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OZET

Ucar YA. Klinik 6rneklerden izole edilen Candida glabrata kompleksi suslarmnin
molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanmasi ve antifungallere duyarliliklarinin
belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul, 2023.

Candida glabrata insanlarda gastrointestinal sistem ve mukokutan6z membranlarin
mikrobiyotasinin tiyesidir. Risk faktorlerinin varlifinda firsat¢1 enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Suslarda flukonazole direng veya azalmis duyarlilik goriilebilmekte, son
yillarda ekinokandinlere direng gozlenme sikliginda da artis bildirilmektedir. Iki yeni
tir olan Candida nivariensis ve Candida bracarensis, C. glabrata sensu stricto ile
birlikte C. glabrata kompleksi iginde siniflandirilmaktadir. Bu iki yeni tiir yiizeyel ve
invazif c¢esitli enfeksiyonlarin etkeni olarak izole edilmis, C. glabrata’ya gore daha
direngli ve wvirilan olduklar1 belirlenmistir. Ancak fenotipik ve biyokimyasal
yontemlerle C. glabrata’dan ayirt edilememekte, yanlis tanimlanabilmektedirler. Bu
calismada, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve biyokimyasal temelli sistemlerle
C. glabrata olarak tanimlanmis toplam 40 sus ITS bolgesinin dizi analizi ile tiir
diizeyinde tanimlanmis ve antifungallere duyarhiliklar1 Sensititre YeastOne duyarlilik
paneli ile arastirilmistir. Suslarin tamaminin (%100) C. glabrata sensu stricto oldugu
belirlenmis, C. nivariensis ve C. bracarensis’e rastlanmamustir. Belirlenen minimum
inhibitér  konsantrasyonu (MIK) degerleri Clinical and Laboratory Standards
Institute’iin (CLSI) tlire 6zgii klinik sinir degerlerine, bu degerlerin belirlenmemis
oldugu antifungaller icin ise epidemiyolojik esik degerlerine gore degerlendirilmistir.
Suslarin tamaminin (%100) flukonazole doza bagli duyarli; kaspofungin, anidulafungin
ve mikafungine 39’unun (%97,5) duyarli, birinin (%2,5) direngli oldugu belirlenmistir.
Amfoterisin B ve itrakonazol igin 40 (%100), posakonazol icgin 37 (% 92,5),
vorikonazol i¢in ise 36 (% 90) susun vahsi tip (wild type-WT) oldugu tespit edilmistir.
C. nivariensis ve C. bracarensis’in epidemiyolojisi, virtlans 6zellikleri ve direng
profilleri ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasinin gerektigi, ayrica rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda C. glabrata kompleksinin tiir diizeyinde dogru olarak tanimlanmasi
ve antifungallere duyarliliklarinin belirlenmesinin énem tasidig1 diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: C. glabrata kompleksi, C. bracarensis, C. nivariensis, antifungallere
direng, ITS dizi analizi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 39523



ABSTRACT

Ucar YA. Identification of Candida glabrata complex strains isolated from clinical
specimens at the species level by molecular methods and determination of their
susceptibilities to antifungals. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Medical Microbiology. Master Thesis. Istanbul, 2023.

Candida glabrata is a member of microbiota of gastrointestinal tract and
mucocutaneous membranes in humans. In the presence of risk factors, it causes
opportunistic infections. Resistance or decreased susceptibility to fluconazole can be
observed in strains, and an increase in the frequency of resistance to echinocandins has
been reported in recent years. Two new species, Candida nivariensis and Candida
bracarensis, are classified together with C. glabrata sensu stricto in C. glabrata
complex. These two new species were isolated as the causative agent of various
superficial and invasive infections, and they were determined to be more resistant and
virulent than C. glabrata. However, they cannot be distinguished from C. glabrata by
phenotypic and biochemical methods and can be misidentified. In this study, a total of
40 strains isolated from various clinical specimens and identified as C. glabrata by
biochemical-based systems were identified at the species level by sequencing of ITS
regions and their susceptibility to antifungals was investigated with Sensititre YeastOne
susceptibility panel. All strains (100%) were determined to be C. glabrata sensu stricto,
while C. nivariensis and C. bracarensis were not found. The minimum inhibitory
concentration (MIC) values obtained were evaluated according to the species specific
clinical breakpoints and epidemiological cut-off values determined by Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). It was determined that all strains (100%) were
susceptible dose-dependent to fluconazole; 39 strains (97.5%) were susceptible, one
(2.5%) was resistant to caspofungin, anidulafungin and micafungin. All strains (100%)
for amphotericin B and itraconazole, 37 (92.5%) strains for posaconazole, and 36 (90%)
strains for voriconazole were found to be wild type (WT). It was thought that more
research should be done on epidemiology, virulence factors and resistance profiles of C.
nivariensis and C. bracarensis, and it is important in the routine microbiology
laboratories to correctly identify C. glabrata complex isolates at the species level and to
determine susceptibility to antifungals.

Key Words: C. glabrata complex, C. bracarensis, C. nivariensis, antifungal resistance,
ITS sequence analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 39523



1. GIRIS VE AMAC

En sik Candida albicans olmakla birlikte Candida tiirleri ¢evrede ve insanlarin
mikrobiyotasinda bulunan firsatg1 patojen mikroorganizmalardir. Candida glabrata da
insanlarin gastrointestinal sistem ve mukokutandz membranlarinin mikrobiyotasinin
uyesidir. Kuguk c¢ocuklar ile yaslilarda, altta yatan kronik hastaligi olan, genis
spektrumlu antibiyotik kullanan, santral vendz kateteri bulunan, yogun bakimda uzun
siire kalan kisilerde ve kanser hastalarinda yiizeyel veya sistemik ¢esitli enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis kisilerde hayat: tehdit eden ciddi
invazif enfeksiyonlara yol agmaktadir [1]. C. glabrata kandidemi olgularindan en sik
izole edilen albicans dis1 Candida tiirleri arasinda bulunmaktadir. izolasyon orani
ulkelere ve hasta popiilasyonuna gore degisiklik gostermekte olup genellikle C.
albicans’tan sonra ikinci ile dordiincii sirada yer almaktadir. C. glabrata’nin neden
oldugu invazif enfeksiyonlarda morbidite ve mortalite oran1 yaklasik %40-60 olarak
bildirilmistir [2, 3].

Yapilan molekiiler ¢alismalar C. glabrata’nin, iki yeni insan patojeni olan
Candida nivariensis ve Candida bracarensis ile ayni filogenetik klada ait oldugunu
gostermistir. Glinlimiizde C. glabrata sensu stricto, C. nivariensis ve C. bracarensis C.
glabrata kompleksi icinde siniflandirilmaktadir [4]. Rutin fenotipik identifikasyon
yontemleriyle veya biyokimyasal temelli sistemler ile tiir diizeyinde ayrim yapilamadig
icin kompleks icerisindeki tirlerin epidemiyolojileri veya klinik 6nemleri tam olarak

aydinlatilamamuistir [5].

C. nivariensis’in sindirim ve Urogenital sistemden izolasyonu bildirilmekte,
sindirim sisteminde kolonizan olarak bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Kandidemi,
vulvovajinal kandidoz, Uriner sistem enfeksiyonu, menenjit, orofarengeal kandidoz gibi
cesitli enfeksiyonlarin etkeni olarak rapor edilmistir. C. glabrata ile karsilastirildiginda
daha virtlan bir tiir oldugu bildirilmistir [6-8]. C. bracarensis’in epidemiyolojisi ve
viriilans faktorlerine iliskin C. nivariensis’e gére daha az veri bulunmaktadir.
Vulvovajinal kandidoz, pelvik apse ve kandidemi etkeni olarak izolasyonu bildirilmistir

[7, 9]



C. glabrata genellikle flukonazole ve diger azollere azalmig duyarlilik
gostermektedir. Son yillarda ekinokandinlere direng de siklikla rapor edilmektedir. C.
nivariensis, C. glabrata’ya gore azollere daha direngli bir tirdur. Ozellikle flukonazole
ve vorikonazole direng gorilmektedir [8, 10]. C. bracarensis’in de azollere ve

amfoterisin B’ye C. glabrata’ya gore daha direncli oldugu belirlenmistir [10, 11].

Kullanimda olan az sayidaki antifungallere ragmen yayginlasan diren¢ sorunu
tedavi segeneklerini kisitlamakta ve yeni ilaglara ihtiyaci artirmaktadir. C. glabrata
kompleksi ig¢indeki tiirlerin dogru ve hizli tanimlanmasi, ve antifungallere duyarlilik

profillerinin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir [12, 13].

Bu c¢aligmada, cesitli klinik orneklerden izole edilerek biyokimyasal temelli
sistemler ile C. glabrata olarak tanimlanmis suslarin ITS bélgesinin dizi analizi ile tir
diizeyinde tanmimlanmasi, C. nivariensis ve C. bracarensis tiirlerinin varlig1 agisindan
yeniden  degerlendirilmesi ve  antifungallere  duyarliliklarinin  arastirilmasi

amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihcge

Firsat¢1 bir patojen olan Candida glabrata, ilk olarak 1917 yilinda Harry W.
Anderson tarafindan bir hastanin diski 6rneginden izole edildi ve Cryptococcus
glabratus olarak adlandirildi. Daha sonra yapilan ¢alismalar ile birlikte yalanci hif
olusturmamasi, morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerinin Torulopsis cinsine benzemesi
nedeniyle 1938 yilinda Torulopsis glabrata olarak isimlendirildi. 1978 yilinda Candida
tirlerinin ayrimlarinin yalanci hif olusturma yeteneginden bagimsiz olmasi gerektigi
kabul edilerek Torulopsis ve Candida cinsleri, Candida ismi altinda birlestirildi ve
Candida glabrata olarak smiflandirilmasina karar verildi. Sonradan yapilan molekiiler
evrim ¢alismalarma dayanarak bu tlr, Nakaseomyces cinsine dahil edildi ve

Nakaseomyces glabratus olarak adlandirildi [14].

2.2. Taksonomi

Gunumuzde mantarlar alemi, Dikarya alt alemi, Ascomycota subesi,
Saccharomycotina alt subesi, Saccharomycetes sinifi, Saccharomycetales takima,
Saccharomycetaceae ailesi, Nakaseomyces cinsi, Nakaseomyces/Candida klan1 ve
glabratus tiiri olarak smiflandirilmaktadir. Nakaseomyces cinsi icinde patojen tdrler
olan C. glabrata, Candida nivariensis, Candida bracarensis ile gevresel tirler olan
Candida castellii, Kluyveromyces delphensis ve Kluyveromyces bacillisporus
bulunmaktadir [14].

C. glabrata’nin tam genom analizinin 2004 yilinda tamamlanmasiyla birlikte
genetik ve metabolik ozellikleri agisindan C. albicans’tan daha cok, bir model

organizma olan Saccharomyces cerevisiae’ye benzerlik gosterdigi anlagilmigtir [15].

Iki yeni patojen maya tiirii olan C. nivariensis ve C. bracarensis sirasiyla 2005
ve 2006 yillarinda molekiiler yontemlerle tanimlanarak Nakaseomyces cinsine eklenmis
ve bu Ug¢ tir birlikte C. glabrata kompleksi olarak adlandirilmistir [16, 17]. Bu tirlerden
C. nivariensis (Nakaseomyces nivariensis) ilk olarak Ispanya’da 1999 yilinda bir
hastanin bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneginden, 2001 yilinda baska bir hastanin kan
kiiltiirtinden ve 2002 yilinda bir diger hastanin idrar 6rneginden izole edilmistir [16]. C.

bracarensis’in (Nakaseomyces bracarensis) ilk izolasyonlari ise adini aldigi Portekiz’in



Braga sehrinde bir hastanin vajinal sekresyonundan ve Ingiltere’de bir hastanin kan
kiiltiirtinden gergeklesmistir [17]. Bu iki yeni tiir fenotipik O6zellikleri agisindan C.
glabrata’ya benzerlik gosterdikleri igin gelencksel yontemlerle tanimlanma basarilart
diisik olmakta ve molekiiler yontemlerin kullanilmas1 gerekmektedir. Ilk
izolasyonlarinda bu nedenle C. glabrata olarak yanlis tanimlanmis, yillar sonra
molekiiler yontemlerle tanimlanarak yeni iki tiire ait olduklar1 anlagilmistir. Kompleks
icerisindeki bu tlrler ribozomal DNA’nin (rDNA) internal transcribed spacer (ITS)
bolgesinin ve daha da korunmus olan rDNA’nin biiyiik alt biriminde yer alan D1/D2
bolgelerinin dizi analizi ile ayirt edilebilmektedir [10]. C. glabrata kompleksinde
bulunan tiirlerin birbirleriyle ve bazi patojen Candida tiirleriyle filogenetik iligkileri

Sekil 2-1’de gosterilmistir [15].
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Sekil 2-1: C. glabrata kompleksinin filogenetik iliskileri

2.3. Morfoloji ve Ureme Ozellikleri
Nukleoluslu bir cekirdek, nlkleer zar ve dogrusal kromozomlar dahil olmak

tizere bir¢ok tipik dkaryotik hiicre 6zelligine sahip olan mantar hticrelerinde mitokondri,
endoplazmik retikulum ve golgi aygiti gibi organeller ve ribozomlar bulunur.

Sitoplazma, mikrottballer ve mikrofilamentler iceren bir sitoskeleton icerir. Mantar



hiicre zarindaki sterol, ergosterol olarak adlandirilir ve memeli hiicrelerinde bulunan
kolesterol ile farklilik gosterir. Mantar hiicreleri, bakteri ve bitki hiicrelerinden farkl
yapida sert bir hiicre duvarina sahiptir. Hicre duvarimin  kimyas1 bakteri
hiicrelerinkinden farklidir ve bilesenleri mantar tiirleri arasinda degisiklik gosterebilir.
Genellikle igte kitin tabakasi, ona bitigik B-(1,3) ve B-(1,6)-glukan tabakasi ve dista -
(1,3)-glukan ile Candida tirlerinde mannan ve mannoproteinlerden olugur. Mannan ve
mannoproteinler konakta antikor olusumuna neden olan antijenik 6zellikte yapilardir.
Glukanlar ve kitin de hiicre duvarmin Onemli yapisal bilesenleridir ve konagin
bagisiklik yanitini etkilerler [18].

C. glabrata kompleksinde bulunan tiirler diger Candida tiirlerinin aksine yalanci
hif olusturmamakta, optimum {iireme sicakligir olan 37°C’de oval, yaklasik 1-4 pm
boyutunda olan blastokonidyumlar halinde bulunmaktadir (Sekil 2-2) [19]. Bu
blastokonidyumlar C. albicans’in (4-6 pm) blastokonidyumlarindan kiigiiktiir.
Sabouraud dekstroz agar’da (SDA) beyaz veya krem rengi parlak, duzgin koloniler
olustururlar. Misir unlu-Tween 80 agarda ise 25°C’de 72 saatlik inkiibasyon sonucu
kiiciik, oval ve u¢ kisimlarindan tomurcuklanan blastokonidyumlar olusmakta, yalanci
hif olusumu ise gozlenmemektedir (Sekil 2-3). Germ tipii olusturmazlar ve

siklohekzimitli besiyerlerinde tireme gostermezler [20].

Sekil 2-2: Elektron mikroskobunda tekli ve tomurcuklanan C. glabrata hicrelerinin
goranuma



Sekil 2-3: Musir unlu-Tween 80 agarda C. glabrata’min mikroskobik goriiniimii (x400)

Candida tiirleri igin segici ve ayirt ettirici olan kromojenik agarda C. glabrata
sensu stricto pembe/mor koloniler olusturken, C. bracarensis ve C. nivariensis
beyaz/krem rengi koloniler olusturmaktadir (Sekil 2-4) [21]. Bu g turtin fizyolojik
ozellikleri Tablo 2-1°de karsilastirilmistir [4].

Sekil 2-4: Iki farklh kromojenik agarda C. glabrata kompleksindeki tiirlerin kolonilerinin
renkleri



Tablo 2-1: C. glabrata kompleksi tGyelerinin fizyolojik 6zellikleri

Candida glabrata  Candida nivariensis ~ Candida bracarensis

. ATCC 2001 = CBS CBS 9983 = CECT CBS 10154 = CECT
Ozellikler 138 11998 12000

Ureme

Siklohekzimitli SDA

(25°C)

SDA (37°C) + + +
YPD (30°C) + + +
YPD (45°C) - - -
YPD besiyerinde
bulaniklik (37°C)

Asimilasyon

Dekstroz - - -
Maltoz - - -
Sakkaroz - - -
Laktoz - - -
Galaktoz = - -
Melibiyoz - - -
Selobiyoz - - -
Inositol = g -
Ksiloz - - -
Rafinoz - - -
Trehaloz + + +
Dulcitol (Galaktitol) - - -
KNO3 - - -
2-Keto-glukonat - - -
Gliserol + + +

Fermentasyon

Dekstroz + + +
Maltoz - - -
Siikroz - - -
Laktoz - - -
Galaktoz - - -
Trehaloz + + +
Selobiyoz - - -

Diger Ozellikler

Germ tlpu - - -
Ureaz (25°C) - - .
Askospor - - -
Klamidospor - - -
Eskdlin hidrolizi - - -
Yalanci hif - - -

SDA: Sabouraud dekstroz agar, YPD: Yeast extract peptone dextrose (Maya 0ziitii peptonlu dekstroz), KNOz:

Potasyum nitrat



2.4. Epidemiyoloji

En sik C. albicans olmak izere Candida tiirleri ¢evrede yaygin olarak bulunan,
insanlarin ve sicak kanli hayvanlarin mikrobiyotasinda yer alan mikroorganizmalardir.
Insanlar yiyecekler, bitkiler, ¢esitli yiizeyler, su ve toprak gibi cevresel kaynaklar
araciligryla stirekli Candida tiirlerine maruz kalmaktadir. Hastane ortami da hastalar
icin  ozellikle direncli Candida tirleriyle kolonizasyon agisindan kaynak
olusturmaktadir. C. glabrata insanlarin gastrointestinal sistem ve mukokutandz
membranlarinin - mikrobiyotasinda bulunan firsatg1 patojen bir maya tiiriidiir.
Gastrointestinal sistemden en sik izole edilen Candida tiirleri sirasiyla C. albicans, C.

tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata’dir [1, 22].

Candida tiirleri arasinda enfeksiyon etkeni olarak en sik C. albicans izole
edilmektedir. Ancak son yillarda albicans disi Candida tiirlerinin insidansinda artis
gorilmektedir. C. glabrata’nin neden oldugu enfeksiyonlar da, &zellikle son yillarda
artmistir.  Bu enfeksiyonlar genellikle endojen kaynaklidir. Ancak hastanelerde
personelin ellerinden, beslenme soliisyonlarindan veya tibbi cihazlardan bulagma

bildirilmistir [1, 3].

C. glabrata deri ve mukoza enfeksiyonu, Uriner sistem enfeksiyonu, kandidemi,
dissemine enfeksiyon, endokardit ve menenjit gibi cesitli klinik tablolara neden
olmaktadir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmus kisilerde hayati tehdit eden enfeksiyonlara
yol agmaktadir. C. glabrata enfeksiyonlar1 igin risk faktorleri yas, altta yatan hastalik
varligi, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, santral vendz kateter varligi, yogun
bakimda uzun siire kalis ve kanser hastalarinda flukonazol tedavisidir. Kandidemi
olgularindan en sik izole edilen turler C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata ve C. krusei’dir. Bu tirlerin izolasyon oranlar1 iilkelere ve hasta
popiilasyonuna gore degisiklik gostermektedir [1]. C. glabrata’nin neden oldugu invazif
enfeksiyonlarda, muhtemelen bu tiiriin yaygin olarak kullanilan azollere duyarliliginin
diisiik olmasindan dolayr morbidite ve mortalite orani yaklasik %40-60 olarak
bildirilmistir [3].

Izolasyonlarin ¢ogu Amerika’da yapilan ve 2017-2020 yillar1 arasini kapsayan
bir ¢alismada C. glabrata’nin, kandidemi vakalarinin %38’inden sorumlu ve birinci
sirada yer alan etken oldugu belirlenmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin altta yatan

en az bir hastaliginin oldugu ve yas ortalamasi yiikseldik¢ce 6liim oranmin da arttigi



tespit edilmistir [23]. C. glabrata, diinya genelinde oldugu gibi Birlesik Krallik, Kuzey
Avrupa (Finlandiya, Norveg ve Danimarka dahil) ve Avustralya'da da invazif kandidoz
etkenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir [24]. Cin’de 2009-2014 yillar1 arasinda
Cin Hastanesi Invazif Mantar Siirveyans Ag1 (CHIF-NET, China Hospital Invasive
Fungal Surveillance Net) tarafindan yapilan ¢ok merkezli bir arastirmada,
kandidoz/invazif kandidoz vakalarinda C. glabrata kompleksi, en cok izole edilen
dordincu tar (% 10,8) olarak belirlenmistir [25]. CHIF-NET tarafindan 2015-2017
yillar1 arasinda yapilan ikinci arastirmada artan bir prevalans (%12) ile tekrar en sik

izole edilen dordiincii tiir olmustur [26].

