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OZET

Bu calismada, yogun bakim (nitesinde yatan hastalarin idrar kiiltiirlerinden izole edilen Candida
(Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis) suglarinin molekiiler epidemiyolojik analizinin ya-
pilmasi ve amfoterisin B ve flukonazole kargi antifungal duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmigtir. izolat-
larin tanimlanmasi germ tiip testi, misir unlu agar besiyerindeki mikroskopik morfoloji (klamidospor, blas-
tospor, artrospor, yalanci hif ve gercek hif) ve karbonhidrat asimilasyon testleri (APl ID 32C bioMérieux,
Fransa) kullanilarak yapilmistir. Suslarin amfoterisin B ve flukonazole karsi antifungal duyarligi, “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)” kriterlerine gére mikrodillisyon yontemi ile arastirilmistir. Sus-
lar arasindaki klonal iliskiyi arastirmak icin Cnd3 primeri kullanilarak RAPD (Randomly Amplified Poly-
morphic DNA) analizi uygulanmistir. Amfoterisin B icin 56 Candida susunun mikrodillisyon yontemi ile
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) araliklari, MIK,, ve MIK degerleri sirasiyla, C.albicans igin
0.125-1 pg/ml, 0.125 ve 0.5 pg/ml, C.tropicalis'te 0.125-1 ug/ml, 0.25 ve 1 pg/ml, C.glabrata’da 0.125-
1 pg/ml, 0.25 vel pg/ml olarak bulunmustur. Flukonazol icin MIK araliklari, MiK ve MIK, degerleri si-
rasiyla; C.albicans’ta 0.25-4 pg/ml, 0.25 ve 0.5 pg/ml, C.tropicalis'te 0.25-16 ug/ml, 0.5 ve 1 pg/ml,
C.glabrata’da 0.5-64 pg/ml, 8 ve 16 pg/ml olarak saptanmistir. izolatlarin hicbiri amfoterisin B icin yiik-
sek (MIK > 1 ug/ml) MIK degerine sahip bulunmamustir. Bir C.glabrata izolati flukonazole direncli (MIK >
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64 pg/ml) iken bir C.tropicalis ve iki C.glabrata izolati flukonazole doza bagimli duyarli (MiK: 16-32
pg/ml) bulunmustur. RAPD analizi sonuglari C.albicans icin iki klondan, C.glabrata ve C.tropicalis icin ise
tek bir klondan ekzojen yayilim oldugunu gostermistir. Sonug olarak, yogun bakim unitelerinde yatan
hastalardan alinan klinik 6rnekler ile cevresel 6rneklerin birlikte epidemiyolojik analizinin yapilarak ekzo-
jen odadin tespit edilmesinin, hastane enfeksiyonlarini ve hastalarda morbidite ve mortalite oranlarini
azaltmasi acisindan 6nemli oldugu diistinGlmustir.

Anahtar sézciikler: Candida tiirleri; antifungal duyarlilik; RAPD; molekdiler epidemiyoloji; idrar érnegi.

ABSTRACT

The aims of this study were to analyse the amphotericin B and fluconazole susceptibility and mole-
cular epidemiology of Candida strains (Candida albicans, Candida tropicalis and Candida glabrata) isola-
ted from the urine samples of patients hospitalized in the intensive care unit. Identification of the isola-
tes was done according to microscopic morphology (chlamydospor, blastospor, pseudohyphae and true
hyphae) on cornmeal agar, germ tube formation and carbohydrate assimilation patterns (API ID 32C bi-
oMeérieux, France). Antifungal susceptibilities of the isolates were determined by in vitro broth microdi-
lution method recommended by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). To investigate the
clonal relationship of the isolates, randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis was performed
by using Cnd3 primer. Of the 56 Candida isolates minimum inhibitory concentration (MIC) ranges,
MIC, and MIC, values for amphotericin B were 0.125-1 ug/ml, 0.125 and 0.5 pg/ml for C.albicans,
0.125-1 pg/ml, 0.25 and 1 pg/ml for C.tropicalis and 0.125-1 pg/ml, 0.25 and 1 pg/ml for C.glabrata,
respectively. Fluconazole MIC ranges, MIC,; and MIC,  values were 0.25-4 pg/ml, 0.25 and 0.5 pg/ml
for C.albicans, 0.25-16 pug/ml, 0.5 and 1 pg/ml for C.tropicalis and 0.5-64 ug/ml, 8 and 16 ug/ml for
C.glabrata, respectively. For amphotericin B, none of the isolates had high MIC values (MIC > 1 pg/ml).
While one of the C.glabrata isolates was resistant to fluconazole (MIC > 64 pg/ml), one C.tropicalis and
two C.glabrata isolates were dose-dependent susceptible (MIC: 16-32 ug/ml). The results of RAPD analy-
sis indicated an exogenous spread from two clones for C.albicans, one clone for C.glabrata and one clo-
ne for C.tropicalis. This study underlines the importance of molecular epidemiological analysis of clinical
samples together with hospital environmental samples in terms of Candida spp. to determine the exo-
genous origin for the related strains and to prevent nosocomial Candida infections.

