
Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklar: Kongresi 1994 Ankara, 103-110.

Kustimur S. Kandida patogenezinde rol oynayan faktorler. Mikrobiyol Bult
1994; 28: 175-181.

Akan O. Invaziv fungal infeksiyonlarin degisen epidemiyolojisi. In: Akova M.
Akan H, editdrler. Immiin Sistemi Baskilanmis Hastalarda Invaziv Fungal

Infeksiyonlar, 1.bask1 Ankara: Bilimsel Tip Yaynevi, 2006: 19-30.

Yegenoglu Y. Candida enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi. In: Kiraz N, Kiremitci
A, Akgiin Y, editorler. Candida Mikrobiyolojisi ve infeksiyonlar1 Simpozyumu
Kitabi. Eskisehir: Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayini, 2002; 43: 3-55.

Singh N. Changing spectrum of invasive candidiasis and its therapeutic
implications. Clin Microbiol Infect 2001; 7: 1-7.



52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

59

Beck—Sague C, Jarvis WR. Secular trends in the edidemiology of nosocomial
fungal infections in the United States, 1980-1990. National Nosocomial
Infections Surveillance System. J Infect Dis 1993; 167: 1247-51.

Singh N. Trends in the epidemiology of opportunistic fungal infections:
Predisposing factors and the impact of antimicrobial use practices. Clin Infect
Dis 2001; 33: 1692-1696.

Rangel-Frausto S, Wiblin T, Blumberg HM, et al. National Epidemiology of
Mycoses Survey (NEMIS) Study Group: Variations in rates of bloodstream
infections due to Candida species in seven surgical intensive care units and six
neonatal intensive care units. Clin Infect Dis 1999; 29: 253-258.

Edmond MB. Wallace SE, McClish DK, Pfaller MA, Jones RN, Wenzel RP.
Nosocomial bloodstream infections in United States hospitals: a three-year
analysis. Clin Infect Dis 1999; 29: 239-44.

Hajjeh RA, Sofair AN, Harrison LH, et al. Incidence of bloodstream infections
due to Candida species and in vitro susceptibilities of isolates collected from
1998 to 2000 in a population-based active surveillance program. J Clin
Microbiol 2004; 42: 1519-1527.

Gomez J, Garcia-Vazquez E, Espinosa C, et al. Nosocomial candidemia at a
general hospital: The change of epidemiological and clinical characteristics. A
comparativemstudy of 2 cohorts (1993-1998 versus 2002-2005). Rev Iberoam
Micol 2009; 26: 184-188.

Resende JC, de Resende MA, Saliba JL. Prevalence of Candida spp. In
hospitalized patients and their risk factors. Mycosis 2002; 45: 306-312.

Pappas PG, Rex JH, Sobel JD, et al. Guidelines for treatment of candidiasis.
Clin Infect Dis 2004; 38: 161-189.

Aygiin G, Oztiirk R. Yogun bakim {initelerinde mantar infeksiyonlar1. In: Akova
M.Akan H, editorler.immiin Sistemi Baskilanmis Hastalarda Invaziv Fungal
Infeksiyonlar, 1. baski Ankara: Bilimsel Tip Yaymnevi 2006: 99-124



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

60

Wingard JR, Merz WG, Rinaldi MG, Johnson TR, Karp JE, Saral R. Increase in
Candida krusei infection among patients with bone marrow transplantation and
neutropenia treated prophylactically with fluconazole. N Engl J Med 1991; 325:
1274-1277.

Hawkins JL, Baddour LM. Candida lusitaniae infections in the era of
fluconazole availability. Clin Infect Dis 2003; 36: 8-14.

Pfaller MA, Diekema DJ: Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent
public health problem. Clin Microbiol Rev 2007; 20: 133-163.

Strausbaugh LJ, Sewell DL, Ward TT, Pfaller MA, Heitzman T, Tjoelker R.
High frequency of yeast carriage on hands of hospital personel. J Clin Microbiol
1994; 32: 2299-2300.

Abi-Said D, Anaissie E, Uzun O, Raad I, Pinzcowski H, Vartivarian S. The
epidemiology of hematogenous candidiasis caused by different Candida species
CID 1997, 24: 1122-1128.