Ulkemizde yapilan calismalarda C. glabrata’nin kandidemi etkeni olarak %0,5-
15,5 izolasyon siklig1 ile ikinci ila besinci siralarda yer aldigi tespit edilmistir [27-32].
Turkiye’de 2011-2016 yillarim1 kapsayan ve kan Kkiiltiirlerini inceleyen baska bir
calismada, C. glabrata’nin insidansinin yillar i¢inde %8’den %10’a yiikseldigi
belirlenmistir. C. albicans ve C. parapsilosis kompleksinden sonra kan érneklerinden en

sik izole edilen tiglincii tiir oldugu bildirilmistir [29].

Oral C. glabrata enfeksiyonlarinin prevalansinda ve izole edilen suslarin
azollere direncinde son yillarda artig oldugu belirlenmistir. Japonya’da oral kandidoz
tanist konmus yaslh hastalar1 kapsayan bir arastirmada C. glabrata, C. albicans’tan
sonra en sik izole edilen ikinci etken (%22,4) olarak tespit edilmistir. Ayrica, ¢alisma
grubundaki bazi hastalarda C. albicans ve C. glabrata ko-enfeksiyonu goriilmiis ve
takma dis kullanma ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir [33]. Iran’da HIV ile
enfekte hastalarin oral kavitelerinden alinan 6rnekler incelendiginde Candida tirleri
arasinda C. glabrata en sik lglincii etken (% 22,8) olarak belirlenmistir [34]. Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada C. glabrata, oral kandidoz tanist konmus hastalar arasinda en sik

izole edilen ikinci etken (% 23,5) olarak tespit edilmistir [35].

Son on yilda Candida kaynakli iiriner sistem enfeksiyonu (USE) vakalari
artmistir. Yapilan caligmalar, idrar kiiltiirlerinde Candida tremesi bildirilen vakalarin
cogunlugunda gegici kolonizasyonun s6z konusu oldugunu ve bu durumun sistemik
enfeksiyonla iligkili olmadigimi goéstermektedir. Ancak, Candida spp. kaynakli kan
enfeksiyonlarinin %10'u kandidiiri ile sonuglanir. Kandidiiri i¢in en yaygin risk faktorii
ozellikle yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda kateter kullanimidir. Kandidiiri

vakalarinda Candida tiirleri arasinda, klinik 6rneklerin ¢gogundan izole edilen ana etken



C. albicans'tir. Bununla birlikte, uluslararast bir siirveyans ¢alismasinda C. glabrata
baskin tiir olarak belirlenmistir [36]. Meksika’da yapilan bir calismada USE tanis1 almis
hastalardan alinan idrar Ornekleri incelendiginde, C. glabrata %35,29’luk oranla
Candida tiirleri arasinda en sik izole edilen birinci etken olarak bulunmustur [38].
fran’da yapilan bir ¢alismada ise ilk siradaki etken olan C. albicans’tan (%38) sonra
ikinci etken (%28,6) oldugu tespit edilmistir [37]. Ulkemizde yapilan bir calismada da,
[ran’daki bulgularla uyumlu olarak C. albicans’tan sonra ikinci en sik etken (%15,6)

oldugu belirlenmistir [39].

C. nivariensis yeni bir Candida tiri olarak ilk kez Alcoba-Florez ve ark. [16]
tarafindan 2005 yilinda bildirilmistir. Arastirmacilar Ispanya’da 1999, 2001 ve 2002
yillarinda i¢ ayr1 hastanin sirasiyla bronkoalveolar lavaj (BAL), kan kiiltiirii ve idrar
orneklerinden izole ettikleri suslar1 6nce biyokimyasal temelli sistemlerle C. glabrata
olarak tanimlamig, daha sonra molekiiler yontemlerle yeni bir tir oldugunu
belirlemislerdir. C. nivariensis'in sindirim ve iirogenital sistemlerden artan sayida
izolasyonu bildirilmistir. Sindirim sisteminde kolonizan olarak bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Bitkilerden ve topraktan izolasyonu da rapor edilmistir [6]. Bu tur
kandidoz, vulvovajinal kandidoz, Uriner sistem enfeksiyonu, menenjit, orofarengeal
kandidoz gibi ¢esitli enfeksiyonlarin etkeni olarak izole edilmistir. C. glabrata ile

karsilastirildiginda daha viriilan ve direngli bir tiir oldugu belirlenmistir [7, 8].

C. bracarensis yeni bir tiir olarak 2006 yilinda Correia ve ark. [17] tarafindan
bildirilmistir. Daha nce Portekiz’de bir hastanin vajinal sekresyonundan ve Ingiltere’de
bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen ve C. glabrata olarak tanimlanan iki susun
molekiiler yontemlerle farkli ve yeni bir tlire ait oldugu tespit edilmistir.
Epidemiyolojisi ve viriilans faktorlerine iliskin C. nivariensis’e gore daha az veri
bulunmaktadir. Vulvovajinal kandidoz, pelvik apse ve kandidemi etkeni olarak kabul
edilse de epidemiyolojisi veya viriilans faktorleri hakkinda yeterli bilgi

bulunmamaktadir [7, 40].

C. glabrata suslarimin flukonazole duyarliligi degisiklik gostermekle birlikte
genellikle azalmis duyarliliga sahiptir. Son yillarda ekinokandinlere direncli suslarin
izolasyon oraninda da artis goriilmektedir. C. nivariensis azollere duyarlilig1 en az olan
turdur. Ozellikle flukonazole ve vorikonazole direng gorilmektedir. C. glabrata sensu

stricto ise flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole C. nivariensis’e gore daha duyarlidir



[8, 10]. C. bracarensis’in azollere ve amfoterisin B’ye C. glabrata’ya gore daha direncli

oldugu belirlenmistir [11].

2.5. Virulans Faktorleri

C. glabrata kompleksinin patojenitesi, konak dokuya, kateter ve benzeri
cisimlere tutunma, proteazlar, lipazlar ve hemolizinler gibi dokuya zarar veren hidrolitik
enzimlerin Uretilmesi, biyofilm olusturma, ortam kosullarima adaptasyon ve konak
savunma hiicrelerinden kagma yetenekleri gibi ¢ok sayida viriilans faktorii ile iliskilidir.
Bu virulans Ozellikleri sayesinde yiizeyel veya yasami tehdit eden invazif
enfeksiyonlara neden olabilirler. C. glabrata kompleksinin virtlans faktérlerinin ve
konak hicreleri ile girdigi etkilesimlerin aydinlatilmasi tedavide basar1 oraninin

yiikselmesine yardimci olacaktir [41].

Viriilanst en yiiksek olan ve enfeksiyonlardan en sik izole edilen Candida tir
olan C. albicans’in aksine yalanci hif olusturmamasi ve daha az sayida viriilans
faktoriine sahip olmasma ragmen C. glabrata, albicans dis1 Candida tiirleri arasinda
giderek artan siklikta enfeksiyonlara neden olmaktadir [4]. Normal sartlar altinda
kommensal olarak insan vicudunda bulunan C. glabrata, uzun sureli antibiyotik
kullanimi, diyabet, kanser, uzun siire hastanede yatis, intravendz kateter kullanimi,
mukozal bariyerlerin hasar goérmesi, immunsupresyon, kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalar1 sonucunda firsatg1 enfeksiyonlara neden olmaktadir [22]. C. nivariensis ve

C. bracarensis’in viriilans faktorleri ile ilgili veriler hentiz sinirlidir [10].

2.5.1. Adezyon

Bir patojenin kolonizasyonunda ve enfeksiyonunda rol oynayan ilk asama
adezyon yani konak hiicrelere yapismadir. Patojen ne kadar kuvvetli bir sekilde konak
hiicrelerine tutunursa, immiin sistemden gelen saldirilardan ve ilaglarin etkilerinden o

kadar giiclii bir sekilde korunur [41].

C. glabrata’nin hidrofobik hiicre duvarinda g¢esitli adezin proteinleri
bulunmaktadir. Bunlardan epitelyal adezinler (Epa proteinleri) C. glabrata’nin
viriilansinda gérev alan en onemli hiicre ylizey proteinleridir. Epa genleri tarafindan
kodlanan Epa proteinleri, C. albicans’ta adezyondan sorumlu olan Als proteinlerine
benzerlik gostermektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda 17 ile 23 iiyesi oldugu

diistiniilen bu gen ailesinin C. glabrata kompleksindeki ii¢ tiirde de bulundugu, ancak



sayilarinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir [3]. Gabaldon ve ark. [6] ¢alismalart
kapsaminda dizi analizi yapilan C. glabrata, C. bracarensis, C. nivariensis ve patojen
olmayan Nakaseomyces delphensis suslarinda sirasiyla 18, 12, dokuz ve bir Epa geni
bulundugunu tespit etmislerdir. Bu da C. glabrata kompleksinin iiyelerinin viriilansinda
Epa gen ailesinin olduk¢a 6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica farkli sayida Epa
geninin eksprese edilmesi ile ¢oklu ila¢ direngleri ortaya ¢ikmaktadir. Pwp7p ve Aedlp
de C. glabrata’da bulunan ancak C. albicans ile S. cerevisiae’de bulunmayan ve endotel

hlcrelerine adezyonda rol oynayan proteinlerdir [14].

Baz1 ¢evresel faktorlerin de C. glabrata kompleksinin adezyonunu
kolaylastirdigi belirlenmistir. Ortamin asiditesinin artmasi ve dis protezi kullanan
hastalarin agiz mukozasinda yer alan bakterilerin hiicre dis1 polimer {iretmesi, gebelik
sirasinda vajinal sekresyonda ostrojen ve glikojenin artisina bagl olarak mayalar i¢in
karbon agisindan zengin beslenme ortaminin olusmasi bu duruma Ornek olarak
verilebilir. Ayrica C. albicans’in varliginin mukoz membranlarda hasara neden olarak

C. glabrata kompleksinin adezyonunu kolaylastirdigi gosterilmistir [10].

2.5.2. Biyofilm Olusumu

C. glabrata canli ve cansiz yizeylerde, 6zellikle kateter ve implant gibi tibbi
cihazlarda biyofilm olusturabilmektedir. Biyofilm gelisiminde mayanin canli veya
cansiz yiizeye adezyonu ve kolonizasyonunu takiben c¢ogalmasiyla altta
mikrokolonilerden olusan bir bazal tabaka, iist kisimda ise karbonhidrat ve protein
acisindan zengin hiicre dis1t matriks olugsmaktadir. Biyofilm maya hiicrelerini
antifungallerin ve toksik maddelerin etkisine, konagin bagisiklik sistemine ve gevresel

kosullara kars1 korumakta, besinlere ulagsmalarini1 kolaylastirmaktadir [1].

Kapsamli genetik tabanli ¢alismalar C. glabrata i¢in biyofilm olusumunda
onemli belli bagh genleri ortaya ¢ikarmistir. Epal ve Epa6 adezinleri basta olmak iizere
adezinler, hiicre duvar1 proteinleri ve RNA polimeraz II aract kompleksi altbirimleri
biyofilm olusumunda 6nem tasimaktadirlar [14]. Bunlardan Epal, C. glabrata’da
onemli bir viriilans faktoriidiir ve epitelyal hiicrelere in vitro adezyonun %95'ini saglar.
Epa6 ve Epa7, bobrek ve mesane kolonizasyonuna yonelik olarak in vivo kosullarda
etkin rol oynar ve biyofilm olusumunu artirir. Transkriptomik ve proteomik c¢aligsmalar,
EPA genleri disinda C. glabrata'nin biyofilmle iliskili Pwp (PWP1-7), Aed (AED1 ve
AED2) ve Awp (AWP1-6 ve AWP8-13) gibi baska adezin ailelerine de sahip oldugunu



ortaya koymustur. Bu genler, klinik izolatlarda genellikle daha fazla bulunmakta ve

patogenezde dnemli bir rol oynadiklar diigiiniilmektedir [42].

2.5.3. Enzimatik Aktivite

Hidrolitik enzimlerin salgilanmasi ile konakta doku hasarina neden olmak,
Candida tiirlerinin sahip olduklar viriilans faktorleri arasindadir. C. glabrata tarafindan
uretilen hidrolitik enzimler olan proteazlar, fosfolipazlar, lipazlar ve hemolizinler
mantar hiicrelerinin hayatta kalmasi ve makrofajlar icerisinde ¢ogalmasina yardimci
olurlar. Ayrica deri, vajina ve oral mukoz membranlarda hasara neden olarak bu

bolgelerde yerlesmelerini ve gogalmalarini saglarlar [10, 22].

C. glabrata’nin sahip oldugu viriilans faktorleri arasinda Yapsins olarak da
bilinen aspartil proteinazlar 6nem tasimaktadir. Proteinazlar konak dokusunda ve
mukoz membranlarda hasara neden olarak kolonizasyon ve invazyona yardimci

olmakta, immiin sisteme ait veya yapisal proteinleri parcalamaktadir [14].

Hiicre membraninda yer alan fosfolipidlere kars1 etkili olan fosfolipazlar, hiicre
biitiinliigini bozarak mukozal epitelyumun invazyonuna yardimci olan viriilans
enzimlerindendir. Fakat, C. glabrata’da fosfolipazlarin aktivitesi yaygin degildir. Hiicre
membranindaki ester baglarin1 degrede ederek hiicre invazyonunu saglayan esteraz
enzimlerinin varligi da C. glabrata kompleksi izolatlarinda degisiklik gOstermektedir
[42].

Triagilgliserollerin hidrolizinde rol oynayan lipazlar C. glabrata tarafindan da
uretilmektedir. C. albicans'ta, lipazlart kodlayan on adet gen tanimlanmistir ve farelerde
yapilan intravendz enfeksiyon modelinde, bu genlerin mutasyona ugramis formlarinin
belirgin sekilde daha az virllan oldugu gosterilmistir. Ancak C. tropicalis'te C. albicans
(LIP1-10) ile benzer dizilere rastlanmis olsa da, C. glabrata'da bu diziler

bulunmamistir. Konuyla ilgili daha detayli ¢aligmalara ihtiyag vardir [22].

Diger Candida tdrleri gibi, C. glabrata da konak hucrelerinde bulunan
hemoglobinleri parcalayarak demir elde edebilir ve bu demiri metabolik sirecler icin
kullanabilir. Hemolizlerin {iretimi ortamda glikozun varlig ile iliskilidir. C. glabrata ve
diger albicans dis1 Candida tiirleri, in vitro olarak hemolizinler iiretebilir ve kismi veya
tam eritrosit yikimi1 gergeklestirebilirler, ancak bu durum tiirler, hatta suslar arasinda

degisiklik gostermektedir [22].



C. bracarensis ve C. nivariensis’te enzimatik aktivitenin varligi hakkinda az
sayida arastirma bulunmaktadir. C. bracarensis’de DNaz ve koagllaz aktivasyonu
hari¢, aspartil proteinaz, fosfolipaz, hemolizin ve katalaz aktivitesine rastlanmistir.
Yapilan arastirmalarda C. glabrata kompleksi icinde ylksek miktarda hemolizin Gretimi

C. nivariensis ve C. bracarensis’de goriilmiis, C. glabrata’da ise rastlanmamustir [10].

2.5.4. Ortam Sartlarina Adaptasyon

Kommensal bir mantar tiri olan C. glabrata kompleksi konaktaki cevre ve
besin sartlarina kolaylikla uyum saglayabilmektedir. Diger Candida tirlerinde de
oldugu gibi konaktan gerekli besinleri alabilmek icin yiiksek derecede metabolik
esneklik gostererek adaptif mekanizmalar gelistirmekte, konagin immiin sistemine ve

cevresel strese karsi hayatta kalabilme sansini arttirmaktadir [3].

Mayalar  cevredeki karbon kaynaklarimi  sensor/reseptor  baskilayici
(sensor/receptor repressor, SRR) sinyal yolu sayesinde belirli bir siraya gore
kullanmaktadir. Maya metabolizmasi i¢in glikoz, mannoz ve fruktoz en ¢ok tercih
edilen ilk ii¢ sekerdir. Bu ii¢ seker maya reseptorleri tarafindan algilanmakta ve ana
maya glikoz tastyicilar ile hiicre igerisine alinmaktadir. C. glabrata kompleksi, konak
hiicrede ¢evredeki ¢ok cesitli sekerleri algilayabilmekte ve besin agisindan zengin veya
fakir ortamlarda g¢ogalabilmektedir. Farkli ortamlara adaptasyonundaki basaris1 C.
glabrata’nin bir kommensal ve patojen olarak insan viicudunda varligini stirdiirmesine

katk1 saglamaktadir [43].

Cevresel strese kars1 gorev yapan iki transkripsiyonel regiilatdr olan CgMsn2 ve
CgMsn4, oksidatif strese kars1 gérev yapan CgCtal, iki siiperoksidaz dizmutaz CgSodl
ve CgSod2 ve glutatyon biyosentetik enzimler CgGshl ve CgGsh2 bazi stres
regiilatorleridir. Ayrica C. glabrata’nin hiicre duvarinda yer alan protein kinaz C
(PKC)-aracili sinyal yolagi CgSlt2 ile diger sinyal kaskad proteinleri hiicre duvari
stresinden kurtulmasinda rol oynar. Bu sinyal kaskadlar1 azol ve ekinokandin grubu

antifungallerin sebep olduklar strese karsi korunmada da gereklidir [14].

C. glabrata’nin makrofajlar tarafindan C. albicans’dan daha yuksek oranda
tanindi1g1 ve fagosite edildigi belirlenmistir. Bu durumun sebebinin mannana bagiml
fakat glukan veya kitinden bagimsiz oldugu tespit edilmistir. C. glabrata makrofaj
igerisine alindigr zaman fagozomun olgunlasma siirecinde degisiklige neden olmakta,

katepsin D’nin aktivasyonunu ve ortamin asidik hale gelmesini engellemektedir. Bu



sayede canli kalarak cogalmakta ve sonunda hiicreyi parcalayarak serbest hale
gelmektedir. Yilksek aktif katalaz ekspresyonu ve pigment iiretimi gibi diger hayatta
kalma mekanizmalari ile de bu fagozomlara zarar vererek kurtulma sanslarini arttirirlar

[41].

2.6. Konak Hiicreleri ile Etkilesim

Kommensal ve bazi durumlarda patojen bir mantar tiirii olmasi nedeniyle C.
glabrata kompleksi insan epitel, endotel ve bagisiklik hiicreleri ile yakin bir iliski
igerisindedir [22]. Son yirmi yil iginde, C. glabrata'nin neden oldugu mukozal ve kan
dolasimi enfeksiyonlar1 sirasinda kullandigi viriilans 6zelliklerini ve konagm immiin
cevabini agiklamak igin, in vitro, ex vivo ve in vivo model sistemleri kullanilarak ¢esitli

caligmalar yapilmistir [44].

C. glabrata kompleksinin patojen-konak etkilesimi daha ¢ok konagin bagisiklik
yanitim1 baskilamak veya bagisiklik hiicrelerinden kagmak, ayrica oksidatif, besin

yonlnden elverissiz kosullara uyum saglayarak hayatta kalmasina dayanmaktadir.

2.6.1. C. glabrata ve Epitel Hiicre Etkilesimi

Oral, bobrek ve vajinal epitel hiicreleri dahil olmak {izere farkl hiicre tiplerine
baglanma 6zelligi gosteren C. glabrata’da, Epa adezin ailesine ait GPI aracili hiicre
yilizey adezin genlerinin diger maya hiicrelerine kiyasla daha fazla sayida oldugu ve
baglanma siirecinde énemli rolii oldugu bildirilmistir [45]. Ayrica, bu adezinlerin ligand
ozgiilliigi, C. glabrata'nin gesitli konak yapilarina tutunma ve kolonize olma kabiliyeti
ile uyumludur [44]. C. glabrata’da en 6nemli adezyon proteini Epal olmasina ragmen,
Epa6 ve Epa7 proteinleri de belirli kosullar altinda 6nemlidir. Epa6’nin, C. glabrata’nin
insan hiicre dis1 matriks proteini olan fibronektine baglanmasina aracilik ettigi

belirlenmistir [14].

Konak epitel hicrelerinin C. glabrata kompleksi ile etkilesimi in vivo olarak
siganda incelendiginde, trakeal epitel hiicrelerinde Toll-benzeri reseptér 2 (TLR2), oral
epitel hicrelerinde ise laktosilseramid reseptorii CDw17 tarafindan NF-kB sinyalinin
aktive edildigi gorilmiistir. Bu bulgular, C. glabrata'nin ¢esitli konak dokular
tarafindan taninmasinda bireysel hiicre duvari bilesenlerinin etkisine isaret etmektedir
ve C. glabrata ile konak arasindaki ilk temasin hiicre duvari tarafindan saglandig

hipotezini desteklemektedir [44].



2.6.2. C. glabrata ve Endotel Hiicre Etkilesimi

Adherens ve penetrasyon, dissemine enfeksiyon gelismesi i¢in gereken iki
onemli adimdir. C. glabrata’nin in vitro insan umblikal ven endotel hiicresi (HUVEC)
modelinde endotel bariyeri asarak kan dolagimina gegebildigi gosterilmistir. GPI aracili
hiicre duvari proteinleri olan CgPwp7 ve CgAedl’in HUVEC’e baglanabilmek i¢in
gerekli oldugu ve bu proteinleri tasimayan mutant hiicrelerin baglanmasinin 2-3 kat az
oldugu belirlenmistir [14]. Bir baska calismada, N-bagli glikolizasyon sisteminin iki
enzimi olan a-1,6-mannosiltransferaz  (CgAnpl) ve «o-1,2-mannosiltransferazin
(CgMnn2) da insan mikrovaskuler endotel hiicreleri HMEC-1'e yapismada gorev aldigi
belirlenmistir [44]. Yapilan birgok c¢alismaya ragmen, C. glabrata ile endotel
hiicrelerinin etkilesim mekanizmas1 net degildir. Buna ek olarak, klinik suslarin tdr
dizeyinde tanimlanmasinin yetersiz ve yaygin olmamasindan dolayi, C. glabrata
kompleksinin diger Gyeleri olan C. nivariensis ve C. bracarensis hakkinda spesifik

caligmalar mevcut degildir.