Key words: Candida spp.; antifungal sensitivity; RAPD; molecular epidemiology; urine sample.

GIRis

Candida turleri dogada yaygin olarak bulunan ve hem yiizeyel hem de derin enfeksi-
yonlara neden olabilen maya mantarlardir. Ylizeyel enfeksiyonlar cogunlukla toplum ko-
kenli iken, derin sistemik enfeksiyonlar nozokomiyal kaynakhdir. Nozokomiyal mantar

enfeksiyonlari agisindan en riskli grubu yogun bakim Unitelerinde yatan hastalar olustu-
1,2
rur's~.

idrarda Candida varhgi (kandidiri), kontaminasyon, kolonizasyon veya enfeksiyo-
nun bir belirtisi olabilir; ancak kolonizasyonu enfeksiyondan ayirt edebilecek guvenilir
bir yontem henuz yoktur. Candida tropicalis, Candida glabrata gibi albicans disi tiirler
siklikla idrardan izole edilseler de Candida albicans hala en sik gérilen tirdar. ileri yas,
kadin cinsiyet, uzun siire hastanede yatis, diabetes mellitus, total parenteral beslenme,
mekanik ventilasyon, antimikrobiyal ila¢ kullanimi ve Uriner kateter gibi risk faktorleri
kandiduri ile yakindan iligkilidir. Akut ve kronik ciddi hastahgi olan, 6zellikle Uriner sis-
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temde tikaniklik bulunan hastalarda kandidiri, sistemik kandidiyaz icin risk olusturabi-
lir ve kandideminin 6nemli bir belirteci olabilir. Asemptomatik kandidirinin siklikla
yasli debil hasta grubunda mortalite acisindan bir risk gostergesi oldugunu bildiren ca-
lismalar mevcuttur3->.

Yogun bakim Uniteleri gibi riskli hastalarin yattigi birimlerde, endemik enfeksiyonlarin
1/3’lnden fazlasi capraz bulasmayla meydana gelmektedir; kontrol 6nlemlerinin yeter-
sizligi halinde bu oran daha da yukselir. Molekiler yontemler, hastane enfeksiyonu et-
kenlerinin bulas yollarini ortaya ¢ikarmak icin, klonal iliskinin varligi ya da yoklugunu be-
lirleyerek enfeksiyonlarin yayiliminin takibine énemli katki saglar®.

Bu calismada Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Yogun Bakim Unite-
sinde yatan hastalarin idrar kultirlerinden izole edilen C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis
suslarinin molekiiler epidemiyolojik analizinin yapilmasi ve amfoterisin B ve flukonazole
karsi antifungal duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Yogun Bakim Unite-
sinde Temmuz 2006-Haziran 2008 tarihleri arasinda yatan 46 hastanin idrar kulttrle-
rinden izole edilen 56 Candida susu alindi. Izolatlarin tir diizeyinde tanimlanmasi,
germ tip testi, misir unlu agar besiyerindeki mikroskopik morfoloji (klamidospor,
blastospor, artrospor, yalanci hif ve gercek hif) ve karbonhidrat asimilasyon testleri
(API ID 32C, bioMérieux, Fransa) kullanilarak yapildi. Suslar molekiler tanimlama ve
antifungal duyarlilik testi yapilincaya kadar %20 gliserollii beyin kalp inflizyon besi-
yerinde -20°C’de sakland.