Levy I, Rubin LG, Vasishtha S, Tucci V, Sood SK. Emergence of Candida
parapsilosis as the predominant species causing candidemia in children. Clin
Infect Dis 1998; 26: 1086-1088.

Kontoyiannis DP, Vaziri I, Hana HA et al. Risk factors for Candida tropicalis
fungemia in patients with cancer. Clin Infect Dis 2001; 33: 1676-1781.

Ener B. Mantar infeksiyonlarinda klinikten laboratuvara tani sorunlart. Ankem

derg 1998; 12: 248-252.

Yiicel A, Kantarcioglu AS. Candida albicans’in taksonomisindeki énemli bazi
degisiklikler. Cerrahpasa J Med 1999; 30: 236-246.

Kaufman RH. Establishing a correct diagnosis of vulvovaginal infection. Am J
Obstet Gynecol 1988; 158: 986-988.

Miyakawa Y, Mabuchi T, Fukazawa Y. New method for detection of C.
albicans in human blood by polymerase chain reaction. J Clin Microbiol 1993;
31: 3344.



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

61

Rodriguez-Todela JL, Martinez-Suarez JV. Improved medium for fluconazole
susceptibility testing of Candida albicans. Antimicrob Agents Chemother 1994;
38: 4548.

Warren NG, Shadomy HJ. Candida, crypococcus and other yeasts of medical
importance. in Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH
(eds). Manual of Clinical Microbiology (6th edition). Washington DC, ASM
Press 1995; 723-737.

Yildiran ST. Mantar infesiyonlarinda laboratuar tan1. Mutlu G, izmir T, Cengiz
T, Ustagelebi S, Timbay E, Mete O (editorler). Temel ve Klinik Mikrobiyoloji,
Ankara Giines Kitabevi 1999; 1129-1144.

Richardson MD, Carlson P. Culture and Non-culture Based Diagnostics for
Candida species. In: Calderone RA, editor. Candida and Candidiasis. First
edition. Washington DC, American Society for Microbiology press, 2002; 387-
394.

Merz WG, Roberts GD. Algoritms for detection and Identification of Fungi.
In:Murray PR, Jorgensen JH, Baron EJ, Pfaller MA, Yolken RH, editors.
Manual of Clinical Microbiology. Washington DC, American Society for
Microbiology Pres; 2003: 1668-1685.

Winn W, Allen S, Janda W, Koneman E, Procop G, Schreckenberg P, Woods G.
Color Atlas and textbook of diagnostic microbiology. Fifth edition. Philadelphia,
Lippincott Co 2006: 1151-1237.

Baron EJ, Finegold SM. Bailey Scott's Diagnostic Microbiology. Eleventh
edition. USA, Mosby Inc. 2002; 711-797.

Buckley HR. Identifications of yeasts. in: Evans EGV and Richardson MD
(eds). Medical Mycology: A Practical Approach. Oxford, Oxford University
Press, 1989; 97-109.

Tiimbay E. Pratik Tip Mikolojisi. Bilgehan Basimevi, Izmir 1983.



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

62

Koneman EW, Ailen SD, Janda WM. Mycology. Color Atlas and Textbook of
Diagnostic Microbiology (5 th edition). Phidelphia, Lippincott Co, 1997; 983-
1069.

Hazen KC, Howell Susan A. Fungi-Candida, Crytococcus and other yeast of
medical importance. In:Murray PR, Jorgensen JH, Baron EJ, Pfaller MA,
Yolken RH, editors. Manual of Clinical Microbiology. Washington DC,
American Society for Microbiology Pres 2003; 1693-1711.

Larone DH. Yeast and yeast like organisms. Medically Important Fungi A Guide
Idendification, Fourth edition. Washington DC, American Society for
Microbiology Press 2002; 109-143.

Hilmioglu S. Candida infeksiyonlarinin laboratuvar tanisi. In: Candida
Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlar1 Simpozyumu Kitab1. Eskisehir: Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti, 2002; 125- 131.

Helvact S, Gedikoglu S, Mistik R. Candida albicans tanisinda germ tiip testi.
Infekt Derg 1992; 6: 141-143.

Nakamoto S. Germ tube formation of Candida albicans in cornmeal broth using
the non-slip slide glass incubation method. Yonago Acta Medica 1998; 41: 65-
72.