2.6.3. C. glabrata ve Immiin Sistem Hiicreleri Etkilesimi

Dogal bagisik yanitin ilk efektorleri olan makrofajlar, patojeni fagosite etmenin
yan1 sira enfeksiyon bdlgesinde sitokin ve kemokin iiretimi ile diger bagisiklik
hiicrelerinin bolgeye toplanmasina Onciiliik ederler. C. glabrata, makrofajlara zarar
vermeksizin bu hiicrelerin iginde yasayarak cogalabilir. Makrofajlarin iizerindeki
patojen tanima reseptorleri C-tipi lektin ve dektin-2 C. glabrata’nin hiicre duvarindaki
B-glukani, dektin 1 ise a-mannani tanimaktadir. Ancak reseptorler tarafindan taninsa da,
makrofajlarin ana sinyal yolaklarin1 ve fagolizozomun asitlesme siirecini engellemekte
olduk¢a basarihidir. Proinflamatuar sitokin IL-1p iretiminin baskilanmasi C.
glabrata’nin hiicre igerisinde hayatta kalmasina katki saglamaktadir. C. glabrata’nin
makrofaj aktivasyonunu nasil baskiladigi tam olarak bilinmese de 11 GPI-bagl aspartil
proteazdan olusan ailenin makrofaj immun yanitinin diizenlenmesinde, 11 hiicre yizeyi
ile iliskili proteaz ailesinin (CgYapsins) Syk yolaginin aktivasyonunun kontrol altinda

tutulmasinda gerekli oldugu gosterilmistir [14, 44].

Demir kisitlamasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve karbon agligi gibi optimal
olmayan kosullara ragmen C. glabrata, kromatinini yeniden sekillendirmesi, hiicresel
yolaklarin transkripsiyonel olarak yeniden yapilandirilmast da dahil olmak {izere

makrofajlarda ¢ogalma stratejilerine sahiptir. Bagisik yanitt bozma, bagisiklik



sisteminin hiicrelerinden basarili bir gekilde kacabilme, saklanma ve in vitro
makrofajlarda ¢ogalma yeteneklerinden dolayi, makrofajlar C. glabrata hucreleri igin

Truva atlar1 olarak nitelendirilmektedir [14].

Fungal enfeksiyonlar ile miicadelede bagisiklik sisteminin en 6nemli
hicrelerinden olan nétrofillerin C. glabrata enfeksiyonlarindaki rolleri tam olarak
anlasilamamistir [14, 44]. Patojen C. glabrata hiicrelerinin nétrofillerden korunmasinda
biyofilm olusturabilme yeteneklerinin rol aldig1 diisiintilmektedir. Hiicre dis1 matriks,
notrofil hiicre dis1 tuzaklarinin (NET) salinmasini engelleyerek notrofillerin etkisine
kars1 koruma saglamaktadir. Ayrica, matriks iizerinde bulunan B-glukanlar, notrofillerin
aktivasyonunu onlemekte ve reaktif oksijen tepkisini inhibe edereck dogal bagisiklik

yanitindan kagmak i¢in dikkat dagitici bir mekanizma yaratmaktadirlar [46].

Konak bagisiklik sisteminin Oonemli bilesenleri olan antijen sunan dendritik
hiicrelerin Tip-1 IFN yanitinda gerekli oldugu farelerde gosterilmistir. Ozellikle
dissemine C. glabrata enfeksiyonlarinda Tip-1 IFN’larin  makrofajlardaki
fagolizozomlarda yiiksek demir seviyelerine neden olarak, patojenin hayatta kalmasinda
ve replikasyonunda énemli olan demir homeostazinin diizensizligine yol agmada énemli

rolleri oldugu belirlenmistir [44].

Mantarlara karst bagisiklikta dogal oldiirici (NK) hiicreler 6nemli rol
oynamaktadir. Insan ve fare NK hiicreleri iizerindeki sitotoksik NKp46 ve NCRI
reseptorlerinin C. glabrata enfeksiyonu sirasinda patojene baglanmasi ile bu hiicrelerin
aktive oldugu ve patojen C. glabrata hiicrelerinin 6ldiiriilmesini sagladig1 belirlenmistir.
Ayrica farelerdeki NCR1 reseptorii tagiyan NK hiicreleri tarafindan taninmasinin ve
oldurulmesinin C. glabrata’da bulunan Epal, Epa6 ve Epa7 adezinlerine bagli oldugu
tespit edilmistir [47].

2.7. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Genellikle kommensal olarak insan mikrobiyotasinda bulunan ve firsat¢i patojen
olarak kabul edilen C. glabrata, immiin sistemin zayiflamasi, uzun siireli veya genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, kateter kullanimi ile mukozal bariyerlerin zarar
gormesi, kemoterapi ve radyoterapi gibi risk faktorlerinin varliginda ylzeyel
enfeksiyonlardan akut dissemine kandidoza kadar ¢esitli klinik tablolarin gelismesine

neden olur. Son yillarda C. glabrata suslarinin ¢oklu ilag direnci gostermesi tedavi



slirecini uzatmakta veya zorlastirmakta, 6zellikle immiinsuprese ya da hastanede yatan

hastalar arasinda 6liim oranlarini arttirmaktadir [48].

2.7.1. Yuzeyel Enfeksiyonlar

Candida tiirleri, insanlarda yaygin olarak goriilen yiizeyel mantar hastaliklarina
neden olan mikroorganizmalardir. Ozellikle mukozayr ve deriyi etkilerler. Bu
enfeksiyonlar bagisikligi baskilanmis kisilerde oldugu kadar saglikli kisilerde de siklikla
gorilmektedir. Yuzeyel kandidozda, Candida’larin yiizey epiteline yapismasi,
kolonizasyonu ve sonunda penetrasyonu, histopatolojik acidan Onemli asamalardir.
Diger kandidozlarda oldugu gibi en sik goriilen etken C. albicans olmakla birlikte, C.

glabrata da yiizeyel enfeksiyonlara neden olmaktadir [49].

2.7.1.1. Oral Kandidoz

Candida tiirleri saghikli kisilerde oral kavitenin normal florasinda bulunan
mikroorganizmalardir. En sik bulunan tiir C. albicans’tir. Ancak daha nadir olmakla
birlikte C. glabrata ve diger albicans disi1 Candida tirlerinin izolasyonu da
bildirilmektedir. Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde, yenidoganlarda, yaslilarda, uzun siire
steroid veya antibiyotik kullananlarda daha sik goriilmekte, lezyonlar 6zellikle dudaklar,
dil, damak, disetleri ve yanak mukozas1 tizerinde gelismektedir. C. glabrata ile iliskili
kandidozun yasli bireylerde goriilme sikligi yiiksektir ve dis protezlerinin akrilik
ylizeyine yapisma yetene8i yaslilardaki bagisiklik yanitinin  diisiik olmasiyla
iligskilendirilmistir [15].

2.7.1.2. Orofarengeal Kandidoz

Orofarengeal kandidoz etkeni olarak en sik izole edilen tiir C. albicans’tir. C.
glabrata’nin ise daha dnce ozellikle azol tiirevleri olan antifungaller ile tedavi ge¢misi
olan hastalarda prevalansi yliksektir [50]. Genellikle bagisikligi baskilanmis kisiler,
HIV/AIDS hastalari, kanser hastalari, steroid kullananlar ve diyabet hastalarinda
gorilmektedir. C. glabrata’nin HIV- pozitif kisilerde %5,8- 22,5 arasinda, takma dis
kullanan yaglilarda ise %31 prevalansa sahip oldugu belirlenmistir. Genellikle C.
albicans ile birlikte izole edildigi bildirilmistir [4].

2.7.1.3. Ozofageal Kandidoz
Ozofagus mukozasinin basta C. albicans olmak tizere Candida tiirleri ile enfekte

olmast sonucu olusan ve endoskopik incelemede yemek borusunda beyaz mukozal



plaklarmn tespit edildigi klinik tablo Candida 0zofajiti olarak da adlandirilir. Hastaligin
olugmasi i¢in steroid, antibiyotik veya immiinsupresif ilaglarin kullanimi, diyabet, refli,
HIV enfeksiyonu, kemoterapi ve ileri yas gibi ¢esitli predispozon fakorler énemlidir
[51]. Genellikle C. glabrata’nin bu olgularda C. albicans ile birlikte izole edildigi
belirlenmistir. Yapilan bir c¢alismada, diyabetli kisilerde gelisen 6zofageal kandidoz
olgularinda C. glabrata’nin prevalansinin %24 oldugu belirlenmistir [50].

2.7.1.4. Vulvovajinal Kandidoz

Kadin genital sistem mukozasinin normal florasinda bulunan Candida turleri,
hormonal degisiklikler, antibiyotik kullanimi, diyabet, kanser tedavileri ve steroid
kullanim1 gibi nedenlerle immiin sistemin baskilanmasi, genital bdlgenin yanlis
temizlenmesi, alerjiye sebep olan hijyenik ped veya tampon kullanimi gibi ¢ok ¢esitli
predispozan faktorlerin etkisiyle vulvovajinal kandidoza neden olabilir [9]. Genel
popiilasyonda oldukg¢a sik goriiliir ve kadinlarda yasam boyu prevalanst %70-75’dir.
Olgularin %80-90’1nda etken C. albicans, ikinci siradaki etken ise %10-20 prevalans ile
C. glabrata’dir. Uzun siire flukonazol tedavisi goren kadinlarda, HIV-pozitif hastalarda,
ileri yasta ve diyabetli kisilerde C. glabrata vajinitin olusma sikliginin arttigi
goriilmiistiir [49].

Cin’de yapilan bir ¢alismada, vulvovajinal kandidoz olgularinda izole edilen ve
daha oOnce C. glabrata olarak tanimlanan suslar tekrar tanimlanmis, %0,33 ve

%2,33’linlin sirasiyla C. bracarensis ve C. nivariensis oldugu belirlenmistir [55].

2.7.2. Sistemik Enfeksiyonlar

Kandidemiye ek olarak, invazif kandidoz, Candida tirlerinin kan dolasimina
girdikten sonra veya daha az yaygin olarak tibbi prosediirler, travma gibi nedenlerle
dogrudan bulagtigt durumlarda neredeyse herhangi bir organda enfeksiyon
olusturabilme yetenegini yansitan genis bir mukozal olmayan hastalik yelpazesini igerir.
Hematojen yayilmanin bir sonucu olarak ortaya ¢iktiginda, invazif kandidoz genellikle

birden fazla organda etkili olur [49].

2.7.2.1. Kandidemi
C. glabrata’nin sebep oldugu hastaliklar arasinda en gok endise uyandiran klinik
tablo kan dolasimi enfeksiyonlaridir. Kana gegcen Candida tiirleri karaciger, dalak, kalp

veya bobrek gibi ¢esitli organlara ve derin dokulara yayilarak yasami tehdit eden ciddi



enfeksiyonlara sebep olabilirler. Normal florada bulunan Candida tirlerinin kana
gecmesiyle endojen olarak veya cerrahi operasyon, perfiizyon ya da kontamine tibbi
cihaz ve aletler araciligiyla ekzojen yolla gelisebilir [4]. Dissemine kandidozun ilk
siradaki nedeni C. albicans olsa da C. glabrata iilkelere gore degismekle birlikte
albicans dis1 Candida tiirleri arasinda ikinci ile dordiincii sirada yer almaktadir. C.
glabrata Kuzey Amerika ve Avrupa’da dissemine kandidoz vakalarinin %40’indan

sorumludur [43].

2.7.2.2. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Uriner sistem enfeksiyonlar1 tiim yas gruplarinda, hastane ortaminda ve disinda
oldukca yaygin goriilen enfeksiyonlardir. Etken genellikle bakterilerdir, ancak
ginimizde imminsuprese hastalarin sayisinin artmasi sonucu normal florada bulunan
Candida tiirleri de firsatg1 enfeksiyonlara sebep olurlar. Bu enfeksiyonlarda ilk siradaki
etken ¢cogu zaman C. albicans’tir ve hasta popiilasyonuna gore degisiklik gostermekle
birlikte onu %20’lik prevalansla C. glabrata izler [1].

Uriner sistem enfeksiyonlar1 endojen ve ekzojen olarak gelisebilir. Uzun siire
antifungal kullanimi, kronik bir hastaligin  varligi, immunsupresyon, Uriner
kateterizasyon ve benzeri islemlere bagl olarak mukozal bariyerlerin bozulmas: gibi

cesitli predispozan faktorler sebebiyle enfeksiyon ortaya ¢ikabilir [53].

2.8. Laboratuvar Tanis1

Kandidozun laboratuvar tanisinda uygun klinik materyalin alinmasinin ardindan
mikroskopi ve kultur gibi geleneksel yontemlerden, serolojik yontemlerden veya

molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir [53].

2.8.1. Mikroskopi

C. glabrata kompleksinin klinik 6rneklerden mikroskopi ile direkt tanisinda
%10-30 potasyum hidroksit (KOH), KOH+kalkoflor beyazi veya Gram boyama gibi
yontemlerden yararlanilir. Potasyum hidroksit mukoid sekresyonlar, deri, sa¢ ve tirnak
orneklerinin incelenmesinde protein yapidaki artefaktlar1 uzaklagtirmak amaciyla
kullanilir. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda incelenir. Kalkoflor beyazi,
mantarlarin hiicre duvarindaki kitine baglanan floresan bir boyadir ve floresan
mikroskobunda inceleme yapmayi gerektirir. Gram boyama yontemiyle ise C. glabrata

kompleksi, diger mantarlar gibi Gram pozitif 6zellikte, mor renkte boyanir. C. glabrata



kompleksi yalanci hif olusturmadigindan klinik Orneklerin dogrudan mikroskobik

incelemesinde tek tek veya tomurcuklanan, kiiguk, oval maya hicreleri goralir [1, 53].

2.8.2. Kultur Yontemleri

2.8.2.1. Kultar
Etken mantar1 tiir diizeyinde tanimlayabilmek ve gereken durumlarda
antifungallere duyarlilik testini yapabilmek ic¢in kiiltiir yontemleriyle izolasyonunu

gergeklestirmek onemlidir [1].

C. glabrata kompleksi SDA, beyin kalp infiizyon agar, koyun kanli agar,
kromojenik agar, patates dekstroz agar gibi mikoloji ve bakteriyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan besiyerlerinde {ireyebilir. Genellikle 3-5 glinde, ancak diger Candida
tiirlerine gore biraz daha yavas tireme 6zelligi gostererek kiigiik, diizgiin yiizeyli, krem

rengi koloniler olusturur [20].

Giiniimiizde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mayalarin ilk izolasyonunda
cok tercih edilen kromojenik besiyerlerinde, kullanilan besiyerinin markasina goére
degisiklikler gosterebilmekle birlikte, C. glabrata pembe/mor renkli koloniler
olusturarak iirer. Yapilan ¢alismalarda C. glabrata kompleksinin diger tiyeleri olan C.
nivariensis ve C. bracarensis’in kromojenik besiyerinde beyaz/krem rengi koloniler

olusturdugu gézlenmistir [21].

2.8.2.2. Identifikasyon

Kiltirde Greyen C. glabrata kompleksi suslarinin tanimlanmasinda geleneksel
yontemlerden, biyokimyasal temelli yar1 ve tam otomatize sistemlerden, matriks aracili
lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus zamanli-kiitle spektrometresinden (MALDI-TOF
MS) ve molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir [1]. Kompleks i¢inde bulunan tirler
birbirlerinden yalnizca molekiiler yontemlerle ayirt edilebilmekte, diger yontemlerle

tanimlama sonucu ancak C. glabrata kompleksi olarak elde edilebilmektedir [14].

C. glabrata kompleksi, C. albicans ve Candida dubliniensis gibi germ tipu
olusturmamaktadir. Misir unlu-Tween 80 agarda 25 °C’de 72 saatte kiiglk, 2-3x3-4um
boyutlarinda, bazen tekli olarak tomurcuklanmis oval maya hiicreleri olarak goriiliir ve

yalanci hif olusumu gézlenmez [20].



Gunumuzde asimilasyon-fermentasyon o©zelliklerine gére mayalar1 tiir
diizeyinde tanimlamak icin API ID 32 C (bioMerieux, Fransa), API 20C AUX
(bioMerieux, Fransa), VITEK-2 YST (bioMerieux, Fransa) gibi sistemler
kullanilmaktadir. Biyokimyasal temelli bu sistemlerle C. glabrata kompleksi icinde

bulunan tirler birbirinden ayirt edilememektedir [1].

Son yillarda rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tercih edilen ve kiitle
spektrometre temelli bir yontem olan MALDI-TOF MS ile C. nivariensis ve C.

bracarensis %100’e varan oranlarla dogru tanimlanabilmektedir [7].

2.8.3. Serolojik Yontemler

Mannan, Candida tiirlerinin hiicre duvarinda bulunan ve yiiksek derecede
immiinojen olan bir bilesendir. Enfeksiyon sirasinda kana ge¢gmekte ancak yarilanma
Omriiniin kisa olmasi ve antimannan antikoru ile baglanmasi nedeniyle hizlica
kaybolmaktadir. Miktari tiirlere gore degisiklik gostermektedir. En yiiksek diizeyde C.
albicans’ta bulundugu, C. parapsilosis ve C. krusei’de ise daha diisiik diizeyde oldugu
bildirilmistir. Serum ve beyin omurilik sivisindaki varligi lateks agliitinasyon (LA) ve
enzim immune assay (EIA) yontemleriyle arastirilabilmektedir. C. glabrata kompleksi
icin bu testin duyarliligi %82 olarak bildirilmistir. Mannan antijen testi ve antimannan
antikor testinin birlikte kullanilmas1 halinde duyarlilik ve oOzgiilliigiin arttig

belirtilmistir [1, 54].

B-(1,3)-D-glukan Mucormycetes, Cryptococcus spp. ve Blastomyces dermatitidis
hari¢ mantarlarin hiicre duvarinda bulunan bir polisakkarittir. Ancak pozitif test sonucu
etkenle ilgili tiir diizeyinde herhangi bir belirleyicilik tasimamaktadir. Kanda varlig

EIA yontemiyle arastirilabilmektedir [1].

2.8.4. Molekuler Yontemler
Gilinlimiizde molekiiler yontemler hem dogrudan klinik 6rnekte mantarlarin
varhiginin aragtirilmasinda hem de kiiltiirde {retilen mantarlarin tiir diizeyinde

tanimlanmasinda kullanilmaktadir [1].

Her ne kadar geleneksel laboratuvar yontemleri tiirler arasinda basarili bir
sekilde ayrim yapabilse de ayn1 kompleks i¢inde siniflandirilan tiirlerin tanimlamasinda
yetersiz kalmaktadir. C. glabrata kompleksi igerisindeki tlrlerin tanimlanmasi klinik ve

epidemiyolojik caligmalar i¢in 6nem tagimaktadir. Konvansiyonel yontemlerle C.



glabrata olarak tanimlanan tiirler, ¢esitli molekiiler yontemler kullanilarak kisa siirede

dogrulugu, duyarliligi ve 6zgilliigi yiiksek bir sekilde ayirt edilmektedir [55].

T2Candida paneli (T2 Biosystems, Amerika) en yaygin bes tiir olan C. albicans,
C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C. parapsilosis’i dogrudan kan 6rneginden %91
duyarlilik ve %99 6zgiilliikkle saptayan FDA (Food and Drug Administration) onayli ilk
nikleik asit testidir. Bu test ile ITS2 bolgesinin amplifikasyonu sonrasinda Candida

nikleik asiti manyetik rezonansla tespit edilmektedir [56].

Mantarlarin tanimlanmasinda tiire 6zgii olan “internal transcriped spacer (ITS)”
bolgeleri ve ribozomun blyik alt nitesinde (26S) yer alan D1/D2 bdlgeleri siklikla
kullanilir [5]. Mantarlarda proteine doniistiiriilmeyen ve ribozomal DNA’y1 (rDNA)
boliimlere ayiran bu bolgeler, 18S ve 5.8S genleri arasinda bulunan ITS1 bolgesi ve
5.8S ile 28S genleri arasindaki ITS2 bolgesidir. Niikleer rDNA Uzerinde bulunan 18S,
5.8S ve 28S genlerinin kodlama bdélgeleri yavas evrimlesmis ve mantarlar arasinda
nispeten korunmuslardir. Bu da mantarlarin filogenetik iligkilerinin kurulmasi igin
molekiiler bir temel saglar. Tiire 6zel primer ile yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
(polymerase chain reaction; PCR), PNA-FISH, ITS-PCR, multipleks-PCR ve mikrocip
jel elektroforez yontemleri bu ITS bdlgelerini hedef olarak kullanarak mantarlar

arasinda tiir ve cins ayrimlarinin yapilmasini saglar [57].