Calismaya alinan Candida kdkenlerinin amfoterisin B ve flukonazole karsi antifungal
duyarhlik testi, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” M27-A2 standartla-
rina uygun olarak mikrodiliisyon yéntemi ile arastirildi’. MOPS ile tamponlanan RPMI
1640 (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz; Sigma-Aldrich, ABD) besiyeri kullanildi. Am-
foterisin B (MP Biomedicals, Fransa) ve flukonazol (Pfizer, ABD) toz halde ticari olarak el-
de edildi. Antifungal (final) test konsantrasyonlari amfoterisin B icin 0.0313-16 ug/ml,
flukonazol icin 0.125-64 ug/ml olacak sekilde seri diliisyonlari hazirlandi. Doksan alti ku-
yucuklu mikroplagin 1-10. kuyucuklarina dillisyon sirasina uyularak 100°er pl dagtildi.
Uzeri steril kapak ile kapatilarak kullanilincaya kadar -70°C’de saklandi.

Antifungal duyarlilik testi icin -20°C’de saklanan Candida suslarinin Sabouraud
dekstroz agara (SDA) iki kez ardisik pasaji yapildi. Inokiilum, SDA’da 35°C’de (retilen
24 saatlik kolonilerden hazirlandi. inokilum stispansiyonu baslangigta 0.5 McFarland
olacak sekilde ayarlandiktan sonra 50 pl stispansiyon 2450 pl RPMI 1640 ile 1/50 di-
lGe edildi. 1/50 inokilum diltisyonundan 150 pl alinarak 2850 pl RPMI 1640 ile ikin-
ci kez 1/20'lik bir dilisyon daha yapildi. Mikrodiltiisyon plaklarinin daha dnce hazir-
lanan 100 pl ilag dilisyonu iceren kuyucuklarina 100 pl hazirlanan inokilum sispan-
siyonundan eklendi. Her plak icin bir sterilite kontroli (yalniz 200 pl besiyeri) ve bir
treme kontroli (100 pl inokllum stispansiyonu ve 100 pl besiyeri) olmak tzere iki si-
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ra ilagsiz kontrol kuyucugu kullanildi. Mikrodilisyon plaklari 35°C’de 48 saat inklbe
edildi. inkiibasyon sonrasi g6zle degerlendirilerek, her bir kuyucuktaki Greme, kontrol
kuyucuguyla karsilastirildi. Amfoterisin B icin Gremenin olmadigi en disuk antifungal
konsantrasyonu, flukonazol icin ise liremenin belirgin (yaklasik %50) olarak azaldig
antifungal konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degeri olarak
kabul edildi. CLSI'nin M27 A2’de 6nerdigi gibi flukonazol icin MiK degeri < 8 ug/ml
ise duyarl, 16-32 ug/ml ise doza bagimli duyarl, > 64 ug/ml ise direncli olarak bildi-
rildi. Amfoterisin B’nin sinir degeri (breakpoint) belirlenmedigi icin MIK degerleri di-
ren¢ durumu belirtiimeden rapor edildi. Kontrol susu olarak Candida parapsilosis ATCC
22019 kullanildr.

Suslarin klonal olarak iligkili olup olmadigini saptamak icin epidemiyolojik tiplendirme
amaciyla RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) yéntemi uygulandi. Or-
neklerden DNA izolasyonu, Otlu ve Durmaz’in® tarif ettigi protokole gére yapildi. RAPD-
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), yine Otlu ve Durmaz® tarafindan standardize edilmis
protokol ile Ergon ve arkadaslarinin® énerdigi Cnd3 primeri kullanilarak uygulandi. Amp-
lifikasyon, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem; ABD) cihazi ile yapildi. Amp-
lifikasyon urlinleri Tris-borat-EDTA tamponu icinde %2’lik agaroz jelde elektroforez ile
ayrildi ve etidyum bromdir ile boyanarak goriintiileme cihazinda (Kodak Gel Logic 200
Imaging System) incelendi. Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen, her
bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirildi. Ayni bant profili gosteren izolatlar
epidemiyolojik olarak iligkili kabul edildi.