Kremery V and Barnes AJ. Non-albicans Candida spp. causing fungaemia:

pathogenicity and antifungal resistance. J Hosp Infect, 2002; 50: 243-60.

Yildiran ST. Mantar infeksiyonlarinda laboratuar tani. Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji. Editorler: Mutlu G, Izmir T, Cengiz AT, Ustagelebi S, Tiimbay
E, Mete O. Giines Kitabevi 1999; 1129-1144,

Ellepola NB and Morrison CJ. Laboratory diagnosis of invasive candidiasis. J
Microbiol 2005; 43: 65-84.

Warren NG, Shadomy HJ. Candida, cryptococcus and other yeasts of medical
importance. In Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH, eds.
Manual of Clinical Microbiology. Washington DC, ASM Press 1995: 723-737.



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

63

Buckley HR. Identifications of yeasts. In: Evans EGV and Richardson MD
(eds). Medical Mycology: A Practical Approach. Oxford, Oxford University
Press 1989: 97-109.

Yildiran ST. Mantar infeksiyonlarinda Laboratuar Tani. Ustagelebi S, eds.
Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Glines Kitabevi 1999: 1129-1144.

Baumgartner C, Freydiere A, and Gille Y. Direct identification and recognition
of yeast species from clinical material by using Albicans ID and CHROMagar
Candida plates. J Clin Microbiol 1996; 34: 454-456.

Pfaller MA, Houston A, Coffman S. Application of CHROMagar Candida for
rapid screening of clinical specimens for Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei, and Candida (Torulopsis) glabrata. J Clin Microbiol 1996; 34:
58-61.

Freydiere AM, Buchaille L, Gille Y. Comparison of three commercial media for
direct identification and discrimination of Candida species in clinical
specimens. Euro J Clin Microbiol Infect Dis 1997; 16: 464-467.

Bernal S, Mazuelos EM, Garcia M, Aller AL, Martinez MA, Gutierrez MJ.
Evaluation of CHROMagar Candida medium for the isolation and presumptive
identification of species of Candida of clinical importence. Diagnostic
Microbiol and Infect Dis 1996; 24: 201-204.

Kustimur S. Kandida patogenezinde rol oynayan faktorler. Mikrobiyol Bilt
1994: 175-181.

Maesaki S. Serodiagnosis for deep-seated mycoses. Nihon Ishinkin Gakkai
Zasshi 2002; 43: 233-237.

Ohki M, Nakamura T, Morita T, lwanaga S. A new endotoxin sensitive factor
associated with hemolymph coagulation system of horshoe crab. FEBs Lett
1980; 120: 217-220.

Miyazaki T, Kohno S, Mitsutake K, Tanaka K, Hara K. (1,3) Beta d Glukan in
culture fluid of fungi activetes factor G, a limulus coagulation factor. J Clin Lab
Anal 1995; 9: 334-3309.

Miyazaki T,Kohno S,Mitsutake K, et al. Plasma (1-3)beta d- glukan and fungal
antigenemia in patients with candidemia, aspergillosis and cryptococcosis.
Journal of Clinical Microbiology 1995; 33: 3115-3118.



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

64

Shibata N,Kobayashi H,Suziki S. Immunochemistry of pathogenic yeast,
Candida species, focusing on mannan. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 2012;
88: 250-65.

(2014).http://www.guncelpediatri.com/makale_378/Invaziv-Mantar-
Infeksiyonlarinin-Tanisi (Erisim Tarihi 10.08.2015)

Yildiran ST. Mantar Infeksiyonlarmnda Laboratuar Tani. Ustagelebi S, eds.
Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Oncii Basimevi, Giines Kitabevi, 1999: 1129-
1144,

Saracli MA. Candida infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda molekiler ve
genetik tan1 yontemleri, s 133-145, Candida Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlart
Simpozyumu, s 133-145, 2002, Eskischir.

Borekgi G, Ersoz G, Otag F ve ark. Identification of Candida species from blood
culture with fluorescent in situ hybridization (FISH), polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and conventional culture
methods. Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi Dergisi 2010; 27: 183-191.

Yucesoy M. Candida tiirlerinde antifungal diren¢ mekanizmalari. 4. Ulusal
Mantar Hastaliklar1 ve Klinik Mikoloji Kongre Kitabi, s 46-58, 3-6 Mayis 2005,
Konya.