2.9. Antifungallere Duyarhhk

Radyoterapi, kemoterapi, organ transplantasyonu, HIV enfeksiyonu, ileri yas,
uzun stireli antimikrobiyal veya steroid kullanimi gibi risk faktorlerinin artmasina bagh
olarak giliniimiizde mantar hastaliklarinin prevalansi da artmistir. Bununla birlikte tedavi
icin antifungallerin kullanim1 da yayginlasmis ve farkli etki mekanizmalarina sahip
antifungaller iiretilmistir. Su anda kullanimda olan ve etki mekanizmalarina gore
poliyenler, azoller, alilaminler ve ekinokandinler olarak siniflandirilan antifungallerin

yani sira yeni gelistirilmekte olan ajanlar da bulunmaktadir [58].

2.9.1. Antifungallerin Etki Mekanizmalar1
Antifungaller, Candida tiirlerinin hiicre duvar1 veya hiicre zar1 gibi farkl
yapilarin1 hedef alarak hiicre biitiinliigline zarar vermek veya Onemli bazi sinyal

yolaklarindaki ara basamaklar1 engelleyerek metabolik yollarin islevlerini bozmak



suretiyle fungistatik veya fungisidal aktivite gostermektedirler [1]. Kullanimda olan

antifungallerin etki mekanizmalar1 Sekil 2-5’te 6zetlenmistir.

Hiicre membram

4

Azoller [14-a-demetilaz enzimi inhibitdrleri)

Imidazoller
Ketakonazol, Mikonazol, Ekonazol, Klotrimazol

Triazoller
Flukanazol, itrakonazol, Vorikonazol, Posakonazol,
Isavukonazol

Pol iyen ler (ergosterole baglanma)

Amfoterisin B, Nistatin

Alilaminler (skualen epoksidaz enzimi

inhibit&rleri)

Terbinafin, Naftifin

Hiicre duvar
B-1,3-D-glukan

Mannoproteinler
ve a-glukanlar

Ekinokandinler

(B-1,3-D-glukan sentetaz enzimi inhibitorleri)
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Nikleik asit ve protein sentezi inhibitoru

(Pirimidin analogu/ Flusitozin
timidilat sentetaz enzimi inhibitéri)
Mitoz inhibitéra Griseofulvin

Sekil 2-5: Antifungallerin etki mekanizmalari

2.9.1.1. Azoller

Azoller, antifungal maddelerin en biiylik sinifidir ve yapilarina gére imidazoller
(azol halkasinda iki nitrojen) ve triazoller (azol halkasinda {i¢ nitrojen) olarak ikiye
ayrilirlar. Ik imidazol bazli azol grubu antifungaller olan klotrimazol, ekonazol,
mikonazol ve ketokonazol 1960'larin sonunda piyasaya ¢ikmistir (Sekil 2-6). Sistemik
tedavi sirasindaki yiiksek toksisiteye ragmen, o zamanlar Candida enfeksiyonlarinin

tedavisinde nistatine bir alternatif olarak uygulamaya alinmislardir [59].
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Sekil 2-6: imidazol grubu azol antifungaller

Daha sonraki yillarda daha genis bir aktivite spektrumu sergileyen triazol bazl
flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol ve izavukonazol gelistirilmistir (Sekil
2-7). Triazol grubu ilk azol olarak 1990 yilinda klinik kullaniom i¢in onaylanan
flukonazol ile, ketakonazole gore gelismis farmakokinetik 6zellikleri ve daha giivenli
olmasi sebebiyle intravenéz (IV) ve oral yoldan mukozal ve invaziv kandidozun

tedavisinde 6nemli ilerleme kaydedilmistir [59].
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Sekil 2-7: Triazol grubu azol antifungaller

Imidazoller ve triazoller, fungal sitokrom P450'ye bagli olan enzim lanosterol

14-a-demetilaz1 inhibe ederek lanosteroliin mantar hiicre zarinin ana bileseni olan



ergosterole  doniistliriilmesini  engellemektedir.  Bu  inhibisyon  ergosteroliin
sentezlenememesi ve lanosteroliin birikmesi ile kusurlu zarlarin olugmasina sebep
olmaktadir [60].

Kandidozun en yaygin ectkenleri olan C. albicans ve C. glabrata tedavide
azollere, ozellikle flukonazole degisken seviyelerde duyarlilik gosterirler. Flukonazol
diger azollere kiyasla uygulama kolayligi, diisiik toksisitesi ve daha ucuz olmasi
sebebiyle yaygin sekilde kullanilmaktadir. Fakat bu yaygin kullanim direngli izolatlarin

artmasina neden olmaktadir [61].

2.9.1.2. Poliyenler

Poliyenler, kapali bir makrolid lakton halkasindan olusan biiyiikk amfipatik,
organik molekiillerdir (Sekil 2-8). Mantar hiicre zarina 6zgii steroller olan ergosterole
baglanarak hiicre zarinda porlar meydana getirirler. Porlardan sizan hiicresel bilesenler
sebebiyle ozmotik dengenin bozulmasi sonucu metabolik hasarlar ve hiicre 6limii

gerceklesir. En ¢ok kullanilan poliyenler Amfoterisin B (AB), nistatin ve natamisindir

[1].
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Sekil 2-8: Poliyen grubu antifungaller

Amfoterisin B, bir¢ok invazif mantar enfeksiyonunun tedavisi igin gelistirilen ve
onaylanan ilk antifungal ilagtir [60]. Suda ¢6ziinmeyen yapisindan dolay1 intravendz
yoldan uygulanmasi gerekmekte, gastrointestinal sistemden emilimi olmamaktadir [53].
Poliyen smifi antifungaller insan hiicre zarinda yer alan kolesterole de afinite

gosterdiklerinden, bu durum bdbrek ve karaciger ile iliskili toksik etkilere neden olur.



Amfoterisin B tedavisine bagli olarak titreme, ates, bas agrisi1 ve nefes darlig gibi ciddi
yan etkiler gorulebilmektedir [18]. Nefrotoksik etkilerin minimuma indirilmesi igin
1990’larda lipid formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Ana etki mekanizmasinin yani sira AB,
kendisinin oksidasyonu ile tetiklenen bir dizi oksidatif reaksiyon olusturarak dogrudan
zar hasarina da sebep olabilmektedir. Bu siire¢ toksik serbest radikallerin olusumu ile

hizli fungisidal etki yaratmaya katkida bulunmaktadir [53].

2.9.1.3. Alilaminler

Alilaminler, duyarli mantar hiicrelerinin zarindaki baslica sterol olan ergosterol
olusumunda kritik bir enzim olan skualen epoksidazi inhibe eden bir grup sentetik
antifungal ilagtir. Hiicre i¢indeki skualen birikimi hiicre gecirgenliginde artisa, hiicre ici
organizasyonun bozulmasina ve en sonunda hiicre 6liimiine yol agar [59]. Terbinafin,
dermatofitler basta olmak {izere birgok farkli mantar tiirline etkilidir. Ayrica, tedavide
flukonazol ile kombine olarak kullanilmasi flukonazole direngli Candida tlrlerinin

tedavisi icin umut vaat etmektedir [53].

2.9.1.4. Ekinokandinler

Mantar hiicre duvarmin 6nemli bir bileseni olan -(1,3)- D-glukanin sentezi i¢in
gereklilik gosteren B-(1,3)-D-glukan sentazin rekabetgi olmayan inhibitorleri
ekinokandinler yeni, oldukca segici, yar1 sentetik lipopeptid sinifi antifungal ajanlardir
[53]. ik ekinokandin olan kaspofungin 1970'lerin basinda kesfedilmistir ve o zamandan
beri kullanilan, birka¢ farkli mantar tiiriiniin dogal iriinleri olan onaylanmis fi¢

ekinokandin kaspofungin, anidulafungin ve mikafungindir (Sekil 2-9) [59].



N—
I
NH OH P D o

M*ﬁp *ot 5

D HO

VQ‘OH m

OH

OH NH

Kaspofungin o» Mikafungin

\ OHOH  OH

?{F
@,;f”wo
LN
HO OH oH  Anidulafungin

Sekil 2-9: EKinokandin grubu antifungaller

Glukanlar, mantar hucrelerinin blylUmesinde ve boélunmesinde 6nemli rol
oynarlar. B-(1,3)-D-glukan sentazin inhibisyonu, hiicrenin ozmotik dengesinin
bozulmasina ve sonunda Oliimiine yol acar. Memeli hiicreleri p-(1,3)-D-glukan
igcermediginden, bu antifungal grubunun segici toksisitesi yiiksektir. Candida turleri igin
fungisidal aktivite gosteren ekinokandin siifi ilaglar, bu mantarlarda ii¢ FKS geni
tarafindan kodlanan B-(1,3)-D-glukan sentazin ana alt birimi olan Fksp'ye baglanir.
FKS1 ve FKS2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu, C. glabrata'da

kaspofungin, mikafungin ve anidulafungine duyarliligin azaldig: gériilmiistiir [1].

2.9.1.5. Flusitozin

Flusitozin (5-florositozin-5FC), sitozinin florlu sentetik bir analogudur ve bir
antimetabolit olarak islev goren mevcut tek antifungal ajandir [60]. Flusitozin, sitozin
permeaz yoluyla hicre igine girdikten sonra sitoplazmada sitozin deaminaz ile 5-
florourasile (5-FU) deamine edilir (Sekil 2-10). 5-FU daha sonra, RNA sentezi igin
urasil ile rekabet eden 5-florouridilik aside dontstirilir ve RNA'min yanlis
kodlamasina, boylelikle DNA ile protein sentezinin inhibisyonuna neden olur [53].

Sitozin deaminaz enziminden yoksun mantarlar flusitozine dogal olarak direnglidir [1].
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Sekil 2-10: Antimetabolit antifungaller

C. glabrata kompleksi de dahil olmak tizere ¢ok sayida Candida turine etki
gdsterir fakat minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) yiiksektir. Etki spektrumunun
genisligine ragmen monoterapide direng gelisme olasiligi yiiksek oldugundan dolay:

genellikle AB ile birlikte uygulanir [59].

2.9.1.6. Nikkomisin Z

Son yillarda gelistirilen yeni antifungallerden biri olan Nikkomisin Z,
ekinokandinler gibi mantar hiicre duvart bilesenlerini hedefleyen bir etki
mekanizmasina sahiptir. Cogu mantarin hiicre duvarinda yer alan bir polisakkarit olan
Kitinin sentezinde gorev alan kitin sentazin rekabet¢i bir inhibitoriidiir ve Kkitini
olusturan N-asetilglukozaminin alt birimlerini inhibe eder. insan hiicrelerinde kitin
bulunmadigindan dolayr mantar hiicrelerinin elimine edilmesi i¢in oldukca segici bir

hedefi bulunur [18, 59].

2.9.1.7. Yeni Antifungaller

Antibakteriyel maddelerle karsilastirildigi zaman antifungallerin sayisinin az
oldugu goriilmektedir. Antifungal aktiviteye sahip bircok maddenin kararsiz oldugu,
toksisite gosterdigi, uzun siireli kullanim sonucu istenmeyen yan etkilere yol actig1 ve
dokulara yetersiz diflizyon gibi zayif farmakokinetik 6zellikleri oldugu gosterilmistir.
Ayrica mantarlarda gittikce artan direng sorunu da halihazirda kullanimda olan
antifungallerin etkilerini sinirlayan bir diger faktordiir. Bununla birlikte, antifungallerin
hedefi olan mantar hiicresinin Okaryotik yapida olmasi, hiicre duvari ve zarinin
gecirgenliginin az olmasi yeni antifungallerin gelistirilmesini zorlagtiran etkenlerin
basinda gelmektedir. Antifungallere direng gelismesine sebep olan genlerin arastirilmasi
ve mantar hiicrelerine 0zgii yeni metabolik yolaklarin tespit edilmesi mantar

enfeksiyonlarinin tedavi stirelerini kisaltabilecek, kullanimda olan antifungallere



direncli mantarlara etkili, ilag-ilag etkilesimi ve yan etkileri daha az olan yeni ilaglarin

gelistirilmesine katki saglayabilecektir [62].

Ibrexafungerp (SCY-078), triterpenoid turevi ve kendine 6zgl bir kimyasal
yapiya sahip olan f-(1,3)-D-glukan sentaz inhibitoriidiir. Ekinokandin sinifi
antifungallere benzer olarak hiicre duvarindaki beta glukan sentezini inhibe etmekle
birlikte hedef enzimle etkilesim bdlgeleri birbirlerinden farklilik gdstermektedir. Bu
sebeple, ekinokandinlere direngli C. glabrata tirlerine oldukca etkilidir [63].
Tekrarlayan vulvovajinal kandidoz olgularinin tedavisinde umut vaat edici sonuglar elde
edilmesi, ilag-ilag etkilesimlerinin az olmasi gibi avantajlart sayesinde gelecekte

kullaniminin yayginlasabilecegi tahmin edilmektedir [64].

Rezafungin (CD101), anidulafunginin kimyasal analogudur ve ikinci jenerasyon
ekinokandinlerin ilk Gyesi olarak kabul edilmektedir [53]. Ekinokandinlerin karaciger
tizerindeki hepatoksik etkilerini azaltmak ve antifungal etkinligini arttirmak amaciyla
gelistirilen rezafungin, fiziksel ve kimyasal kararlilik, yliksek ¢oziiniirlik, gelismis
aktivite ile etki spektrumu, uzatilmis plazma yar1 6mrii gibi biyolojik ve kimyasal
Ozelliklere sahip bir antifungal ajandir [59]. Ekinokandinler ile ayn1 etki mekanizmasina
sahip olmasina ragmen ekinokandinlere direncli Candida tiirlerine etkili oldugu

belirlenmistir [63].

Fosmanogepix (APX001), mannoproteinlerin mantar hiicre zarina ve duvarina
taginmasi ve sabitlenmesi i¢in gerekli bir inositol agiltransferaz enzimi olan Gwtl (GPI-
anchored wall transfer protein 1)'i inhibe eden yeni bir etki mekanizmasina sahiptir. Bu
inhibisyon sonucu, mantarlarin kolonizasyon ve enfeksiyondan 6nce konaktaki mukozal
ve epitelyal ylizeylere yapismasina imkan saglayan adezyonlar olan
glikosilfosfatidilinositol (GPI)-aracili mannoproteinlerin iiretimi engellenmis olmaktadir
[59]. Oldukga genis spektrumlu olan fosmanogepix, azol ve ekinokandinlere direngli C.

glabrata da dahil olmak {izere ¢cogu Candida turtine etkilidir [63].

Opelkonazol (PC945), ilk inhale formdaki triazol antifungaldir. Azollerin
heterosiklik triazol yapidaki iskeletini tagidigindan birincil etki mekanizmasi azoller ile
benzerlik gostermektedir. Lanosterol 14a-demetilazi (CYP51A1) inhibe ederek
lanosteroliin ergosterole doniisiimiinii engellemekte, ergosterol sentezinde meydana
gelen azalma dolayisiyla mantarin hiicre zarinda yap1 ve islev bozukluguna yol agmakta

ve bu sayede fungistatik etki gostermektedir. Genis spektrumlu antifungal aktivite



gosteren opelkonazol, flukonazole direngli C. glabrata dahil ¢ogu Candida turne,
mayalara ve kflere etkildir [63].

Olorofim (F901318), ortomidler olarak adlandirilan yeni bir antifungal sinifinin
tiyesidir. Bu antifungal, niikleik asit, hiicre duvar1 ve fosfolipid sentezi dahil olmak
tizere bircok hiicresel reaksiyonun temel elemant olan pirimidin biyosentez yolagindaki
dihidroorotat dehidrojenazi (DHODH) inhibe eder. Hiicre duvari bilesenleri olan kitin
ve B-(1,3)-D-glukan sentezi igin gerekli olan substratlar1 azaltmanin yani sira mantar
hiicrelerinin hifal bliylimelerini, septasyonlarin1 ve vakuol olusumlarini da engelleyerek
hicrelerin lizisine yol agar. Sinirli tedavi secenegine sahip mantarlar iizerinde etkilidir

ve biyofilm olusumunu biiylik 6l¢lide engellemektedir [63].

Otesekonazoliin (VT-1161) yapisinda diger azollerden farkli olarak tetrazol
bulunur. Bu farklilik sayesinde mantar CYP51’lerine daha iyi baglanabilir ve seciciligi
yuksektir [63]. Ozellikle tekrarlayan vulvovajinal kandidoz olgularnin tedavisinde
flukonazole gore daha iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, flukonazole

direncli C. glabrata’ya etkilidir [64].

2.9.2. Antifungallere Diren¢ Mekanizmalari

Mantarlarin sebep oldugu ciddi enfeksiyonlar son yillarda kanser, organ nakli ve
AIDS hastalar1 ile yaglh bireyler gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarin sayisindaki
artisa paralel olarak daha sik goriilmektedir [14]. Enfeksiyon vakalarindaki bu artisa
ragmen tedavide kullanilan antifungallerin g¢esitliliginde ayn1 durum gozlenmemektedir.
Mantar hiicrelerinin insan hiicreleri gibi okaryotik yapida olmalar1 ve mantarlara 6zel
ila¢ hedeflerinin bulunmasinin zorlugu, yeni antifungallerin tiretilmesini kisitlamaktadir
[63]. Ayrica, mantarlarin kullanimdaki antifungallere diren¢ gelistirmeleri de mantar

enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir [10].

Antifungallere direng klinik ve in vitro olarak ikiye ayrilmaktadir. Klinik direng,
kullanilan antifungal maddeye klinik bir yanit olusmamasi durumudur, diisiik dozlar
veya tek bir antifungalin tedavideki basarisizligi s6z konusudur. In vitro direng ise dogal
direng ve kazanilmis direng olarak ikiye ayrilmaktadir. Dogal direng veya birincil
direng, organizmanin antifungal ajana karsi intrensek bir direnci oldugunu gdsterir.
Ormnegin, C. glabrata diger Candida tiirleri ile karsilastirildig1 zaman azollere karsi daha
yiikksek MIK degerlerine sahiptir ve AB dahil tiim antifungallere daha az duyarlilik



gosterir. Eger enfeksiyona neden olan izolat, tedavide kullanilan antifungal ajana direng

gelistirirse bu duruma da kazanilmig/ikincil direng denir [65].

Mantar enfeksiyonlarinin sikligr ve 6liim oranlarmin yiiksek olmasi genellikle
patojen etkenlerin ¢oklu ilag direncine (CID) sahip olmalar ile iliskilidir. C. glabrata
son yillarda CID gelistirme kapasitesi géz oniine alindiginda klinik bakimdan oldukga
endige verici bir tablo ¢izmektedir. C. glabrata’nin genomu ayni anda birden fazla
antifungale maruz kaldiktan sonra diren¢ mekanizmalarini kodlayan gen mutasyonlarini
biriktirebilir [3]. Tedavide ilk tercih edilen antifungaller olan azollere ve
ekinokandinlere kars1 gelistirdikleri ¢oklu direng sebebiyle ozellikle bagisikligi

baskilanmis hastalarin tedavileri oldukga zorlasmaktadir [66].

2.9.2.1. Azollere Direng

C. glabrata kompleksi azollere karsi gelistirdigi direng sebebiyle
enfeksiyonlarin  profilaksisini  ve tedavisini zorlastirmaktadir. C. glabrata’nin
flukonazole duyarlilign degisiklik gostermekle birlikte, genellikle azalmis oldugu ve
suslarm MIK degerlerinin yiiksek oldugu belirlenmistir [73]. Yapilan calismalar ile
azollere kars1 gelistirilen direncin mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlagilamamustir. C.
glabrata’nin genomunda meydana gelen bircok regllasyon, ekspresyon ve mutasyon

birikmesi sonucu gelisen direng mekanizmalar1 diger nesillere aktarilmaktadir [3].

Mantarlarda, ERG11 geni tarafindan kodlanan lanosterol 14a-demetilaz
enzimini inhibe eden azollere kars1 direng gelisiminde C. albicans basta olmak {izere
bircok Candida tiiriinde goriilen ve bu enzimde yapisal degisikliklere neden olarak
azollere baglanma afinitesini azaltan mutasyonlar etkili olmaktadir [73, 74]. Bazi
calismalarda ERG11 geninin mutasyonunun C. glabrata icin azol direncinde birincil
roliiniin olmadig1 bildirilmistir [2, 75]. Spettel ve ark. [75] tarafindan yapilan ¢alismada
incelenen azol-direngli C. glabrata izolatlarinin hicbirinde ERG11 geninde bir
mutasyona rastlanmamigtir. Bir bagka ¢alismada C. glabrata’da azol direncine PDR1
geninin sebep oldugu ve ERG11 mutasyonlarinin diger direng yollarinin aktivasyonu

tizerinde ikincil etkilere sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir [61].

Coklu-ilag efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu C. glabrata kompleksinin
azollere direng gelistirmesinde 6nemli bir mekanizmadir. Genel olarak mantarlarda azol
direncine sebep olan ATP baglayici kaset (ABC) ailesi (Ornegin: CaCdrl, CaCdr2) ve

MFS (Ornegin: CaMdrl) olmak iizere iki ana efluks pompast sinifi bulunmaktadir.



PDR1 geninde meydana gelen mutasyonlar ayrica ABC ailesinin ¢oklu-ilag

pompalarinin asir1 ekspresyonuna neden olmaktadir [3].