Her antifungal icin elde edilen MIK degerlerinde tiirler arasinda fark olup olmadi-
gini belirlemek icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. Bu testin sonucunun anlamli ¢iktigi
durumlarda, aradaki farkin hangi tiirler arasinda oldugunu belirlemek icin ikincil test ola-
rak Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi kullanildi. Kruskal-Wallis testinde p< 0.05,
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testinde ise p< 0.017 degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 56 Candida susunun 22'si C.albicans, 19'u C.glabrata ve 15'i C.tro-
picalis olarak tanimlanmustir. Candida suslarinin amfoterisin B ve flukonazol icin MIK ara-
liklari, MIK ve MIK ) degerleri Tablo I'de verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme-

Tablo I. Candida Suslarinin MIK Araligi, MK, ve MIK,,, Degerleri (ug/ml)

Antifungal Sugslar (sayr) MiIK arahg MiK,, MiK,,

Amfoterisin B C.albicans (22) 0.125-1 0.125 0.5
C.glabrata (19) 0.125-1 0.25 1
C.tropicalis (15) 0.125-1 0.25 1

Flukonazol C.albicans (22) 0.25-4 0.25 0.5
C.glabrata (19) 0.5-64 8 16
C.tropicalis (15) 0.25-16 0.5 1

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
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de, amfoterisin B'nin MIK degerlerinde, tiirler arasinda énemli fark oldugu saptanmis
(p< 0.05); bu farkin C.glabrata ile C.albicans arasindaki farktan kaynaklandigi tespit edil-
mistir (p< 0.017). Benzer olarak flukonazol MiK degerlerinde de tiirler arasinda énemli
fark oldugu belirlenmis (p< 0.05); bu farkin C.glabrata ile diger tirler arasindaki farktan
kaynaklandigi saptanmistir (p< 0.017).

Flukonazol icin C.albicans suslarinin timi (%100) duyarli, C.glabrata suslarinin 16
(%84.2)'s1 duyarli, 2 (%10.5)'si doza bagimli duyarl, 1 (%5.2)'i direncli ve C.tropicalis
suslarinin 14 (%93.3)'G duyarli, 1 (%6.7)i doza bagimh duyarli olarak saptanmistir.

RAPD analizi sonucunda her bir sus icin elde edilen bantlar, diger izolatlara ait bant-
lar ile karsilastirilarak paternleri belirlenmistir. Farkli paternler farkh harflerle gosterilmis;
alt grup paternler ise paterne ait harfin numaralandirilmasi seklinde ifade edilmistir. Bu-
na gore C.albicans izolatlarinda A ve B olmak Uzere iki adet ana patern belirlenmistir. A
paterni A (n= 3), A1 (n= 8) ve A2 (n= 1) olarak toplam 12 susta tespit edilmistir. B pa-
terninde ise B (n=1), B1 (n=4), B2 (n=1), B3 (n=2), B4 (n= 1) ve B5 (n= 1) olmak lize-
re alti varyant saptanmustir. C.albicans suslan arasinda iki yaygin klon ve varyantlar be-
lirlenmistir. Diger molekdiler tiplendirme yontemleri ile dogrulanmasi gerekmekle birlik-
te RAPD sonucuna gore iki klonun egemen oldugu gozlenmistir (Resim 1).

C.glabrata ve C.tropicalis tirlerinde de yaygin bir klonun varyantlarinin bulundugu
gosterilmistir. C.glabrata suslarinda A (n= 2), A1 (n=16), A2 (n= 1) olmak lizere Ug var-
yanta sahip tek bir paternin bulundugu gorilmustur. Bunlar arasinda en yaygin olan Al
profili olarak saptanmistir. C.tropicalis suglari icin de A (n= 1), A1 (n=12), A2 (n= 2) ol-
mak Uzere (¢ alt grup paterni belirlenmistir (Resim 2,3).