Kebudi R. Yeni antifungaller. Ankem Dergisi. 2007; 21: 210-215.
Ostrosky-Zeichner L, Marr KA, Rex JH, Cohen SH. Amphotericin B: time for a
new ‘gold standard’. Clin Infect Dis 2003; 37: 415-25.

Kayaalp SO. Antifungal antibiyotikler ve diger antifungal ilaglar. Kayaalp SO
(ed). Tibbi Farmakoloji. Ankara: Hacettepe Tas Kitapg¢ilik; 2002. 301-9.

Arikan S, Rex JH. Antifungal agents. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH,
Pfaller MA, Yolken RH (eds). Manual of Clinical Microbiology, 9th edition.
Washington DC: ASM Pres 2007: 1949-60.

Tore O. Antifungal ilaglar. Kiligturgay K (editdr). Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji. Bursa: Giines Kitabevi 1994: 380-91.

Yicesoy M. Antifungallere direng. 7. Antimikrobik Kemoterapi Gilnleri
Program ve Ozet Kitab1, 113-120, 13-15 Nisan 2006, Istanbul.

Yildiran ST. Yeni gelistirilen azoller. 2. Ulusal Mantar Hastaliklar1 ve Klinik
Mikoloji Kongre Kitabi, s 141-148, 19-21 Haziran, Ankara.



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

65

Arikan S. Yeni antifungaller. 7. Antimikrobik Kemoterapi Gulnleri Program ve
Ozet Kitabi, s 105-112, 13-15 Nisan 2006, Istanbul.

Metin DY. Ekinokandinler ve yeni azoller. Infeksiyon Dergisi. 2007; 21: 185-
187.

Lewis RE, Fothergill AW. Antifungal Agents. In: Diagnosis and Treatment of
Human Mycoses. Totowa, New Jersey, Humana Press, 2008: p 105-133.

Aslan T. Yeni antifungaller. XIII. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon
Hastaliklar1 Kongresi, s 41-42, 14-18 Mart 2007, Antalya.

Cerikgioglu N. Kandida Infeksiyonlarinin Immunolojisi. Infeksiyon Dergisi
2007; 21: 55-61

Arikan S. Candida infeksiyonlarinin tedavisinde duyarlilik testlerinin dnemi,
Candida Mikrobiyolojisi ve Infeksiyonlart Simpozyumu, s 161- 167, 21-22
Haziran 2002, Eskisehir.

Cerik¢ioglu N. Antifungal duyarlilik testleri, 7. Antimikrobik Kemoterapi
Giinleri Program ve Ozet Kitab1, s 93-104, 13-15 Nisan 2006, Istanbul.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of yeasts.Fourth informational
supplemenr CLSI M27-S4. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
Pennsylvania, 2012.

Poyraz O. Firsatg1 enfeksiyon olusturan mantarlar. Genel ve Ozel Tibbi
Mikoloji, No. 101, Cumhuriyet Universitesi Yayinlari, Sivas, 2006: 129-152.
Yiicesoy M. Antifungallere duyarlilik ve direng, duyarlilik testlerinin gerekliligi
ve yorumu. 3. Ulusal Mantar Hastaliklar1 ve Klinik Mikoloji Kongre Kitabi; 27-
30 Mayzs, 2003; Bodrum, Tiirkiye. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayini, No. 46,
2003: 301-312.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of yeasts; approved Standard-third
edition. CLSI document M27-A3. Clinical and Laboratory Standards Institute,
Wayne, Pennsylvania, 2008.

Ranque S, Lachaud L, Gari-toussaint M et al. Interlaboratory reproducubility of
etest Amphotericin b and caspofungin yeast susceptibility testing and
comparison with the CLSI method. J Clin Microbiol 2012; 50: 2305-2309.



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

66

Altuncu E, Bilgen H, Cerik¢ioglu N ve ark. Neonatal Candida Enfeksiyonlar1 ve
etkenlerinin antifungal duyarliliklari. Mikrobiyoloji Biil 2010; 44: 593-603.

Das I, Nightingale P, Patel M, Jumaa P. Epidemiology, clinical characteristics,
and outcome of candidemia: experience in a tertiary referral center in the UK.
IntJ Infect Dis 2011; 15: 759-763.