Mutasyona bagli olarak ERG11 geninin asir1 ekspresyonu hedef enzimin
sentezinde artisa ve buna bagli olarak azollerin standart tedavi dozunun etkinligininin
azalmasina neden olabilmektedir. Bu durum azol tedavisi sirasinda ortaya cikabilir.
ERG3 geni gibi, ergosterol biyosentezinde islevi olan diger enzimleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlar da azol direncine neden olabilmektedir. Ancak C. glabrata’da
bu gendeki mutasyonun her zaman azol direnciyle iligkili olmayabilecegi gosterilmistir

[2, 3,22, 73].

ADA, daha o6nce varligi C. albicans'ta gosterilen, antifungal ilaglara tolerans ve
virtilans icin gerekli olan, transkripsiyon adaptori gérevi goren bir bilesendir. ADA2, C.
glabrata kompleksinde biiyiime, hiicre duvari biitiinliigii, antifungallere tolerans ve
viriilansin baskilanmasi gibi hiicresel islevlere sahiptir. Ayrica C. glabrata'nin azollere,
ekinokandinlere ve poliyenlere duyarliligini azaltarak coklu-ilag direnclerine sebep
olabilir [2, 10].

2.9.2.2. Poliyenlere Direng

C. glabrata suslarinda amfoterisin B'ye kars1 yiiksek MIK degerleri ve/veya kétii
terapotik sonuglar bildirilmis olmasina ragmen Candida tiirlerinde poliyenlere karsi
kazanilmis diren¢ nadiren goriilmektedir. Poliyenlere direng genellikle hiicre zarinin
ergosterol iceriginin azalmasina veya ilaca baglanma afinitesini azaltan degisikliklere

bagli olarak gelismektedir [2, 73].

Ergosterol, birka¢ ara sterol araciligiyla bir oncii olan lanosterolden
sentezlenmektedir. Bu biyosentez, sirayla ERG6, ERG11, ERG24, ERG25, ERG26,
ERG27, ERG2, ERG3, ERG5 ve ERG4 genleri tarafindan kodlanan bir dizi enzimatik
adimi icermektedir. ERG11, ERG3 veya ERG5'teki kombine mutasyonlarin ve ERG6
veya ERG2'deki tekli mutasyonlarin, Candida tiirlerinde ergosterol miktarinin azalmasi

ve sonucunda amfoterisin B’ye direncin gelismesine neden oldugu bildirilmistir [65].

Genetik degisikliklerin yan1 sira azol tedavisi de hiicresel ergosterol
diizeylerinde azalmanin bir sonucu olarak, Candida turlerinde artan poliyen direnci ile
iligkilendirilmistir [2, 73].



2.9.2.3. Ekinokandinlere Direng

Ekinokandin grubu ilaglar, C. glabrata’nin neden oldugu kandidemi vakalarinda
genellikle ilk sirada tercih edilen antifungallerdir [3]. Son yillarda albicans dis1 Candida
tiirlerinde uzun siireli tedavilerde kaspofungine duyarliligin azaldigi bildirilmistir [22].
Azollerin aksine ekinokandinler, coklu ila¢ tastyicilari igin substrat sayilmazlar.
Ekinokandinlere direng, B-(1,3)-D-glukan sentezinden sorumlu glukan sentaz enzim
kompleksinin katalitik alt birimi ve bir integral zar proteinini olan Fks’yi kodlayan
FKS1 veya FKS2 genlerindeki nokta mutasyonlari ile saglanir [73]. C. albicans da dahil
olmak {iizere diger Candida tiirlerinden farkli olarak C. glabrata’da, ekinokandinlere
dirence sebep olan mutasyonlar hem FKS1 hem de FKS2 genlerinin homolog

bolgelerinde gergeklesmektedir [2].

Ekinokandinlere direng Candida tirlerinde, 6zellikle C. glabrata'da son yillarda
endise verici sekilde artmaktadir. Bunun nedeni, FKS2 geninde FKS1 genine gore daha
fazla mutasyonun gergeklesmesi ve C. glabrata’da FKS2’nin iki kat daha fazla eksprese
edilmesidir [2, 3].

Mantarlar, hiicresel streslere kars1 korunmaya yardimer hsp90, kitin biyosentezi
gibi veya hiicre biitiinliiglini korumaya yonelik bazi mekanizmalara sahiptir.
Ekinokandinlerin glukan sentaz enzimini inhibe etmesi de hicresel strese neden
olmaktadir. Bu strese yonelik ortaya ¢ikan adaptasyon tepkileri, ekinokandinlere karsi
yikksek in vitro MIK degerlerine neden olsa da bu durum her zaman Klinik
basarisizliklarla iligkili degildir. Bu mekanizmalar ilag varliginda maya hiicrelerinin

stabilizasyonunda 6nem tagimaktadir [73].

2.9.2.4. Flusitozine Direng

Flusitozine direng, bu antifungalin hiicre i¢ine girisini saglayan sitozin permeaz
enzimi (FCY2 geni) veya mantar hiicresinde aktif olan forma doniigmesini saglayan
sitozin deaminaz (FCY1 geni) ile urasil pirofosforilaz (FURL1 geni) enzimlerini
kodlayan genlerde olusan mutasyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir C. glabrata'da ytksek
seviyeli FC direnci FCY1 veya FUR1 genlerindeki ¢esitli mutasyonlarla, diisiik seviyeli
direng ise FCY2 genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikmaktadir [73].



2.9.2.5. Coklu ilac Direnci

C. glabrata’da haploid genomu dolayisiyla ilag¢ direnci ile iliskili mutasyonlar
siklikla gelisebilmekte ve fenotipik olarak da go6zlenebilmektedir. Azoller ve
ekinokandinlere karst hizli uyum saglama yetenegi coklu ilag direncine (CID) yol

acmaktadir [49].

Azol direncine sebep olan PDR1 genindeki bir mutasyon ayni zamanda
ekinokandin direncinin de ortaya ¢ikmasini saglayabilir. PDR1 geninde meydana gelen
mutasyon epitelyal adezin geni EPA1’in ekspresyonunu artirarak epitelyal hiicrelere

yapismay1 da arttirabilir [66].

Diren¢ genlerinde meydana gelen mutasyonlar haricinde, Candida turlerinin
cogunda bulunan bir viriilans faktorii olan biyofilm olusturma ozelligi, antifungal
maddelerin mantarlara etkisini kisitlayan bir yapilasmadir. C. glabrata’nin olusturdugu,
yuksek protein ve karbonhidrat igerigi olan biyofilm tabasi yiiksek diizeyde antifungal
direnci saglayabilmekte ve tedaviyi basarisizliga ugratabilmektedir. Ayrica son yillarda
yapilan tiim transkriptom profil ¢alismalarinda biyofilm olusumunun antifungallere

diren¢ genlerinin yukar1 dogru regiilasyonuna katki sagladigi belirlenmistir [44].

2.10. Antifungal Duyarhhk Testleri

Antifungal duyarlilik testleri epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde, ilag
gelistirme ¢alismalar1 sirasinda antifungallerin in vitro aktivitelerinin ve in vitro-in vivo
uyumlulugunun saptanmasinda, tedavinin yonlendirilmesinde kullanilmaktadir. C.
glabrata’nin veya duyarlilik profili bilinmeyen mantar tlrlerinin neden oldugu invazif
enfeksiyonlarin yani sira tedaviye yanit vermeyen yiizeyel kandidoz ve invazif
enfeksiyonlarin s6z konusu oldugu durumlarda bu testlerin uygulanmasi 6nerilmektedir

[67, 68].

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) antifungal duyarlilik
deneylerini standardize etmis ve mayalar igin ilki 1992 yilinda olmak iizere rehberler
yayinlamis ve giincellemistir [69, 70, 79, 80]. Mayalar i¢in s1vi mikrodiliisyon testi ile
ilgili European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) de
rehberler yaymlamakta ve giincellemektedir [71, 81]. CLSI ve EUCAST’in
rehberlerinde Onerilen sivi mikrodiliisyon yontemleri arasinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir. EUCAST daha yuksek glikoz konsantrasyonu iceren besiyeri ve daha

yiiksek inokiilum kullanimini, makroskobik degerlendirme yerine spektrofotometrik



degerlendirme yapilmasin1 ve yuvarlak tabanli yerine diiz tabanli kuyucuklara sahip

mikroplaklarin kullanilmasin1 6nermektedir [67, 72].

2.10.1. Temel Kavramlar

2.10.1.1. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) bir mikroorganizmanin iiremesini
durduran en diisiik ilag konsantrasyonudur. Antifungal maddelere duyarlilig1 incelenen
sus populasyonunun %50’sinin tremesini inhibe eden en diisiik ila¢ konsantrasyonu
MiKso, %90’ min iiremesini inhibe eden en diisiik ila¢ konsantrasyonu ise MiKgo olarak
adlandirilir [68].

2.10.1.2. Minimum Fungisidal Konsantrasyon
Minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) bir mantar susunu oldiiren en diisiik

antifungal madde konsantrasyonudur [68].

2.10.1.3. Klinik Simir Deger
Klinik sinir degerler (breakpoint) mantarlarin antifungal maddelere duyarl, orta

duyarli, doza baghi duyarli ve direngli olarak smiflandirilmasmi saglayan MIK
degerleridir [67, 72].

2.10.1.4. Epidemiyolojik Esik Deger

Fenotipik olarak diren¢ goOstermeyen ve daha ©nce antifungal madde ile
karsilasmamig vahsi tip (wild tipe-WT) suslar arasinda bir antifungal igin saptanan en
yiksek MIK degeri epidemiyolojik esik deger olarak adlandirilmaktadir.
Epidemiyolojik esik deger (epidemiological cut off) icin CLSI rehberlerinde ECV,
EUCAST rehberlerinde ise ECOFF kisaltmasi kullanilmaktadir. Bu deger vahsi tip
suslar ve kazanilmis dirence sahip vahsi olmayan (non wild tipe-NWT), denenen
antifungale yanit verme olasiligi daha diisiik olan direncli suslarin ayirt edilmesini
saglamakta, 0zellikle klinik siir degerlerin belirlenmedigi antifungaller veya mantar

suslar1 i¢in 6nem tagimaktadir [67, 72].



2.10.2. Referans Yontemler

2.10.2.1. Mikrodilisyon Yontemi

Baslangigta referans yontem olarak kabul edilen sivi makrodiliisyon yontemi
yerine daha kolay uygulanmasi, daha az malzeme gerektirmesi ve daha standardize
olmasi nedenleriyle sivi mikrodiliisyon yontemi kabul edilmistir [67]. Glnimizde
mayalar icin CLSI M27-A3 [70] ve EUCAST E.Def. 7.3.2 [71] rehberleri

kullanilmaktadir.

Bu yontemde besiyeri olarak L-glutamin ve pH indikatori olarak fenol
kirmizist igeren, sodyum bikarbonatsiz, 3-(N-morfolino) propan silfonik asit (MOPS)
ile tamponlanmis Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 sivi besiyeri
kullanilmaktadir. Denenecek antifungalin seri diliisyonu, maya susunun rehberlerde
onerilen konsantrasyonda hazirlanan siispansiyonu iizerinde test edilerek MiK degerleri
belirlenir. Bu degerler, rehberlerde bulunan klinik sinir deger ve epidemiyolojik esik

degerler ile karsilastirilarak degerlendirilir [72].

2.10.2.2. Disk Difuizyon Yontemi

CLSI’in rehberinde flukonazol, vorikonazol, kaspofungin ve mikafungin
antifungalleri icin onerilen bir yontemdir. Besiyeri olarak %2 glukoz ve 0,5 pg/mL
metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton agar kullanilmakta, antifungalin belirli

konsantrasyonlarini igeren disklerin maya susu tiizerindeki etkinligi aragtirilmaktadir

[69].

2.10.3. Ticari Yontemler

Mayalarin  antifungal  duyarlilik  testleri i¢in  antifungallerin  farkli
konsantrasyonlarini igeren striplerin kullanildig1 gradient strip yonteminin (epsilometer
test-E test) yani sira kolorimetrik indikatorlerin kullanildig1 Sensititre YeastOne (TREK
Diagnostic Systems, Ingiltere), spektrofotometrik temelli otomatize bir sistem olan
Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) ve yari otomatize bir sistem olan ATB Fungus 3
(bioMérieux, Fransa) kullanilmaktadir [72].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Suslar

Bu ¢alisma icin Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 02.11.2022 tarihinde (Dosya No: 2022/1701) onay alindi. Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji
Laboratuvarina 2017-2022 yillar1 arasinda mantar kiiltlirii i¢in gelen cesitli klinik
orneklerden izole edilmis, API ID 32 C (bioMerieux, Fransa) veya VITEK-2 YST
(bioMerieux, Fransa) sistemleriyle C. glabrata kompleksi olarak tanimlanmis ve %3
gliserol ilave edilmis Brain Heart Inflizyon sivi besiyeri (BD Difco, ABD) iginde -80
°C’de saklanmis olan toplam 40 adet sus bu calismaya dahil edildi. Bu suslar dizi

analizi ile tiir diizeyinde tanimland1 ve antifungallere duyarliliklar1 belirlendi.

Calismada kontrol suslar1 olarak Candida glabrata ATCC 2001, Candida
albicans ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC 6258 kullanildu.
3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler

- NucleoGene Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (NucleoGene, Turkiye)

- FIREPoI® Master Mix Ready to Load with 12.5 mM MgClz, 5x PCR Kiti
(Solis Biodyne, Estonya)

- Thermo Scientific™ Sensititre™ YeastOne™ antifungal duyarlilik paneli
(TREK Diagnostic Systems, Ingiltere)
3.1.3. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

- Agaroz (Biomax, Tlrkiye)

- 10X Tris-borat (TBE) tamponu (Wisent Inc., Kanada)

- SafeGel red stain jel boyasi 500 ul (GENAXXON bioscience, Almanya)

- 6X DNA Loading Dye 1 mL (Yiikleme boyasi) (Thermo Fisher Scientific Inc.,
ABD)

- GenLadder 100bp + 1.5kb 50 pg (GENAXXON bioscience, Almanya)



3.1.4. Kullanilan Besiyerleri

3.1.4.1. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

1000 ml besiyerinin igerigi,

Hayvan dokusunun peptik 6zt 509

Kazeinin pankreatik 6zt 509
Dekstroz 40,09
Agar 1509

Ticari olarak hazirlanmis toz halindeki karisimdan (BD Difco™, ABD) 65 g
tartilarak 1000 ml distile suda siispanse edildi. Isiticili manyetik karistiricida karisim
tamamen ¢oziinene ve homojen olana kadar karistirildi. Karisimin son pH’s1 5,6 = 0,2
olacak sekilde ayarlandi. Otoklavda 121 °C ’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan
ciktiktan sonra 50 °C’ye sogutuldu ve cap1 9 cm olan steril plastik petri kaplarina 20’ser
ml olacak sekilde dagitildi. Besiyerleri tamamen katilastiktan sonra kontaminasyonu

engellemek i¢in +4 °C’de saklandi.

3.1.4.2. Misir unlu-Tween 80 Agar

1000 ml besiyerinin igerigi;

Misir unu inflizyonu 2,049
Bakteriyolojik agar 15,049
Tween 80 10 ml

Ticari olarak hazirlanmis toz halindeki karisimdan (Condalab, Ispanya) 17 g
aliarak 1000 ml distile su iginde siispanse edildi. Isiticili manyetik karistiricida karisim
tamamen ¢oziinene ve homojen olana kadar karistirildi. Karisimin son pH’s1 6,0 = 0,2
olacak sekilde ayarlandi. Karigima 10 ml Tween 80 eklendikten sonra 121 °C otoklavda
15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 50 °C’ye sogutuldu ve ¢ap1 9 cm olan
steril plastik petri kaplarmma 20’ser ml olacak sekilde dagitildi. Besiyerleri tamamen

katilagtiktan sonra kontaminasyonu engellemek i¢in +4 °C’de saklandi.



3.1.4.3. Kromojenik Besiyeri (CHROMagar™ Candida)

1000 ml besiyerinin igerigi;

Agar 15,09
Pepton 10,2g
Kloramfenikol 059

Kromojenik karisim 22,049

Ticari olarak hazirlanmis toz halindeki karisimdan (CHROMagar, Fransa) 47,7 g
tartilarak 1000 ml distile suda siispanse edildi. Isiticili manyetik karigtiricida karigim
tamamen ¢oziinene ve homojen olana kadar karistirildi. Karigimin son pH’s1 6,1 + 0,2
olacak sekilde ayarlandi. Otoklavda 100 °C’de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan
ciktiktan sonra 45-50 °C’ye sogutuldu ve cap1 9 cm olan steril plastik petri kaplarina
20’ser ml olacak sekilde dagitildi. Besiyerleri tamamen katilagtiktan sonra

kontaminasyonu engellemek i¢in +4 °C’de saklandi.
3.1.5. Kullanilan Cihazlar
- Etliv (Heraeus, Almanya)
- Tart1 (Radwag, Polonya)
- Vorteks karistiric1 (DragonLAB, Almanya)
- Santrifiij (Heraeus, Almanya)
- Otoklav (Hirayama, Japonya)
- Densitometre (bioMérieux, Fransa)
-Mikroskop (Olympus, Japonya)
- Is1 blogu (Benchmark Scientific, ABD)
- Jel elektroforezi (Analytic Jena Company, Almanya)
- Transiliminatér (Analytic Jena Company, Almanya)
- 10 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik otomatik pipetler (Eppendorf Research, Almanya)

- PCR cihaz1 (SimpliAmp Thermal Cycler, Applied Biosystems, ABD)



3.1.6. Cam ve Plastik Malzemeler
- 500 ml ve 1000 mI’lik steril cam balonlar

- 250 ml Erlenmeyer flask (Isotherm, Turkiye)

- 2 ml ve 1,5 ml Eppendorf tlpleri (Axygen Scientific Inc., ABD)
- 200 pl’lik steril pipet u¢lart (Microcult, Cin)

- 1000 pl’lik steril pipet uglar1 (Microcult, Cin)

- Steril plastik 6ze (Biosigma, Italya)

- Steril petri kab1 (Wuxi NEST Biotechnology Co.,Ltd, Cin)

- Parafilm (3M Company, ABD)

3.2. Yontem

3.2.1. C. glabrata kompleksi Suslarinin Canlandirilmasi

C. glabrata kompleksi olarak tanimlanmis ve -80 °C’de saklanmis toplam 40
adet sus SDA besiyerine ekildi ve 37 °C’lik etivde 24-48 saat inkiibasyona birakildi
[20].

3.2.2. Kromojenik Besiyerinde Koloni Renginin Degerlendirilmesi

Suslar saf olduklarini kontrol etmek ve ayn1 zamanda koloni rengini belirlemek
amactyla kromojenik agar besiyerine (CHROMagar™ Candida, Fransa) azaltma
yontemiyle ekilerek 37 °C’de etlivde 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda olusan kolonilerin renkleri iiretici firmanin talimatlar1 ve kontrol susu ile

karsilastirilmalar1 dogrultusunda tespit edildi [20].

3.2.3. Misir unlu-Tween 80 Agarda Mikroskobik Morfolojinin Degerlendirilmesi

SDA’da iiretilmis olan maya kolonilerinden igne uglu 6ze yardimu ile kii¢iik bir
miktar alinarak misir unlu-Tween 80 agara Dalmau teknigi kullanilarak dért ince ¢izgi
halinde ekim yapildi. Daha sonra ekim ¢izgilerinin iizeri bir lamel ile kapatilarak oda
sicakliginda 48-72 saat boyunca iiremeye birakildi. Ardindan 151k mikroskobunda x100
ve x400 buyitmede morfolojileri incelendi [20].

3.2.4. Suslarin Molekiiler Yontemle TUr Diizeyinde Tanimlanmasi
Suslar ribozomal DNA’nin (rDNA) internal transcribed spacer (ITS) bolgesinin

dizi analizi ile tiir diizeyinde tanimlandi [76].



3.2.4.1. DNA Izolasyonu
Calismaya dahil edilen C. glabrata kompleksi suslarinin DNA izolasyonu
NucleoGene Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (NucleoGene, Tirkiye) kullanilarak

tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildu.

SDA besiyerinde iiretilmis 24 saatlik taze kolonilerden steril 6ze yardimi ile
yaklasik 200 npg, icerisinde 500 pl su bulunan 2 ml’lik steril Eppendorf tiiplerine
alinarak homojen hale gelene kadar vortekslendi. Tip 5.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra iist s1v1 atild1 ve tiiplin dibinde kalan pellet iizerine 400 ul Lizis
buffer ve 20 pul Proteinaz K eklenerek tamamen lizis olmasi i¢in 30 dakika 60 °C’de 1s1
blogunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiiplere 400 ul Baglayici buffer eklendi ve
15 saniye vortekslendi. Reaksiyon karisimindan alinan 800 pl spin kolona aktarildi ve 2
dakika 11.000 rpm’de santrifiijlendi. Tiipiin dibinde kalan s1v1 atild1 ve spin kolon yeni
tiipe yerlestirildi. Spin kolona 500 pl Yikama buffer 1 eklendi ve 11.000 rpm’de 1
dakika santrifiijlendi. Tiiplin dibinde kalan sivi atildi ve spin kolon yeni bir tiipe
yerlestirildi. Ardindan 750 pl Yikama buffer 2 koyularak 11.000 rpm’de 1 dakika
santrifijlendi. Yeniden tlipln dibinde kalan siv1 atilarak kolon yeni bir tiipe yerlestirildi
ve bu adim tekrar edildi. Spin kolondan etanolii uzaklagtirmak igin herhangi bir
reaksiyon sivist eklenmeden 3 dakika 11.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
spin kolon 1,5 mlI’lik steril Eppendorf tiipe yerlestirildi ve kolonun tam ortasina denk
gelecek sekilde 200 pl Eliisyon buffer eklendi. 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten
sonra 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 spin kolon atild1 ve tiipiin

dibinde kalan DNA igeren s1vi PCR agsamasina hazirlandi.