C.albicans, C.glabrata ve C.tropicalis suslarinin izolasyon tarihi, RAPD paternleri ve MiK
degerleri Tablo I, 1ll ve IV'te verilmistir.
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Resim 1. C.albicans suslarinin Cnd3 primeri ile elde edilen RAPD paternleri.
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Resim 3. C.tropicalis suslarinin Cnd3 primeri ile elde edilen RAPD paternleri.

TARTISMA

idrardan Candida turlerinin izole edilmesi, tedavi gerektirmeyen basit bir kolonizasyon
olabilecegi gibi, tedavi gerektiren alt Griner sistem enfeksiyonu, piyelonefrit ve renal kan-
didiyaz gibi st Uriner sistem enfeksiyonunu da gosterebilecegi icin klinik olarak 6nem-
lidir'®. Morera ve arkadaslan'' ile Alvarez-Lernma ve arkadaslarinin'? calismalarinda, yo-
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Tablo Il. C.albicans Suslarinin Izolasyon Tarihi, RAPD Paternleri ve MIK Dederleri (ug/ml)

. Amfoterisin B Flukonazol
Izolasyon tarihi Hasta no Cinsiyet Patern MIK MIK
17.07.2006 5 E Al 0.125 0.25
31.07.2006 7 K Al 0.25 0.5
28.08.2006 10 E A2 1 1
13.11.2006 13 K A 0.25 0.25
27.11.2006 14 E A 0.125 0.25
27.11.2006 15 K 0.125 0.25
26.02.2007 17 K Al 0.125 0.25
28.03.2007 18 E Al 0.125 0.25
13.04.2007 19 E Al 0.125 0.25
25.04.2007 20 E Al 0.25 4
29.05.2007 23 E Al 0.25 0.5
17.06.2007 25 K Al 0.125 0.25
20.08.2007 27-a K B 0.25 0.5
15.10.2007 30-a E B1 0.5 0.5
05.11.2007 30-b E B1 0.25 0.5
26.11.2007 32 E B5 1 0.25
07.01.2008 36-a E B1 0.125 0.25
21.01.2008 37 E B4 0.125 0.25
04.02.2008 26-c K B1 0.25 0.5
28.04.2008 39-b K B3 0.125 0.25
02.06.2008 44 E B2 0.125 0.25
02.06.2008 45 K B3 0.25 0.5

gun bakim Unitesinde yatan hastalarin idrarlarindan en sik C.albicans izole edilmis, bu-
nu sirastyla C.glabrata ve C.tropicalis izlemistir. Bizim ¢alismamizda da C.albicans en sik,
C.glabrata ikinci siklikta, C.tropicalis ise Gguncl siklikta saptanmistir.

Son yillarda mantar hastaliklarinin sikhginin giderek artmasi ve ampirik antifungal
kullaniminin yayginlagsmasi, diren¢li mantar suslarinin ortaya ¢ikmasina ve direng
oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle uygun ve etkin antifungal teda-
vinin seciminde in vitro antifungal duyarlilik testlerine gereksinim artmaktadir. Siste-
mik kandidiyaz, aspergilloz, mukormikoz, kriptokokoz, koksidiomikoz ve dissemine
histoplazmoz tedavisinde en sik tercih edilen ilag¢ olan amfoterisin B’nin 40 yildan
uzun suredir kullanihyor olmasina ragmen, sekonder diren¢ gelisiminin sorun olma-
masi, ilacin fungustik aktivitesine baglidir. Candida’lar membran ergosterol icerigini
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Tablo Ill. C.glabrata Suslarinin izolasyon Tarihi, RAPD Paternleri ve MIK Degerleri (ug/ml)

. Amfoterisin B Flukonazol
Izolasyon tarihi Hasta no Cinsiyet Patern MIK MIK
03.07.2006 2 E A2 0.25 2
17.07.2006 4 K Al 0.5 4
31.07.2006 6 K A 0.5 8
07.08.2006 8 K Al 0.25 4
09.10.2006 11 E Al 0.25 8
09.10.2006 12 E Al 0.25 8
03.05.2007 21 E Al 0.25 4
27.06.2007 24-a E A 0.25 8
20.08.2007 26-a K Al 0.5 8
20.08.2007 28-a K Al 0.5 2
03.09.2007 28-b K Al 0.5 2
22.10.2007 27-b K Al 0.125 0.5
03.12.2007 26-b K Al 0.25 8
03.12.2007 33 E Al 0.25