Carrillo-Munoz AJ, Giusiano G, Eskurra PA, Quindos G. Antifungal agents:
made of action in yeast cells. Rev Esp Quimioler 2006; 19: 130-1309.

Tortorona AM, Peman J, Bernhardt H et al. Epidemiology of candidaemia in
Europa: results of 28 month European Confederation of Medical Mycology
(ECMM) hospital-based surveillance study. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
2004; 23: 317-322.

Gultekin B, Eyigor M, Tiryaki Y, Kirdar S, Aydin M. Kan Kiiltiirlerinden izole
Edilen Candida Suslarinda Antifungal Duyarliligin ve Baz1 Viriilans Faktorlerin
Arastirilmast ve RAPD-PCR ile Genotiplendirilmesi. Mikrobiyol Bil 2011; 45:
306-317.

Keceli Ozcan S, Mutlu B, Diindar D, Willke A. Kan kiltiirlerinden izole edilen
Candida spp. suslarmin  antifungal ilaglara karst1  duyarliliklarinin
belirlenmesinde buyyon mikrodiliisyon ile Etest yontemlerinin karsilagtiriimasi.
Mikrobiyoloji Bul 2010; 44: 263-271.

Hall L, Le Febre KM, Deml SM, Wohlfiel SL, Wengenack NL. Evaluation of
the Yeast Traffic Light PNA FISH Probes for Identification of Candida Species
from Positive Blood Cultures. J Clin Microbiol 2012; 50: 1446-1448.

Lockhart SR, Igbal N, Cleveland A et al. Species Identification and Antifungal
Susceptibility Testing of Candida Bloodstream Isolates from Population-Based
Surveillance Studies in Two U.S. Cities From 2008 to 2011. J Clin Microbiol
2012; 50: 3435-3442.

Cooke VM, Miles RJ, Price RG et al. New chromogenic agar medium fort the
identification of Candida spp. Appl Environ Microbiol 2002; 68: 3622-3627.
Hospenthal DR, Beckius ML, Floyd KL, Horvath LL, Murray CK. Presumptive
identification of Candida species other than C.albicans, C.krusei and
C.tropicalis with the chromogenic medium chromagar Candida. Ann Clin
Microbiol Antimicrob 2006; 3: 1-5.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21840742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nightingale%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21840742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21840742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jumaa%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21840742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Epidemiology%2C+clinical+characteristics%2C+and+outcome+of+candidemia%3A+experience+in+a+tertiary+referral+center+in+the+UK
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quind%C3%B3s%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16964330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15029512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hall%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Febre%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deml%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wohlfiel%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wengenack%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22238445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=New+chromogenic+agar+medium+fort+the+identification+of+Candida+spp.+Applied+and+Environmental+Microbiology
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hospenthal%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beckius%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Floyd%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horvath%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16390552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16390552

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

67

Horvath L, Hospenthal DR, Murray CK, Dooley DP. Direct isolation of Candida
spp. from blood cultures on the chromogenic medium CHROMagar Candida. J
of Clin Microbiol 2003; 41: 2629-2632.

Giiltekin A. Sistemik Kandidoz  Siipheli Hasta Orneklerinden Candida
Tiirlerinin izolasyonu, Tanimlanmasi ve Genotiplendirilmesi, Yiksek Lisans
Tezi, Erciyes Universitesi T1p Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kayseri, 2009: 83
Durmaz R. Polimeraz zincir reaksiyon yonteminin bakteriyolojide kullanimi. In:
Durmaz R. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji. 2. baski. Nobel Tip Kitapevi:
Istanbul, 2001:75-82.

Karahan C. Tanisal Mikrobiyolojide fliloresan in situ hibridizasyon
uygulamalari. In: Tekeli A, Ustagelebi $. Molekiiler Mikrobiyoloji Tani
Prensipleri ve Uygulamalar. Palme Yayincilik: Ankara, 2006:3-18.

Stone NRH, Gorton RL, Barker K, Ramnarain P, Kibbler CC. Evaluation of
PNA-FISH Yeast Traffic Light for Rapid Identification of Yeast Directly from
Positive Blood Cultures and Assessment of Clinical Impact. J of Clin Microbiol
2013; 51: 1301-2.