3.2.4.2. PCR YoOntemi

Molekiiler tanimlama yapmak i¢in suslardan izole edilmis rDNA’nin ITS1-5.8S-
ITS2 bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Bunun i¢in ITS1 Forward (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37) ve ITS4 Reverse (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) primerleri FIREPoI® Master Mix Ready to Load
with 12.5 mM MgCl,, 5x PCR Kiti (Solis Biodyne, Estonya) ile PCR asamasi i¢in
hazirlandi [76].

PCR reaksiyon karigimi iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda hazirlandi. 8
ul FIREPoI® Master Mix Ready to Load (5x), 1 pl ITS1 Forward primeri, 1 pl 1TS4
Reverse primeri ve 5 pl izole DNA PCR reaksiyon tiipinde karistirildi ve 5 pl su



eklenerek reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamlandi. Daha sonra ticari kitte tavsiye edilen

PCR sartlarina gore PCR cihazi hazirland1 ve 6rnekler cihaza yuklendi.

PCR sartlar1 Tablo 3-1’deki sekilde hazirlandi. PCR islemi SimpliAmp Thermal
Cycler (Applied Biosystems, ABD) cihazinda gercgeklestirildi.

Tablo 3-1: PCR sartlan

Asama Sicaklik Sure
Baslangig PCR aktivasyonu 95°C 5 dakika
Denaturasyon 95 °C 30 saniye
Primer baglanmasi 58 °C 30 saniye 40 doéngu
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika

3.2.4.3. Jel Elektroforezi

PCR islemi tamamlanan DNA’lar bant uzunluklarinin kontrol edilmesi igin

agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiildii ve ultraviyole (UV) 151k altinda incelendi.

Agaroz jeli hazirlamak i¢in Erlenmeyer flask igerisine 135 ml distile su, 15 ml
TBE buffer ve 2 g agaroz konuldu. Karisim homojen bir hal almasi i¢in mikrodalgada 5
dakika ¢Ozdiriildi. Elle tutulabilecek sicakliga (55-50 °C) geldiginde 5 ul SafeGel red
stain jel boyasi eklendi. Yatay elektroforez aletinin kenarlar1 kapatilmis 6zel jel
yatagina sizintt olmamasina dikkat edilerek karisim dokiildii. Cepleri olusturacak
taraklar hazneye yerlestirildi ve jel oda sicakliginda donmaya birakildi. Donma
gerceklesince taraklar dikkatlice ¢ikartildi ve jel, icinde 100 ml TBE buffer ve 900 ml
distile su kullanilarak hazirlanan tamponun bulundugu elekroforez tankina yerlestirildi.
Jeldeki ceplerden ilk kuyucuga 2 pl olacak sekilde bant uzunluklari bilinen ticari olarak
hazir standart DNA ladder yiiklendi. Kullanilan GenLadder 100bp + 1.5kb 50 ng
(GENAXXON bioscience, Almanya)’in jeldeki goriintiisii Sekil 3-1’de gosterilmistir.
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Sekil 3-1: DNA ladder’in jelde olusturdugu bant uzunluklari

Geri kalan kuyucuklara parafilm tizerinde 1 pl yiikleme boyasi ile karistirilmis 5
ul PCR firiinleri yiiklendi. Jelden 40 dakika boyunca 120 V ve 150 mA akim gegirilerek
DNA fragmentleri yiiriitiildii. Stirenin sonunda jelin UV 151k altinda goriintiisii alinarak,
olusan PCR irlnlerinin baz uzunluklar1 kontrol amaciyla standart DNA ile

karsilastirildi.

3.2.4.4. Dizi Analizi

Suglarin ¢ift yonlii DNA dizi analizi 6zel bir laboratuvarda (Fullgen
Biyoteknoloji San. Tic. Ltd. Sti.) Sanger yontemi ile yapildi ve analiz sonucunda elde
edilen veriler National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, Md,
ABD) tarafindan gelistirilmis web tabanli bir ara¢ olan Basic Local Alignment Search

Toll (BLAST) ile degerlendirilerek izolatlar tiir diizeyinde tanimland1 [13, 76].

3.2.5. Filogenetik Analiz

DNA dizileme islemi sonrasinda elde edilen diziler BioEdit programi ile
duzenlendi. C. glabrata CBS138 susuna ait dizi referans olarak kullanildi. Referans
susta 388 bazlik bolgeye denk gelen dizinin verileri analiz edildi. Dizi analizi MEGA11
programi kullanilarak gerceklestirildi. Dizilerin hizalanmasinda ClustalW programi
uygulandi ve filogenetik aga¢ Neighbor-joining metodu ile bootstrap degeri 1000 olarak
olusturuldu. Genetik mesafeler Kimura-2 parametre metodu ile belirlendi [48, 76].



3.2.6. Antifungal Duyarhlik Testi

3.2.6.1. Testin Yapihs1

Suslarin amfoterisin B, anidulafungin, mikafungin, kaspofungin, flusitozin,
posakonazol, vorikonazol, itrakonazol ve flukonazol olmak (zere toplam dokuz
antifungale duyarliligit Thermo Scientific™ Sensititre™ YeastOne™ duyarlilik paneli
(TREK Diagnostic Systems, Ingiltere) ile arastinldi [77, 78]. Kolorimetrik bir
mikrodillisyon testi olan bu Kkitte her kuyucukta indikator olarak alamar mavisi
bulunmaktadir. Liyofilize halde bulunan ve farkli konsantrasyonlardaki antifungallerin

mikroplak tizerindeki yerlesimleri Sekil 3-2’de gosterilmistir.

Kalite kontrol susu olarak Candida krusei ATCC 6258 kullanildi. Antifungal
duyarlilik testi iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda c¢aligildi. Susun SDA’da
tiremis ve saf, 24 saatlik pasajindan igne uglu 6ze ile alinan koloniler steril distile su
igerisinde siispanse edilerek 0.5 McFarland standardinin bulanikligina es deger olacak
sekilde ayarlandi. Ardindan 11 ml’lik YeastOne inokiilum brothun igerisine
siispansiyondan 20 pl transfer edilerek 1,5-8x10®° CFU/ml inokiilum hazirlandi.
Homojen bir siispansiyon olmasi i¢in tiip vortekslendi. Son silispansiyondan 100 pl
alimarak mikroplagin her kuyucuguna aktarildi. Pozitif kontrol kuyucugundan 10 pl
alinarak koloni sayimi amaciyla SDA {izerine ekim yapildi ve 37 °C’de etlivde 24 saat

inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayildi.

P00 00
0000060006000
P0E0PROOP000
200000000060
2000000000060
PEEDEPOOI000
200000000000
000000066060

Sekil 3-2: Sensititre YeastOne antifungal duyarhlik panelinde antifungallerin
konsantrasyonlar: (LUg/mL) ve yerlesimleri

POS: pozitif kontrol, AND: anidulafungin, MF: mikafungin, CAS: kaspofungin, FC: flusitozin, PZ: posakonazol,
VOR: vorikonazol, 1Z: itrakonazol, FZ: flukonazol, AB: amfoterisin B



Mikroplagin iizeri kontaminasyonu ve sacilmayir onlemek amaciyla yapiskan
polipropilen film ile kapatildi. Mikroplak ve pozitif kontrol kuyucugundan ekim yapilan
SDA besiyeri 35 °C’de CO>’siz inkilibatorde 24 saat inkube edildi.

3.2.6.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Inkiibasyon siiresinin sonunda pozitif kontrol kuyucugu tamamen kirmiziya
doniisen ve inokiilum kontrolii amaciyla pozitif kontrol kuyucugundan ekim yapilan
SDA besiyerinde iireyen koloni sayist 15-80 arasinda olan mikroplaklar iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda degerlendirildi. Buna gore kuyucuklarin renk degisimi olmadan
mavi kalmasi tiremenin inhibisyonunun, kirmiziya doniismesi tiremenin, mor olmasi ise
kismi inhibisyonun gostergesi olarak kabul edildi. Amfoterisin B i¢in pozitif kontrol ile
karsilastirildigi zaman belirgin renk degisiminin goriildiigii ilk kuyucuk MIK olarak
tespit edildi. MIK degeri flusitozin, azoller ve ekinokandinler igin ise pozitif kontrol
kuyucugu ile karsilastirildiginda daha az renk degisimi olan ilk kuyucuk olarak

belirlendi.

Suslar igin saptanan MIK degerleri hem Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) hem de European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)’in tiire 6zgii klinik simir degerlerine, bu degerlerin belirlenmemis oldugu
antifungaller icin ise epidemiyolojik esik degerlerine gore degerlendirildi
(epidemiological cut off-ECV/ECOFF). CLSI ve EUCAST in belirlemis oldugu klinik
sinir degerleri ile ECV/ECOFF Tablo 3-2’de gosterilmistir. CLSI ve EUCAST,
flusitozin i¢in herhangi bir sinir deger belirtmemektedir [79-81].



Tablo 3-2: CLSI ve EUCAST 1n Candida glabrata icin belirlemis oldugu klinik sinir
degerleri ve epidemiyolojik esik degerleri

CLSI (ug/mL) EUCAST (mg/L)
Antifungaller H OD DBD D ECV H oD D ECOFF
() 0 & WI®o| () )  WT©
AB 2 1 1
AND 0,12 0,25 0,5 0,06 0,06
MF 0,06 0,12 0,25 0,03 0,03
CAS 0,12 0,25 0,5
FC
PZ 1 1
VOR 0,25 1
1Z 4 2
Fz 32 64 0,001 16 16

AB: amfoterisin B, AND: anidulafungin, MF: mikafungin, CAS: kaspofungin, FC: flusitozin, PZ: posakonazol,
VOR: vorikonazol, IZ: itrakonazol, FZ: flukonazol, H: hassas, OD: orta duyarli, DBD: doza bagli duyarli, D: direngli,
ECV: epidemiyolojik esik deger (epidemiological cutoff), WT: vahsi tip (wild type), ECOFF: epidemiyolojik esik
deger (epidemiological cutoff)



4. BULGULAR

4.1. C. glabrata kompleksi Suslarimin Ornek Tiirlerine ve Klinik Birimlere Gore
Dagilim

Calismaya Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis, C.
glabrata kompleksi olarak tanimlanmis 40 adet sus dahil edildi. Bu suslarin izole
edildigi klinik 6rneklerin dagilimi1 Tablo 4-1 ve Sekil 4-1’de gosterilmistir.

Tablo 4-1: C. glabrata kompleksi suslarinin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

Ornek Turd Say1 (%)
Agiz strlintiisii 11 (27,5)
Apse 2 (5)
Balgam 2 (5)
Biyopsi 1(2,5)
Bogaz siiriintiisii 1(2,5)
Bronkoalveolar lavaj 4 (10)
Hemokdltar 7 (17,5)
Idrar 5(12,5)
Kateter 1(2,5)
Plasenta s1visi 1(2,5)
Servikal siiriinti 3(7,5)
Trakeal aspirat 2 (5)

Toplam 40 (100)

Calismaya dahil edilen suslarin 15’1 (%37,5) siirlintii orneklerinden, sekizi
(%20) solunum yolu 6rneklerinden, yedisi (%17,5) hemokdiltiirden, besi (%12,5)
idrardan, ikisi (%35) apseden, birer adet (%2,5) ise biyopsi, kateter ve plasenta sivisindan
izole edilmistir. Siirtintii 6rneklerinin 11°1 (%27,5) agiz siiriintiisi, tgt (%7,5) servikal
siriintiic ve biri (%2,5) bogaz siirlintiisiidiir. Solunum yolu O6rneklerinin dagilimi
incelendiginde dort 6rnegin (%10) bronkoalveolar lavaj (BAL), ikiser 6rnegin (%5) ise

balgam ve trakeal aspirat (TAK) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4-1: C. glabrata kompleksi suslarinin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilim

Klinik érnek; n; %

C. glabrata kompleksi suslarinin izole edildigi hastalarin yedisi pediatrik (0-18)

(%17,5), 33’1 ise yetiskin (>18) (%82,5) yas grubunda yer almaktadir ve hastalarin yas
ortalamasi 46,4 tiir. Yetiskin hastalardan ti¢iiniin (%7,5) 18-30, 18’inin (%45) 31-60 ve

12’sinin (%30) 60-90 yas araliginda oldugu belirlenmistir. Suslarin izole edildikleri

hastalarin cinsiyet ve yaglarina gore dagilimi1 Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: C. glabrata kompleksi suslarinin izole edildigi hastalarin demografik ozellikleri

Say1 (%)

Cinsiyet

Kadin 24 (60)

Erkek 16 (40)
Yas

0-18 7(17,5)

18-30 3(7,5)

31-60 18 (45)

60-90 12 (30)




Calismaya dahil edilen suslarin klinik birimlere gore dagilimi Tablo 4-3’te
gosterilmistir. Toplam 40 C. glabrata kompleksi susunun 23’4 (%57,5) dahili
birimlerde, 17°si (%42,5) cerrahi birimlerde tedavi gérmekte olan hastalardan izole
edilmistir. Dahili kliniklerden gelen &rneklerin %22,5°1 I¢ Hastaliklar1, %17,5’i Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklari, %5°1 Gogiis Hastaliklari, %5°1 Pandemi, %2,5’1 Acil, %2,5’1
Deri ve Ziihrevi Hastaliklar, %2,5’1 Onkoloji Poliklinik ve Servislerindendir. Cerrahi
kliniklerden gelen orneklerin %12,5’inin Genel Cerrahi, %12,5’inin Kadin Hastaliklar
ve Dogum, %10 unun Anesteziyoloji ve Reanimasyon, %5 inin Uroloji, %2,5’inin Acil
Cerrahi Poliklinik ve Servislerinden geldigi belirlenmistir. Her bir susun izole edildigi

klinik 6rnek ve hastaya ait ayrintili bilgiler Tablo 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-3: C. glabrata kompleksi suslarinin izole edildigi 6rneklerin geldigi klinik
birimlere gore dagilimi

Say1 (%)
Dahili Klinikler 23 (57,5)
Acil Servis 1(2,5)
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 7 (17,5)
Deri ve Ziihrevi Hastaliklar 1(2,5)
I¢ Hastaliklar1 9 (22,5)
Gogiis Hastaliklar 2 (5)
Onkoloji 1(2,5)
Pandemi Servisi 2 (5)
Cerrahi Klinikler 17 (42,5)
Acil Cerrahi 1(2,5)
Anesteziyoloji ve Reanimasyon 4 (10)
Genel Cerrahi 5 (12.5)
Kadin Hastaliklar ve Dogum 5(12.5)
Uroloji 2 (5)

Toplam 40 (100)




Tablo 4-4: C. glabrata kompleksi suslarimin izole edildikleri klinik 6rnek ve hasta bilgileri

- Klinil: Birim Ornel: tiri Hasta Bilgileri
1 G Hastaldan Poliklmis Balzam 9 E - EKOAH, brongektazi, r-:u:na'hou.d artrit, yedi yuldir steroid
kullanryor
- I; Hastahidan Endokoin we . —
2 LY — Toliklinisi Amz sinmiisi T1E
3 Cocuk Hematalaji Sesvisi Afz sinmidsi 12 K - Lenfoma
4 Cocuk Hemarolaji Sesvisi Afiz sininfisi 4 E -Lazami
3 ook Hematoloji Servisi ARz sininfisi 11 E — Losemi
I; Hastzhiclan Peomatolojt . R
] Servisi Amz sinmiisi RE
- I; Hastzhiclan Hematoloji . 58 K — Immiin=supreze, 2 yildir kemoterapd gannyor, tokst
) Paoliklmiz: Apz siirintisi multinodiler goatr
2 'ﬂ‘"““mp;'f. Rm] e o8 Bropknalvealar Lavaj 38 E-EOAH, divaber, zut, Graves hastalifs
9 Anestest ve Raadimasyon A sirimnisi 88 K — Hipertansiyon, diyabet, mut
10 Uraloji Servisi Iirar 4§21 E — Urinar sistem enfaksiyom
11 Oekoloji Poliklimigs Bogar sirnmbi=i 40 E — Testis malizn neoplzzmi
12 'ﬂ‘"““"ﬂp;f. Rm] 5" Brankoalvealar Lavgj 31 ¥ — EOAH, steroid kullarryor, entibs
13 I Servisi " Afiz sininfisi 31 E - Dermatomiyozit
I Hastahklar Otelog Edk [P - L - .
14 Hifre Makhi Servisi ARz sinmnisi 5% K - ol biicre nakilli; lenfoplammositoz
15 {ocuk Hastabiklan Eivonsi 4 E — Ozofaga: biyopsisi; adrenal bez bozokhiklan, miple A
! Gastroenteraloji Pelikdinigi tropel senéromn
16 Acil Carraki ARz sinmeist 46 E — Trafik kazaz1
17 K“"EH’;"?M‘” I_];&Dnm Servikal simizn 30 B — Aleut vajinit
18 Gene] Cerrahi Travma Servizl Apze 75 E — Perfore sigmoid kalon divertikoilit
19 K“"EH’SPL’JM"I. . ng'eEu:-gLur. Servileal siriinti 36 B, — Uirimer inkaptinans
M Genel Cemrahi Semial Eateter 31 E — Kandidei
11 Acil Dahiliye Hamaloilhir 39 E — Kandidemi
2 QDEJkHHSI‘];J.ﬂF.I.'!. Yenidogan Hemalailtir 0 E — Eandidemi
ervisi e
13 Uraoloji Servisi Idrar 0 K — Unmer sistern enfelanyoma, babrek tan
- I; Hastahklan Colog Edk [P : "
4 Hiicrs 22kl Sesvisi Amz sinmiisi 15 E — Hodgkin haztahim
15 Pamdsmi Vogun Bakim Servisi Ldrar TEE-COVID-12
i Genel Cerrabi Travma Servisi Hemakriltiar 9 K — Deus
n Pandemi Servisi Hemalmiltar 71 E — Diyabet, Aloat pankreatit, COWVID-10, Famdidemi
" Cocuk Hastahklan ¥enidodan -
i Yoiun B Sarvisi Trzkeal aspirat 0K
w Ha’”]‘h’mpﬂl‘.c’]m;'l‘hm"]“ Bronkpalveoler Lavaj 75 E — Eronik viral Hepatit B
Genel Cerrahi Tranma Acil . - . e o
3 YofmE Seryisi Trzkeal aspirat 53 E - Aloat karaciger yetmezlisi, DOVID-18
I Hastahklan Hematoloji ve o - A
il Oukaloii Servisi Hemakmiltir 38 E — Akut rayeloid 1ozemi
32 Genel Cerrahi Adl Seniz Hemakmiltir 64 E — Karacifer malipn peoplarmi
13 R"""‘.’"""E-;f”g;’fm Bronkoalvealer Lavaj §2 K — Baliarteritis nodosa
34 Gigis Hastzhiklan Servisi Balzam 2 E-KOAH
- Eadir Hastahklan ve Dofum . .
33 Infartilite Poliklinisi Apze 2E
34 Eadm Poli ]lugl'e]:h:ng'-ﬂr- Plazenta srvist 3 K —Plasenta previa
o I; Hastzhilan Hematoloji o —
37 DolikliniZi Hemakriltiar 17
38 Cocuk I'{,“j‘l .““m] EU“’I"JL firar 16 E — Triner sistem enfaksiyom, Divabat
Dreri we Siohrevi Hastahklan = "
3B Doliklimig: [irar iZE
Eafm Hastahklan ve Dog ; L .
40 Palilimigs B semvikal simined £3 E — Behget hastahi

K: kadin, E:erkek, KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligi



4.2. Kromojenik Besiyerinde Koloni Renginin Belirlenmesi
Kromojenik agar besiyerine azaltma yontemiyle ekilen ve 37 °C’de 24-48 saat
inkube edilen 40 C. glabrata kompleksi susunun tamaminin saf oldugu tespit edildi.

Susglarin tamami1 bu besiyerinde mor renkte koloniler olusturdu (Sekil 4-2).

Sekil 4-2: CHROMagar™ Candida besiyerinde C. glabrata kompleksi kolonileri

4.3. Misir unlu-Tween 80 Agarda Mikroskobik Morfolojinin Degerlendirilmesi
Dalmau teknigi ile misir unlu-Tween 80 agara ekilen ve 25 °C’de 48-72 saat
inkiibe edilen suslarin mikroskobik morfolojileri incelendiginde 40 susun tamaminin

yalanci hif olusturmadigi, sadece kiiciik ve oval blastosporlar olusturdugu gozlendi
(Sekil 4-3).

Sekil 4-3: Musir unlu-Tween 80 agarda C. glabrata kompleksinin mikroskobik gortntisu
(x400)



4.4. Molekiiler Yontemlerle Tiir Diizeyinde Tanimlama Sonuglar:

4.4.1. Jel Elektroforezi Sonuclari

PCR iglemi ile ITS bolgeleri cogaltilan suslarin, PCR isleminin kalitesini kontrol
etmek i¢in jel elektroforezi ile bant uzunluklar incelendi. Jel lizerinde UV 151k altinda
tim bantlarin 800-900 bp seviyelerinde goriildiigli ve suslarin tamaminin C. glabrata
kompleksine ait oldugu belirlendi [82]. UV 1sik altinda jelde elde edilen goriintiiler
Sekil 4-4’te gorilmektedir.