31.12.2007 35 K Al 0.5 4
11.02.2008 36-b E Al 0.25 64
25.02.2008 39-a K Al 0.25 16
31.03.2008 40 K Al 1 4
14.04.2008 42 K Al 1 8

azaltarak ya da ergosterol baglanma noktasini degistirerek amfoterisin B’ye karsi di-
renc gelistirebilirler'®>. Amfoterisin B icin Candida tiirlerinin hepsinde elde edilen MiK
degerleri benzer ve MIK arah@ dar oldugu icin in vitro referans duyarlilik testleri ile
suslarin direncinin belirlenmesi zordur'®. Cesitli calismalarda idrardan izole edilen
C.albicans, C.glabrata ve C.tropicalis suslarinda saptanan amfoterisin B MIK araliklari,
MIK,, ve MIK,, degerleri Tablo V'te goriilmektedir®'*”. Calismamizda C.albicans
suslarinda dar bir MIK araligi (0.125-1 pg/ml) saptanirken MK, ve MKy degerleri
0.125 ve 0.5 pg/ml olarak saptanmistir. C.tropicalis suslarinda C.albicans ile ayni MiK
araligr (0.125-1 pg/ml) bulunurken MiKS0 ve MiKQO degerleri ise sirasiyla 0.25 ve 1
ug/ml olarak saptanmistir. izolatlarimizin %34’tGnu olusturan C.glabrata suslarinda
amfoterisin B icin MIK arahigi 0.125-1 pg/ml, MiK,, ve MIKy  degerleri 0.25 ve 1
pg/ml olarak tespit edilmistir (Tablo I). Calismamizda C.tropicalis ve C.glabrata igin
C.albicans'a gore daha ylksek MIK degerleri saptanmis ve C.glabrata ile C.albicans
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.
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Tablo IV. C.tropicalis Suslarinin Izolasyon Tarihi RAPD Paternleri ve MIK Dederleri (ig/ml)

. Amfoterisin B Flukonazol
Izolasyon tarihi Hasta no Cinsiyet Patern MIK MIK
03.07.2006 1 K A 0.25 0.5
17.07.2006 3-a E Al 0.25 0.5
14.08.2006 3-b E A2 0.25 0.5
28.08.2006 9 E Al 0.25 0.5
26.02.2007 16 E Al 0.125 0.25
08.05.2007 22 E Al 0.25 0.25
03.09.2007 29 E Al 0.25 0.5
17.09.2007 24-b E A2 1 1
22.10.2007 31 K Al 1 1
10.12.2007 34 K Al 0.25 0.5
25.02.2008 38 E Al 0.25 0.5
07.04.2008 26-d K Al 0.25 0.5
14.04.2008 41-a K Al 0.25 16
12.05.2008 43 K Al 0.25 0.5
12.05.2008 41-b K Al 0.25 0.5