Da Silva RM, Neto JR, Santos CS et al. Evaluation of fluorescence in situ
hybridisation (FISH) for the detection of fungi directly from blood cultures and
cerebrospinal fluid from patiens with suscepted invasive mycoses. Ann Clin
Microbiol Antimicrob 2015; 14: 6.

Gherna M, Merz W. Identification of Candida albicans and Candida glabrata
within 1.5 hours directly from positive blood culture bottles with a shortened
peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization protocol. J of Clin
Microbiol 2009; 47: 247-8.

Lakner A, Essig A, Frickmann H, Popperts S. Evaluotion of fluorescence in siti
hybridisation (FISH) for the identification of Candida albicans in comparison
with three phenotypic methods. Mycoses 2012; 55: 114- 123.

Harris DM and Hata DJ. Rapid identification of bacteria and Candida using pna-
fish from blood and peritoneal fluid cultures: a retrospective clinical study. Ann
Clin Microbiol Antimicrob 2013; 12: 2.

Gorton RL, Ramnarain P, Barker K et al. Comperative analysis of Gram's strain,
PNA-FISH and Sepsityper with MALDI-TOF MS for the identification of
yeast direct from positive blood cultures. Mycoses 2014; 57: 592-601.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hospenthal%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12791890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12791890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dooley%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12791890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramnarain%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23390280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kibbler%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23390280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=identification+of+bacteria+and+Candida+using+pna-fish+from+blood+and+peritoneal+fluid+cultures%3A+a+retrospective+clinical+study.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=identification+of+bacteria+and+Candida+using+pna-fish+from+blood+and+peritoneal+fluid+cultures%3A+a+retrospective+clinical+study.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=identification+of+bacteria+and+Candida+using+pna-fish+from+blood+and+peritoneal+fluid+cultures%3A+a+retrospective+clinical+study.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=identification+of+bacteria+and+Candida+using+pna-fish+from+blood+and+peritoneal+fluid+cultures%3A+a+retrospective+clinical+study.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

68

Schmitt-Hoffman A, Nyman L, Roos B et al. Multiple-dose pharmacokinetics
and safety of the new antifungal triazole BAL4815 after intravenous infission
and oral administration of us prodrug, BALS8557, in healthy volunteers.
Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 286-93.

Morris MI, Villman M. Echinocandins in the management of invasive fungal
infections, Part2. An J Health Syst Pharm 2006; 63: 1813-2.

Karakog E, Yazg1 H, Aktas E, Uyanik MH. Cesitli Candida Tiirlerinin iki Farkli
Triazole Duyarliliklarinin  Mikrodiliisyon Yontemi ile Arastirillmasi. The
Eurasian Journal of Medicine 2007; 39: 173-177.

Moreira R, Neto J, Santos C et al. Evaluation of fluorescence in situ
hybridisation (FISH) for the detection of fungi directly from blood cultures and
cerebrospinal fluid from patiens with suscepted invasive mycoses. Ann Clin
Microbiol Antimicrob 2015; 14: 6.

Pfaller MA, Diekoma DJ. Epidemiology of invasive candidiosis: a persistant
public health problem. Clin Microbiol Rev 2007; 20: 133-63.

Orasch C, Marchetti O, Garbino J et al. Candida species distribution and
antifungal susceptibility testing according to European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing and new vs. old Clinical and Laboratory
Standards. Clin Microbiol Infect 2014; 20: 698-705.

Yigit N, Aktas E. Activities of amphotericin B, fluconazole and voriconazole
against Candida bloodstream isolates determined by broth microdilution and
disk diffsion methods. Tirk Hij Den Biyol Derg 2014; 71: 131-40.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Multiple-dose+pharmacokinetics+and+safety+of+the+new+antifungal+triazole+BAL4815+after+intravenous+infission+and+oral+administration+of+us+prodrug%2C+BAL8557%2C+in+healthy+volunteers.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evaluation+of+fluorescence+in+situ+hybridisation+(FISH)+for+the+detection+of+fungi+directly+from+blood+cultures+and+cerebrospinal+fluid+from+patiens+with+suscepted+invasive+mycoses.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evaluation+of+fluorescence+in+situ+hybridisation+(FISH)+for+the+detection+of+fungi+directly+from+blood+cultures+and+cerebrospinal+fluid+from+patiens+with+suscepted+invasive+mycoses.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24188136

EKLER



OZGECMIS