I vﬂﬁﬁp—i.rﬂr—-‘ﬁr‘—"ﬁt_“

Sekil 4-4: C. glabrata kompleksi suslarimin PCR islemi sonrasinda jelde UV 1s1k altindaki
gorintuleri



4.4.2. Dizi Analizi Sonuclari
C. glabrata kompleksi olarak tanimlanan suslar rDNA’nin ITS1-5.8S-1TS2

bolgesinin Sanger yontemi ile yapilan dizi analizi ile incelendiklerinde, hepsinin C.
glabrata sensu stricto oldugu belirlendi. C. glabrata kompleksinde bulunan diger tiirler

olan C. nivariensis ve C. bracarensis’e rastlanmada.

Calismaya dahil edilen iki susun Sanger dizilemesi sonrasi elde edilen sekans
sonuclar1 Sekil 4-5’te, elde edilen bu sonuglarin web tabanli analiz araci olan BLAST

ile degerlendirilme sonuglari ise Sekil 4-6’da verilmistir.
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Sekil 4-5: Sanger dizilemesi sonrasi elde edilen sekans sonuclari

Caligmadan, 7 ve 38 numarali susglarin sekans goriintiileri
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Sekil 4-6: BLAST veri tabaninda arama sonuglari

Caligmadan, 7 numarali susun BLAST veri tabaninda arama sonuglari



4.5. Filogenetik Analiz
Filogenetik analiz sonucunda ayni genotipe ait suslarin aynm1 dallanmada yer
aldig1 gortlmustiir. Calisma kapsaminda incelenen 40 C. glabrata susu ve C. glabrata

referans susu CBS138’in rDNA ITS1-5.8S-ITS2 bdlgelerine ait diziler kullanilarak

olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4-7’de verilmistir.
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Sekil 4-7: C. glabrata referans susu CBS138 ile birlikte 40 klinik 6rnekten izole edilen C.
glabrata suslarma ait rDNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi dizileri kullamlarak
olusturulan filogenetik agac

Dallarin sol tarafinda belirtilen sayilar bootstrap degerini ifade etmektedir



4.6. Antifungal Duyarhlik Testinin Sonuclar:

Kolorimetrik bir mikrodiliisyon testi olan Sensititre YeastOne duyarlilik paneli
ile caligilan antifungal duyarlilik testi, inkiibasyon siiresinin sonunda pozitif kontrol
kuyucugu tamamen kirmiziya doniistiigii ve inokiilum kontrolii amaciyla ekim yapilan
SDA besiyerinde iireyen koloni sayist 15-80 arasinda oldugu zaman degerlendirildi

(Sekil 4-8).

Sekil 4-8: SDA besiyerinde inoktlum kontrol

Caligmadan, 27 numarali sug

Kontrol amaciyla kullanilan C. krusei ATCC 6258 susuna ait sonuglar 24 saat
(Sekil 4-9) ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda degerlendirilerek, belitlenen MIK
degerleri referans araliklariyla karsilastirildi (Tablo 4-5).
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Sekil 4-9: 24 saat inkiibasyon sonrasinda C. krusei ATCC 6258 susuna ait mikroplak ve
belirlenen MIK degerleri

Tablo 4-5: Kontrol susunun MiK degerlerinin referans degerler ile karsilastirilmasi

24 saat inkiibasyon 48 saat inklibasyon
Antifungal Referans Calisma Referans Calisma

AB 0,5-2* 1 1-4 2
AND 0,03-0,12 0,03 - 0,06
MF 0,06-0,5 0,12 0,12-0,5 0,12
CAS 0,12-1 0,12 0,25-1 0,5

FC 4-16 8 8-32 8
Pz 0,06-0,5 0,25 0,12-1 0,25
VOR 0.06-0,5 0,25 0,12-1 0,5
1z 0,12-1 0,12 0,25-1 0,25
FZ 8-64 64 16-128 64

* pg/mL

Kontrol susunun MIK degerlerinin referans araliklarda oldugu goriildiikten
sonra diger suslarin MIK degerleri iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda renk

degisimlerine gore belirlendi (Sekil 4-10 ve Sekil 4-11).
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Sekil 4-10: 7 numarah susun 24 saat inkiibasyon sonrasi belirlenen MIiK degerleri

Sar1 yuvarlak iz tiremeyi, kirmzi kesikli ¢izgili yuvarlak ise paradoksal etkiyi gostermektedir

POZ

Sekil 4-11: 16 numarah susun 24 saat inkiibasyon sonrasi belirlenen MiK degerleri

Tablo 4-6’da tim suslarin amfoterisin B (AB), anidulafungin (AND),
mikafungin (MF), kaspofungin (CAS), flusitozin (FC), posakonazol (PZ), vorikonazol
(VOR), itrakonazol (I1Z) ve flukonazol (FZ) i¢in MIK degerleri yer almaktadar.



Tablo 4-6: Cahsmadaki suslarin MiK degerleri

y Antifungaller
Ornek No.

AB AND MF CAS FC Pz VOR 1z FZ
1 1* 0,03 0,015 0,03 0,12 1 0,25 0,5 4
2 0,06 0,03 0,06 <0,06 0,5 0,12 0,25 2
3 0,03 0,015 0,06 <0,06 0,5 0,12 0,25 4
4 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,25 2
5 0,5 0,03 0,03 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
6 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 1 0,25 0,5 8
7 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 2 0,5 1 32
8 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 2 1 1 32
9 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 0,25 0,12 1 2
10 0,5 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,25 0,06 0,12 1
11 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
12 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
13 0,5 0,03 0,015 0,06 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
14 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 0,5 0,25 0,5 4
15 1 0,015 0,015 0,015 <0,06 1 0,25 0,5 4
16 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 2
17 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,25 4
18 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
19 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 8 2 2 32
20 1 0,03 0,015 0,015 <0,06 0,5 0,25 0,5 8
21 2 0,5 0,25 0,5 <0,06 0,12 0,03 0,12 1
22 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 1 0,25 0,5 4
23 0,5 0,015 0,015 0,03 <0,06 0,25 0,06 0,12 2
24 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 1 0,25 0,5 8
25 0,5 0,12 0,03 0,03 <0,06 0,25 0,06 0,12 2
26 0,5 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,25 8
27 0,5 0,06 0,03 0,06 <0,06 0,5 0,12 0,25 2
28 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,25 4
29 1 0,06 0,03 0,06 <0,06 0,5 0,12 0,25 4
30 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,25 0,5 4
31 1 0,03 0,015 0,06 <0,06 1 0,5 0,5 8
32 1 0,06 0,015 0,06 <0,06 0,5 0,25 0,5 8
33 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 1 0,25 0,5 4
34 1 0,015 0,015 0,06 <0,06 1 0,25 0,5 8
35 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,06 0,25 2
36 1 0,03 0,03 0,03 <0,06 1 0,25 0,5 4
37 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,25 4
38 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,5 4
39 1 0,03 0,015 0,03 <0,06 0,5 0,12 0,25 4
40 0,25 0,015 <0,008 0,03 <0,06 0,25 0,12 0,12 8

AB: amfoterisin B, AND: anidulafungin, MF: mikafungin, CAS: kaspofungin, FC: flusitozin, PZ: posakonazol,
VOR: vorikonazol, 1Z: itrakonazol, FZ: flukonazol, * pg/mL



EUCAST rehberinde kaspofungin icin herhangi bir sinir degeri bulunmamakla
birlikte, hem anidulafungin hem de mikafungine duyarli olan Candida suslarinin

kaspofungine de duyarli olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir [81].

CLSI ve EUCAST rehberlerinde flusitozin igin sinir degerlerinin bulunmamasi

nedeniyle, belirlenen MIK degerleri duyarli veya direngli olarak yorumlanamamistir.

Tablo 4-7°de CLSI ve EUCAST rehberlerinde klinik sinir degerleri belirtilen
antifungaller i¢in suslarin duyarliliklar1 6zetlenmistir. CLSI’1n klinik sinir degerlerine
gore anidulafungin, mikafungin ve kaspofungine suslarin 39’unun (%97,5) duyarh
birinin (%2,5) direncli, flukonazole ise 40 susun da (%100) doza bagli duyarl oldugu
belirlenmistir. EUCAST’in belirledigi klinik sinir degerlerine gore 39 susun (%97,5)
amfoterisin B’ye duyarl birinin (%2,5) direncli, 38 susun (%95) anidulafungine duyarh
iki susun (%5) direncli, 39 susun (%97,5) mikafungine duyarl birinin (%2,5) direngli
ve 37 susun (%92,5) flukonazole orta duyarli {i¢ susun (%7,5) ise direngli oldugu

gorilmiistiir.

Tablo 4-7: CLSI ve EUCAST’in klinik sinir degerlerine gore suslarin duyarhhklari

CLSI (ug/mL) EUCAST (mg/L)
Antifungaller H (%) OD (%) DBD (%) D (%) H (%) OD (%) D (%)
AB 39 (97,5) 1(2,5)
AND 39 (97,5) 1(2,5) 38 (95) 2 (5)
MF 39 (97,5) 1(25  39(97,5) 1(2,5)
CAS 39 (97,5) 1(2,5)
Fz 40 (100) 0 (0) 37(925)  3(7.5)

H: hassas, OD: orta duyarli, DBD: doza bagli duyarli, D: direngli

CLSI ve EUCAST’in rehberlerinde klinik smir degerleri belirtilmeyen,
epidemiyolojik esik degerleri verilen amfoterisin B, posakonazol, vorikonazol ve
itrakonazol icin suslarin degerlendirmeleri Tablo 4-8’de yer almaktadir. Amfoterisin B
icin CLSI’a gore 40 (%100) EUCAST’e gore 39 susun vahsi tip (wild type-WT)
(%97,5), posakonazol i¢in her iki rehbere gore de 37 (%92,5) susun WT, vorikonazol
icin CLSI’a gore 36 (%90) EUCAST’e gore 39 susun WT (%97,5), itrakonazol igin her
iki rehbere gore tiim suslarin (%100) WT oldugu tespit edilmistir.



Tablo 4-8: CLSI ve EUCAST’in epidemiyolojik esik degerlerine (ECV/ECOFF) gore
suslarin degerlendirilmesi

) CLSI ECV (pg/mL) EUCAST ECOFF (mg/L)
Antifungaller
WT; n (%) NWT; n (%) WT; n (%) NWT; n (%)

AB 40 (100) 0 (0) 39 (97,5) 1(2,5)
AND 38 (95) 2 (5)

MF 39 (97,5) 1(5)

PZ 37 (92,5) 3(7,5) 37 (92,5) 3(7,5)
VOR 36 (90) 4 (10) 39 (97,5) 1(2,5)

1z 40 (100) 0 (0) 40 (100) 0 (0)

Fz 37 (92,5) 3(7,5)

WT: wild type, NWT: Non-wild type, n: say1
Suslarin MIK araliklari, hesaplanan MiKso ve MiKgo degerleri Tablo 4-9’da

gosterilmistir.

Tablo 4-9: Suslarim MiK arahklari, MiKs, ve MiKg degerleri

Antifungal ~ MIK Arahg (ug/mL)  MiKso(ug/mL)  MiKgo (ug/mL)

AB 0,25-2 1 1
AND 0,015-0,5 0,03 0,06
MF < 0,008 -0,25 0,015 0,03
CAS 0,015-0,5 0,03 0,06
FC <0,06 -0,12 < 0,06 < 0,06
PZ 0,12-8 0,5 1
VOR 0,03-2 0,25 0,25
1Z 0,12 -2 0,25 0,5
FZ 1-32 4 8

Calismada kullanilan tim suslarin CLSI ve EUCAST rehberlerine gore
degerlendirilmeleri Tablo 4-10’da yer almaktadir.



Tablo 4-10: Cahsmada kullanilan tiim suslarin CLSI ve EUCAST rehberlerine gore
degerlendirilmesi

CLsL EUCAST CLsl EUCAST CLs1 EUCAST CLsL EUCAST
Smr  ECV  Smr ECOFF RIS Smr  ECV  Smr ECOFF Suur  ECV ~ Smur ECOFF Smur  ECV  Smr ECOFF
Deger WT Deger WT Deger WT = Deer Deger WT Deper WT Deger WT Deper WT
Hassas Hassas 0015  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 003  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Hassas Hassas X Hassas Hassas Hassas ~ - _ _
Direngli Direngli 025 Dirsngli Direngli Direngli Direngli ~ - _ _
pr] 1 WT | Hassas Hassas Hassas 0, Hassas Hassas Hassas - - - -
3 03 WT | Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
Pl 1 WT | Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
25 03 WT | Hassas Hassas Direnghi Hassas Hassas Hassas - - - -
26 03 WT | Hassas Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
27 (k] WT | Hassas Hassas Hassas 003 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
2 WT | Hassss Hassas Hassas 0015  Hasss Hassas 0,03 | Hassas Hassas R R R .
29 WT | Hassss Hassas Hassas 03 Hassas Hassas 0,06 Hassas Hassas R R R -
WT  Hassas Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
WT | Hassas Hassas Hassas 0015  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
WT | Hassas Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
WT | Hassas Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
WT | Hassas Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
WT | Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
36 1 WT | Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
37 1 WT | Hassas Hassas Hassas 0. Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
38 1 WT | Hassas Hassas Hassas 0015 | Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
39 1 WT | Hassas Hassas Hassas 0015 Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
40 023 WT | Hassas Hassas Hassas <0.008  Hassas Hassas Hassas Hassas - - - -
EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST
Smur  ECOFF ECV  Swwr ECOEF Smr  ECV Smur  ECOEF Smr  ECV  Smw  ECOFF
Deger WT WT  Deger WT Deger WT Deger WT Deger WT  Deger wT
WwT WT WwT 0.3 WT WwT 4 DBD WT
WT WT WT 0235 WT WT DBD wT
WT WT WT 025 WT WT DBD wT
WT WT WT 025 wT WT 2 DED wT
WT WT WT 025 WT WT 4 DED WwT
WT WT WT 0.3 WT WT 3 DED WT
NWT NWT WT 1 WT WT 32 DED Direngli NWT
NWT NWT WT 1 WT WT 32 DED Direngli NWT
WT WT WT 1 WT WT 2 DED wT
WT WT WT 0,12 WT WT 1 DED wT
wT WT wT 025 WT wT 4 DBD WT
WT WT WT 0235 WT WT 4 DBD wT
13 WT WT WT WT 025 wT WT 4 DBD wT
14 WT WT WT wT 0.3 WT WT 4 DED WwT
15 WT WT WT wT 0.3 WT WT 4 DED WT
16 wT wT WT WT 023 WT WT 2 DED WT
17 wT wT WT WT 025 WT WT 4 DED WT
13 WT WT WT WT 025 WT WT 4 DED wT
19 NWT NWT NWT NWT 2 WT WwT 32 DED Direngli NWT
20 WwT WwT WT WwT 0.3 WT WwT 3 DBD WT
2 wT wT wT wT 0,12 wT wT 1 DBD wT
2 wT wT wT wT 03 wT wT 4 DBD wT
23 WT WT WT wT 012 WT WwT 2 DED wT
24 WT WT WT wT 0.3 WT WT 3 DED WwT
25 wT wT WT wT 012 wT wT 2 DED WT
26 wT wT WT WT 023 WT WT 3 DED WT
2 wT wT WT WT 025 WT WT 2 DED wT
28 WT WT WT WT 025 WT WT 4 DED wT
29 WT WT WT WT 025 WT WT 4 DED wT
30 wT wT WT wT 03 wT wT 4 DBD wT
31 wT wT NWT wT 03 WT WT 3 DBD WwT
32 WT WT WT WT 035 wT WT 8 DED wT
33 WT WT WT wT 0.3 WT WT 4 DED WwT
34 WT WT WT wT 0.3 WT WT 3 DED WT
33 wT wT WT WT 025 WT WT 2 DED WT
36 wT wT WT WT 0.3 WT WT 4 DED WT
37 WT WT WT WT 025 WT WT 4 DED wT
33 WT WT WT WT 0.3 WT WT 4 DED wT
39 03 wT wT WT wT 025 WT wT 4 DBD WT
40 025 wT wT wT wT 0,12 wT wT 3 DBD wT

Suslarin duyarlilik profillerinin 6rnek tiirlerine gore dagilimi Tablo 4-11’de

verilmistir.



Tablo 4-11: Suslari duyarhlik profillerinin 6rnek tiirlerine gore dagilimi

AB AND MF CAS FZ
EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Ormek Tiri (n) Hassas Direngli | Hassas Direngli Hassas Direncli | Hassas Direncli Hassas Direngli | Hassas Direngli Hassas Direngli] DBD Direnci OD  Direncl

n(%) n(%) | n(®) n(%) n%) n(®%) | n(>%) n®%) n(*%) n(%) | n(®) n(*%) n%) n(%) | n(%) 0% n(%) n(%)
Agz surammusa (11) | 11 (100)  0(0) |11(100) 0(0) 11(100) 0(0) |11(100) 0(0) 11(100) 0(0) |11(l00) 0(0) 11(100) 0(0) |11(100) ©0(0) 10(31) 1(9)
Apse (2) 20100y 0¢0) |2¢00) og 2¢00) o0 |20000 o0 20000 o) |2¢00 o 2000 o) |201000 0@ 20100 0(0)
Balgam (2) 20100y 0(0) 20000 o¢@) 2000 0@ |20000 o 2000 o0¢) |2000 o 20000 o |2000 0@ 2000 o0(0)
Biyopsi (1) 101000 0(0) |1¢00) o 1¢o0) o@ [rcon) o@ 1¢w00) 0¢) |1¢00) 0@ 1¢00) 0@ |1qon 0@ 1(100) 0(0)
Bogaz swrimmsa (1) | 1(100)  0(0) | 1(100) 0(0) 1(100) 0(0) |1(1000 0@ 10000 0(0) |1¢00) o0¢) 101000 0@ |1(00 0@ 1(100) 0(0)
Bronkoalveolar lavaj (4 4 (100) 00} | 4¢100) 0(0) 4(100) 0(0) |4(00) 0@ 4(100) 0 |400) 0@ 400y 0@ |40000 0@ 37 129
Hemokiltir (7) 6(85.8) 1(142)|6(35.8) 1(142) 6(s58) 1(142)|6(858) 1(142) 6(s58) 1(142) | 6(s58) 1(142) 6(s58) 1(142)] 7¢000 0@ 700 o0(0)
fdrar (5) s(00)  00) |50y o  40) 1oy |s00) 0@ s 0@ |saos) 0@ s om |s5(00) 0@ 5100 0(0)
Kateter (1) 10100 0¢0) |1a00) o0() 1(100) o0(® |1(000 00 1¢100) 0¢0) |1(100) 0() 1¢100) 00 |1(000 0(0) 1100} 0(0)
Plasenta sivist (1) 1(100) 0(0) |1¢00) o) 1¢00) 0@ |1¢o0) o@ 1¢100) 0() |1¢100) o) 1¢00) 0 |1(00) 0@ 1(100) 0(0)
Servikal st (3) | 3(100)  0(0) |3(100) o) 3000 o |30 0@ 300 o |3c000 o0 3(00) o) 31000 0@ 2(667) 1(333)
Trakeal aspirat (2) 20000 0(0) |2q00) o 2q00) o@ |za o@ 2000 o |2a00 o@ 2000 o |2000 0@ 2000 o000



5. TARTISMA

Son yillarda bagisikligi baskilanmis kisilerin sayisinda goriilen artisa bagh
olarak mantar enfeksiyonlarmin sikliginin ve etken tiirlerin cesitliliginin arttig
gorilmektedir. Bu enfeksiyonlarda erken tani ile birlikte uygun tedaviye zamaninda
baslanmas1 onem tasimaktadir. Mantarlar genellikle yavas iireyen mikroorganizmalar
olduklarindan kiiltiirde {iiretilmeleri, tiir diizeyinde tanimlanmalar1 ve antifungallere
duyarlilik testi zaman almakta, bu nedenle epidemiyolojik veriler enfeksiyon kontrolii

ve tedaviyi yonlendirmek agisindan yol gosterici olmaktadir [7, 10]

Candida tdrleri insanlarin deri, gastrointestinal sistem ve mukokutanfz
membranlarinin  mikrobiyotasinda bulunan firsat¢i patojen maya mantarlardir. Bu
mantarlar ¢ok kiiclik veya ileri yas, altta yatan hastalik varlifi, genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi, santral venoz kateter bulunmasi, yogun bakimda uzun siire kalis,
ndtropeni ve kanser gibi risk faktorlerinin varliginda yiizeyel enfeksiyonlardan hayati
tehdit eden invazif enfeksiyonlara kadar degisen klinik tablolara neden olmaktadir.
Candida tiirleri arasinda enfeksiyon etkeni olarak en sik C. albicans izole edilmektedir.
Ancak son yillarda hasta gruplarmin cinsiyet ve yas profillerindeki degisiklikler, HIV
enfeksiyonu ve kanser gibi nedenlerle bagisikligi baskilanmis hastalarin, invazif
girisimlerin ve antifungal kullaniminin artmasina bagli olarak albicans dis1 Candida

tiirlerinin insidansinda artig goriilmistiir [1, 3, 10].