Lanosteroliin ergosterole dontsiimiinden sorumlu olan 14-a-demetilazi inhibe ede-
rek etki eden azollerin en 6nemli sorunu, direng gelisimidir. Diren¢ mekanizmalari efluks
pompast ile ilacin disa atilmasi yaninda, 14-a-demetilazin degisimi ya da yapiminda ar-
tis meydana gelmesidir'. Candida tiirlerinin flukonazole in vitro duyarlilik profili belirli
bir dagilim gosterir. Dolayisiyla tir tanimlamasi yapildigi zaman, flukonazole duyarl
olup olmadigi tahmin edilebilir. Ancak hemen her tir icerisinde bu kuralin disinda kalan
suslar da bulunabilir. Candida krusei suslarinda flukonazole intrensek direng oldugu sap-
tanmistir. C.glabrata da genellikle yiiksek MIK degerlerine sahiptir'®. Bu ilaca kazanilmis
direnc ise basta C.albicans olmak lizere C.tropicalis, C.parapsilosis, Candida kefyr gibi ¢e-
sitli Candida tiirlerinde gézlenmistir'*'®. Candida suslar icin saptanan flukonazol MiK
degerleri, amfoterisin B’nin aksine genis bir aralikta dagihm gostermekte ve direncli-du-
yarli suslarin birbirinden ayrimina olanak saglamaktadir'*. Cesitli calismalarda idrardan
izole edilen C.albicans, C.glabrata ve C.tropicalis suslarinda saptanan flukonazol MIK ara-
liklari, MIK,, ve MIK, degerleri Tablo VI'da verilmistir®'>7:'®  Bizim calismamizda C.al-
bicans suslarinin flukonazol MIK araligi 0.25-4 ug/ml, MIKso ve MiK90 degerleri ise sira-
siyla 0.25 ve 0.5 pg/ml olarak bulunmustur. Albicans disi Candida’lar intrensek olarak flu-
konazole daha direnclidirler. Idrardan Ggiinct siklikta izole ettigimiz C.tropicalis suslarin-
da MIK araligi, MIK,, ve MIK, degerleri sirasiyla 0.25-16 ug/ml, 0.5 ve 1 ug/ml olarak
bulunmustur. C.glabrata suglar ise flukonazol icin genellikle yiiksek MIK degerlerine sa-
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hiptir ve bizim calismamizda da MIK araligi, MiK,, ve MIK  degerleri 0.5-64 ug/ml, 8
ve 16 pg/ml olarak saptanmistir. Calismamizda, flukonazol icin bir C.tropicalis ve iki
C.glabrata susu doza bagiml duyarli (MIK: 16-32 ug/ml), bir C.glabrata susu ise direng-
li (MIK > 64 pg/ml) olarak bulunmustur.

Gerek amfoterisin B gerekse flukonazol icin MIK araligs, MiKS0 ve MiK90 degerleri icin
calismalar arasindaki farkin; ulkeler ve hastaneler arasinda antifungal kullaniminda ve en-
feksiyon kontrol stratejilerindeki farkliliklardan ve calismalardaki farkli 6rnek sayilarindan
kaynaklandigi diistinilmistdr.

Hastane enfeksiyonlarinda, enfeksiyonu 6nlemek ve kontrol stratejileri gelistirmek icin
izolatlarin ve kaynaginin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi 6nemlidir. Genotipik du-
zeyde tiplendirme yapan yontemler, Candida gibi fenotipik yontemlerle epidemiyolojik
olarak degerlendirmesi zor olan mikroorganizmalar icin 6nemli avantajlar saglar. Fenoti-
pik bir yontem olan antifungallere karsi duyarllik paternlerinin kargilastiriimasi, nozoko-
miyal Candida enfeksiyonlarinin degerlendirilmesinde sinirli bir fonksiyona sahiptir. Etki-
li bir molekdiler yontem, ayni susu bagimsiz izolatlar icerisinde taniyabilmeli, iliskili izo-
latlari kimelestirmeli ve tamamen iliskisiz izolatlari ayirt edebilmelidir. Biitiin bu kriterle-
ri saglayan giinimizde mevcut bir yontem yoktur. Fungal enfeksiyonlarin molekdler
epidemiyolojik analizi icin RFGE (Rotating-Field Gel Electrophoresis), RAPD, MLST (Mul-
tilocus sequence typing) ve mikrosatellit analizi gibi yéntemler kullanilabilir?®. Bu yén-
temlerden RAPD analizi, kolay uygulanabilir olmasi ve kisa stirede sonu¢ vermesi gibi
ozellikleri nedeniyle diger yontemlere gore daha avantajlidir. Ancak bu yontemin, sade-
ce laboratuvarlar arasi degil, ayni laboratuvar icinde dahi tekrarlanabilirliginin duistk ol-
mas bir dezavantajdir'’2°, Standardizasyonu saglamak icin, ayni termal déngii cihazin-
da, standart bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanmali, tiim izolatlar birlikte calisilma-
lidir?'. Bu dezavantajina ragmen, RAPD analizinin Candida izolatlarinda ayinm giicii ve
tiplendirme etkinligi ytksektir®'7:2°,