Albicans disi1 Candida tlrlerinden C. glabrata deri ve mukoza enfeksiyonu,
uriner sistem enfeksiyonu, kandidemi, dissemine enfeksiyon, endokardit ve menenjit
gibi cesitli klinik tablolara neden olmaktadir. Enfeksiyon etkeni olarak izolasyon siklig1
Ulkelere ve hasta popiilasyonuna gore degismekte, ancak genellikle Candida turleri
arasinda ikinci ile dordiincii sira arasinda yer almaktadir [28, 36, 60, 61] C. glabrata
suslarmin flukonazole duyarliligi degisiklik gostermekle birlikte, siklikla azalmig
duyarhiliga sahiptir. Son yillarda ekinokandinlere direngli suslarin izolasyon oraninda da
artis goriilmektedir [3, 10]. Bu tiiriin neden oldugu kandidemi olgularinda %27 olarak
belirlenen mortalite oraninin, etkenin C. albicans oldugu olgulardaki oran olan %22’den

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu bildirilmistir [83].

C. nivariensis ve C. bracarensis iki yeni tiir olarak tanimlanmisg, C. glabrata ile

birlikte bu U¢ tir C. glabrata kompleksi olarak siniflandirilmistir. C. nivariensis,



vulvovajinal kandidoz, orofarengeal kandidoz, kandidemi, peritonit, Griner sistem
enfeksiyonu, menenjit gibi ¢esitli enfeksiyonlarin etkeni olarak izole edilmistir [7, 8,
84-86]. C. glabrata ile karsilastirildiginda daha viriilan ve direngli bir tiir oldugu
belirlenmistir. Basta flukonazol olmak iizere siklikla azollere direngli olarak rapor
edilmektedir [10, 12]. C. bracarensis’in vulvovajinal kandidoz, pelvik apse ve
kandidemi etkeni olarak izolasyonu bildirilmis olsa da epidemiyolojisi veya viriilans

faktorleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir [7, 11, 40, 87].

C. glabrata sensu stricto, C. nivariensis ve C. bracarensis’i fenotipik ve
morfolojik ozelliklerine gore veya biyokimyasal temelli yar1 otomatize ya da tam
otomatize sistemler ile ayirt etmek ve tiir diizeyinde tanimlamak miimkiin
olmamaktadir. Bu kompleks i¢inde bulunan tiirlerin ayriminda ITS bélgesinin ve D1/D2
bolgelerinin dizi analizi kullanilmaktadir. MALDI-TOF MS ile de bu tdrlerin
tanimlanmasinda basarili sonuglar elde edilmektedir [10, 40]. MALDI-TOF MS ve
molekiiler yontemlerin mantarlarin tanimlanmasinda daha fazla wulasilabilir ve
kullanilabilir hale gelmesiyle giiniimiizde C. nivariensis ve C. bracarensis’in
izolasyonlar1 daha ¢ok bildirilmektedir. C. nivariensis’in neden oldugu 30’un tizerinde
ve C. bracarensis’in neden oldugu 20’nin iizerinde olgu 2011-2021 yillart arasinda
yayinlanmigtir. Yine ayni donemde nadir Candida tiirlerinin neden oldugu olgularin
%2,37’sinde etkenin C. nivariensis, %1,51’inde ise C. bracarensis oldugu belirlenmistir
[7]. C. nivariensis’in Avrupa, Asya, Avustralya ve Giney Amerika olmak (zere
oldukea genis bir kiiresel dagilima sahip oldugu; su ana kadar Ingiltere, Italya, Polonya,
Japonya, Cin, Endonezya, Malezya, Hindistan, Avustralya, Amerika, Brezilya, Arjantin,
fran, Misir, Kuveyt gibi pek cok iilkeden izolasyonunun bildirildigi [84-86]; C.
bracarensis’in ise ¢gogunlukla Amerika kitasi, baz1 Avrupa iilkeleri, Cin ve Arjantin’den
rapor edildigi gorilmektedir [4, 40, 87].

Daha dnce biyokimyasal temelli sistemlerle C. glabrata olarak tanimlanan suslar
son yillarda molekiiler yontemlerle yeniden tanimlanmakta, bu iki yeni tiiriin varlig

acisindan sus koleksiyonlar1 incelenmektedir.

Lockhart ve ark.’nin [88] ¢alismasinda Amerika, Avrupa, Asya, Avustralya ve
Afrika kitalarini kapsayan ARTEMIS antifungal siirveyans programi kapsaminda 2001-
2006 yillar1 arasinda 28 iilkeden 98 merkezde izole edilen ve biyokimyasal temelli

yontemlerle C. glabrata olarak tanimlanan 1598 sus, peptid niikleik asit floresan in situ



hibridizasyon (PNA-FISH) yontemiyle yeniden tanimlanmis, 1595 susun (%99,82) C.
glabrata sensu stricto, iki susun (%0,12) C. bracarensis ve bir susun (%0,06) C.
nivariensis oldugu belirlenmistir. C. nivariensis’in Avustralya’da plevra sivisindan, C.
bracarensis suslarinin ise Kuzey Amerika’da kan ve balgam &rneklerinden izole
edildigi bildirilmistir.

Cuenca-Estrella ve ark. [89] Ispanya’da iki yillik periyodda 56 hastanede ¢ogu
invazif enfeksiyon etkeni olarak kan ve biyopsi Orneklerinden izole edilmis ve
biyokimyasal temelli yontemlerle C. glabrata olarak identifiye edilmis 143 susu
molekiiler yontemlerle yeniden tanimlamis, bunun i¢in 26S rDNA’nin D1/D2
bolgesinin ve ITS1/ITS2 bolgelerinin dizi analizinden yararlanmiglardir. Suglarin 140’1
(%98) C. glabrata sensu stricto, Ucii (%2) ise C. bracarensis olarak tanimlanmistir. C.
bracarensis suslarinin kan, kateter ¢ikis yeri eksudasi ve plevra sivisi drneklerinden

izole edildigi rapor edilmistir.

Li ve ark. [52] Cin’de dokuz yillik siiregte vulvovajinal kandidoz etkeni olarak
izole edilen ve API Candida Kiti ile C. glabrata olarak tanimlanan 301 susun, ITS
bolgesinin dizi analizi ile 293’unu C. glabrata (%97,34), yedisini (%2,33) C.

nivariensis, birini (%0,33) C. bracarensis olarak yeniden tanimlamaistir.

Morales-Lopez ve ark.’nin [13] arastirmasinda Arjantin’de 29 yillik siirecte kan,
idrar, vajinal sekresyon, agiz siiriintiisii, digki1 drneklerinden izole edilen ve fenotipik
yontemlerle C. glabrata olarak tanimlanan 117 susun, RFL31 geninin PCR y6ntemiyle
cogaltilmasi ile 114’1 (%97,44) C. glabrata sensu stricto, tgu (%2,56) C. nivariensis
olarak tanimlanmistir. C. nivariensis suslar1 ITS ve D1/D2 bolgelerinin dizi analiziyle
dogrulanmistir. Yazarlar C. nivariensis’in  Arjantin’de ilk kez izolasyonunu
gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Tiim suslar MALDI-TOF MS ile tanimlanmis ve

dizi analizi ile %100 uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Fontecha ve ark. [90] Honduras’ta idrar, balgam, vajinal sekresyon, kateter,
kutandz sekresyon Orneklerinden izole edilmis ve fenotipik yontemlerle C. glabrata
olarak tanimlanmis 24 susu PCR-RFLP yontemiyle yeniden tanimlamistir. Bu
yontemde mayalarin ITS bolgesi PCR yontemiyle cogaltildiktan sonra Mspl enzimiyle
kesilmekte ve C. glabrata kompleksinde bulunan ii¢ tiir i¢in de farkli restriksiyon
profilleri elde edilmektedir. Deneylerin sonucunda suslarin 24°i de (%100) C. glabrata



sensu stricto olarak tanimlanmis, ardindan bu sonu¢ ITS bdlgesinin dizi analiziyle

dogrulanmistir.

Malek ve ark. [21] Polonya’da biyokimyasal temelli yontemlerle C. glabrata
olarak tanimlanan ve endotrakeal aspirat, balgam, BAL, diski, vulvovajinal sekresyon,
idrar, kan Orneklerinden izole edilmis toplam 353 susu ITS bolgesinin dizi analiziyle
yeniden tanmimlamiglar, 352 susun (%99,7) C. glabrata sensu stricto birinin ise C.
bracarensis (%0,3) oldugunu belirlemislerdir. C. bracarensis susunun digki 6rneginden
izole edilmis oldugunu ve tanimlamayi bir kez de MALDI-TOF MS ile tekrarlayarak

ayni sonucu elde ettiklerini bildirmislerdir.

Arastehfar ve ark. [91] Iran’da kan, vajinal sekresyon, BAL ve balgamdan izole
edilmis, daha once biyokimyasal yontemlerle tanimlanmis toplam 213 susu MALDI-
TOF MS ve ITS bolgesinin dizi analiziyle tanimlamis, 209 unun (%98,12) C. glabrata
sensu stricto, dordiinin ise (%1,88) C. nivariensis oldugunu belirlemislerdir. MALDI-
TOF MS ile elde edilen tanimlama sonuglarinin, dizi analizi ile belirlenen sonuglarla
%100 uyumlu oldugu gorilmiistir. C. nivariensis suslarinin doérdiiniin de kan

kiiltliriinden izole edildigini bildirmislerdir.

Sikora ve ark. [12] Polonya’da idrar, trakeal aspirat, bogaz surtntus, balgam,
diski, periton sivisi, vejinal sekresyon, deri iilseri, ameliyat yarasi drenaji, safra, kan,
BAL gibi ¢ok ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve API ID 32C ile C. glabrata
olarak tanimlanmis toplam 445 susu ITS ve D1/D2 bolgelerinin dizi analiziyle yeniden
tanimlamiglardir. Bu deneylerin sonucunda suslarin 421°inin (%94,6) C. glabrata sensu

stricto ve 24’Uniin (%5,4) C. nivariensis oldugunu belirlemislerdir.

Reyes Montes ve ark. [5] Meksika’da ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve
VITEK 2 ile C. glabrata olarak tanimlanmis 92 susu ITS bdlgesinin dizi analiziyle
yeniden tanmimlamislar, 91 susun (%98,92) C. glabrata sensu stricto ve bir susun C.
bracarensis (%1,08) oldugunu belirlemiglerdir. C. bracarensis’in vulvovajinal

kandidozlu bir hastanin vajinal sekresyonundan izole edilmis oldugunu bildirmislerdir.

Mashaly ve ark. [92] Misir’da idrar, kan ve solunum yolu 6rneklerinden izole
edilen ve API 20 C ile C. glabrata olarak tanimlanan 45 susu ITS boélgesinin dizi analizi
ile yeniden tanimlamiglar; 38’inin (%84,4) C. glabrata sensu stricto, dérdinin (%8,9)

C. bracarensis, ti¢tintin (%6,7) C. nivariensis oldugunu tespit etmislerdir.



Nangwat ve ark. [93] Kamerun’da digki idrar, servikovajinal sekresyon ve
orofarengeal suruntu orneklerinden izole edilmis, kromojenik agar besiyerinde koloni
morfolojisi, germ tiipli olusturma ve misir unlu jelozda mikroskobik morfoloji
Ozelliklerine dayanarak C. glabrata kompleksi olarak tanimlanmis 54 susu MALDI-
TOF MS ile yeniden identifiye etmis, tamamiin (%100) C. glabrata sensu stricto
oldugunu belirlemislerdir. Ancak arastirmacilar bu sonuglart molekiiler yontemle
dogrulamamiglar, MALDI-TOF MS ile tanimlama isleminde elde ettikleri skor

degerlerini de makalede belirtmemislerdir.

Tiirkiye’de bu konuda yapilmis tek bir arastirma bulunmaktadir. Kaan ve ark.
[76] BAL, kan, idrar, periton sivisi, vajinal sekresyon, apse, beyin omurilik sivisi,
akciger dokusu ve plevra sivist gibi ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis, fenotipik
yontemler ile ve biyokimyasal temelli bir sistem olan APl 20C AUX ile C. glabrata
olarak tanimlanmis 83 susu ITS bdlgesinin dizi analizi ile yeniden identifiye ederek
tamammin C. glabrata sensu stricto oldugunu tespit etmis, C. nivariensis ile C.

bracarensis’e rastlamamislardir.

Bu ¢alismada hemokultlr, biyopsi, idrar, balgam, trakeal aspirat, BAL, apse,
ag1z ve bogaz siiriintiisii gibi ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve API ID 32 C
veya VITEK-2 YST sistemleriyle C. glabrata olarak tanimlanmis toplam 40 sus ITS
bolgesinin dizi analizi ile yeniden identifiye edilmis ve suslarin tamaminin (%100) C.
glabrata sensu stricto oldugu, hi¢birinin C. nivariensis veya C. bracarensis olmadig
saptanmistir. Bu sonu¢ Fontecha ve ark., Nangwat ve ark. ve Tiirkiye’de bu konuyla
ilgili tek ¢alismay1 yapmis olan Kaan ve ark.’nin sonuglariyla uyumludur [76, 90, 93].

Henlz Glkemizden C. nivariensis ve C. bracarensis’in izolasyonu bildirilmemistir.

C. glabrata sensu stricto azollerden flukonazole direncli olabilmekte veya
azalmis duyarlilik gostermektedir. Misir’da Mashaly ve ark. [92] tarafindan yapilan
arastirmada CLSI’1n 6nerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemiyle test edilen 38 C.
glabrata susunun 18’inin (%47,4) doza bagli duyarli, 20’sinin (%52,6) direngli oldugu
belirlenmistir. Arikan-Akdagli [94] flukonazol i¢in CLSI’1n mikrodiliisyon yontemine
gore test ettikleri suslarin %99,1’inin doza bagl duyarli, %0,9’unun direncli oldugunu
bildirmislerdir. Kaan ve ark. [76] yine CLSI’1n 6nerileri dogrultusunda mikrodiliisyon
yontemiyle test ettikleri flukonazol igin 83 C. glabrata susunun 76’sinin (%90,8) doza

bagli duyarli, yedisinin (%9,2) diren¢li oldugunu belirlemislerdir. Bu c¢alismada ise



CLSI’1n 6nerdigi mikrodiliisyon yontemiyle uyumlu olan Sensititre YeastOne duyarlilik
paneliyle 40 C. glabrata susunun flukonazole duyarliligi arastirilmig, tamaminin

(%100) doza bagli duyarli oldugu belirlenmis, direngli susa rastlanmamastir.

Mashaly ve ark. [92] itrakonazol icin 0,031-2 pug/mL araliinda MIK degerleri
tespit etmisler, CLSI’1n bu antifungal i¢in belirledigi klinik sinir degeri bulunmamasina
ragmen altt susu (%15,8) duyarli, 18 susu (%47,4) doza bagh duyarli ve 14 susu
(%36,8) direngli olarak degerlendirmislerdir. Nangwat ve ark. [93] Kamerun’da 54 C.
glabrata susunu CLSI’in onerilerine gore uyguladiklart mikrodillisyon yontemiyle test
etmis, itrakonazol igin 35’inin (%81,4) vahsi tip (wild type-WT), sekizinin (%18,60)
vahsi olmayan tip (non-wild type-NWT); vorikonazol i¢in {igiiniin (%6,98) WT, 40’mnin
(%93,02) NWT oldugunu belirlemislerdir. Arikan-Akdagli ve ark.’nin [94]
caligmasinda itrakonazol ig¢in suslarin tamaminin (%100) WT; vorikonazol ig¢in
%99,5’inin WT, %0,5’inin NWT; posakonazol i¢in tamaminin (%100) WT oldugu
saptanmistir. Kaan ve ark. [76]’nin ¢alismasinda itrakonazol i¢in C. glabrata suslarinin
75’inin (%90,4) WT, sekizinin (%9,6) NWT; vorikonazol i¢in 47’sinin (%56,6) WT,
36’smin (%43,4) NWT; posakonazol i¢cin ise tamaminin (%100) WT oldugu tespit
edilmistir. Bu calismada itrakonazol i¢in suslarin hepsinin (%100) WT; vorikonazol i¢in
36’smin (% 90) WT, dordiiniin (%10) NWT; posakonazol i¢in 37 susun (% 92,5) WT,
tic susun (% 7,5) NWT oldugu saptanmustir.

Ekinokandinlere direncli C. glabrata suslart son yillarda daha sik
bildirilmektedir. Ozellikle azollere ve ekinokandinlere ayn1 anda direngli olan suslarla
gelisen enfeksiyonlarda yiiksek mortalite oranlart goriilmektedir. Sig ve ark. [95]
Tirkiye’de bir hastanin kan kiiltiirinden C. albicans ile birlikte izole edilen,
ekinokandinlere direngli olan ve ayn1 zamanda FKS2 geninde mutasyon tespit edilen C.
glabrata susu izole etmislerdir. Bu sus Tiirkiye’de izole edilen, hem fenotipik hem de
genotipik olarak ekinokandinlere direngli ilk sus olarak rapor edilmistir. Bir yil sonra
ayni merkezde iki hastanin idrar Orneklerinden ekinokandinlere direngli ve FKS2

geninde mutasyon bulunan iki C. glabrata susu daha izole edilmistir.

Morales-Lopez [13] 114 C. glabrata sensu stricto susunun kaspofungine ve
anidulafungine duyarliligim1 CLSI'1n rehberine gore mikrodiliisyon yontemiyle, ayni
zamanda FKS1 ve FKS2 genlerinde mutasyon varligini PCR metoduyla arastirmistir.

Tim suslar bu iki antifungale duyarli bulunmus, ayrica mutasyon da tespit edilmemistir.



Arikan-Akdagli [94] hemokiltirden izole edilen toplam 216 C. glabrata kompleksi
susunu ekinokandin grubu antifungallerin temsilcisi olarak mikafungin i¢in CLSI’in
rehberine gore mikrodiliisyon yontemiyle test ederek tamaminin (%100) duyarh
oldugunu belirlemislerdir. Kaan ve ark. [76]’nin ¢alismasinda 83 C. glabrata’nin E-test
yontemiyle anidulafungin ve kaspofungine duyarliligi arastirilmis ve CLSI’in klinik
sinir degerlerine gore tamaminin (%100) duyarli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada
anidulafungin, kaspofungin ve mikafungin i¢in 40 susun 39’unun (%97,5) duyarli,

birinin (%2,5) direncli oldugu saptanmustir.

Nangwat ve ark. [93] CLSI’in mikrodiliisyon yontemiyle test ettikleri 54 susun
amfoterisin B i¢in 35’inin (%81,4%) WT ve sekizinin (%18,60) NWT oldugunu
bildirmislerdir. Mashaly ve ark. [92] amfoterisin B i¢in 0,062-1 pug/mL araliginda tespit
ettikleri MIK degerlerine gore, CLSI’1n bu antifungal igin belirledigi klinik smir deger
bulunmamasina ragmen tiim suslar1 duyarli olarak degerlendirmislerdir. Arikan-Akdagli
[94] 216 C. glabrata kompleksi susunun CLSI rehberine gore uygulanan mikrodiliisyon
yontemiyle tamaminin amfoterisin B i¢cin WT oldugunu belirlemislerdir. Kaan ve ark.
[76] test ettikleri C. glabrata suslarinin CLSI rehberine gére mikrodilisyon yontemiyle
tamaminin WT oldugunu saptamislardir. Bu c¢alismada da suslarin hepsinin (%100)

amfoterisin B i¢in WT oldugu tespit edilmistir.

Bu caligsma ile ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve biyokimyasal temelli
sistemler ile C. glabrata kompleksi olarak tanimlanmis toplam 40 sus ITS bolgesinin
dizi analiziyle yeniden identifiye edilmis ve tamaminin C. glabrata sensu stricto oldugu
belirlenmis, C. nivariensis ve C. bracarensis’e rastlanmamistir. Ayrica bu suslarin
antifungallere duyarliliklar1 arastirllmigtir. Yapilan diger calismalarin sonuglarina
bakildiginda C. nivariensis ve C. bracarensis’in nadir izole edilen tirler oldugu
goriilmektedir. Izolasyon oranlar1 cevresel faktorlere ve hasta popiilasyonuna bagl
olarak tiilkeler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Yine de MALDI-TOF MS ve
molekiiler yontemlerin kullaniminin  yayginlagmas1 sayesinde bu iki tiirlin
tanimlanmasimin dogru bir sekilde yapilabilecegi ve bildirilme sikliklarinin artacagi
tahmin edilmektedir. C. glabrata kompleksi icinde bulunan g tir de azollere direncli
olabilmeleri veya azalmis duyarlilik gostermeleriyle endise uyandirmaktadir.
Ekinokandinlere direngli C. glabrata suslarinin izolasyonunda da artig goriilmektedir.

C. nivariensis ve C. bracarensis’in viriilanst ve direng profilleri ile ilgili az sayida



calisma bulunmakta, bu ¢alismalarda ise adi gegen tiirlerin daha viriilan ve direngli
olduklar1 bildirilmektedir. Bu iki tur ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasinin
gerektigi, ayrica rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda C. glabrata kompleksinin tor
diizeyinde dogru olarak tanimlanmasi ve antifungallere duyarliliginin belirlenmesinin

onem tasidigi diistintilmektedir.
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