Endojen Candida enfeksiyonlari, hastanin gastrointestinal sistem, vajen ve deri gibi
florali bolgelerinde fizyolojik kosullarinin farklilasmasi ve mantarlarin kolonize olmasi ile
gelisir?®?2, Son zamanlarda genotipik yéntemlerin kullaniminin artmasiyla, endojen en-
feksiyonlardan daha az yaygin olmasina ragmen, ekzojen enfeksiyonlar da dikkat cekme-
ye baslamistir?®. Yapilan calismalarda, yogun bakim hastalarinda, mikozlarin sadece en-
dojen kaynakli olmadigi, hastadan hastaya veya saglk personelinden hastaya gecebildi-
§i epidemiyolojik calismalarla gosterilmistir?. Ergon ve arkadaslari®, C.albicans ile meyda-
na gelen enfeksiyonlarin siklikla endojen kaynakli oldugunu saptamislar, C.glabrata ve
C.tropicalis izolatlarinda ise yetersiz bant elde ettikleri icin suslarin yayihmi konusunda yo-
rum yapamamislardir. Bir baska calismada, bir yillik stirede idrardan izole edilen C.glab-
rata suslari genetik olarak farkli bulunmus ve sonug olarak endojen kazanimin ¢apraz en-
feksiyondan daha yaygin oldugu belirtilmistir'®. izmir'de yapilan bir arastirmada, C.albi-
cans suslarinin RAPD analizinde izolatlarin cogunlukla endojen kaynakh oldugu distnul-
mus; ancak klonal iliskili bazi suslarin farkli hastalardan ve yakin tarihlerde izole edilmesi
nedeniyle ekzojen yayiim olasiiginin da gézardi edilmemesi gerektigi vurgulanmistir?°.
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C.tropicalis'in etken oldugu idrar yolu enfeksiyonu salgininin molekiiler epidemiyolojisi,
Han ve arkadaslari?® tarafindan RAPD analizi kullanilarak arastirlmis; yogun bakim iini-
tesindeki hastalardan izole edilen C.tropicalis suslarinin timinde ayni bant paternleri tes-
pit edilmis ve butiin suslarin ayni klondan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Calismamizda hastanemiz reanimasyon yogun bakim unitesinde yatan 46 hastanin
idrar kilturlerinden izole edilen C.albicans, C.glabrata ve C.tropicalis suslarinin, RAPD
analizi ile molekuler epidemiyolojik incelemesi yapilmistir. C.albicans izolatlarinda A ve
B olmak Uzere iki adet ana patern belirlenmis; toplam 12 susta A, A1 ve A2 paterni bu-
lunmus, B paterninde ise B, B1-5 olmak Uzere alti varyant saptanmistir (Tablo II). C.al-
bicans suslari arasinda iki yaygin klon ve varyantlari belirlenmistir. Diger molekiiler tip-
lendirme yontemleri ile dogrulanmasi gerekmekle birlikte RAPD sonucuna gore iki klo-
nun egemen oldugu gozlenmistir. Bir RAPD tipinin farkl varyantlarinin bulunmasi ise,
klonlarin uzun siredir var oldugunu ve zaman icinde farkhlastigini gosteren bir bulgu
olarak kabul edilebilir. C.glabrata suglarinda li¢ varyanta sahip tek bir RAPD tipi belir-
lenmis olup, bu patern, A, AT ve A2 olmak uzere U¢ varyanta sahiptir (Tablo IIl). C.tro-
picalis suglari icin de yine yaygin bir RAPD tipinin ve varyantlarinin (A, A1, A2) bulun-
dugu gosterilmistir (Tablo IV).

Paternlerin incelemesi sonucunda C.albicans icin iki klondan, C.glabrata ve C.tropica-
lis icin ise tek bir klondan ekzojen yayihm oldugu distnilmustir. Ekzojen kaynak olarak;
saglik personelinin eli, kontamine tibbi arac-gerecler ve kirli cevresel ylizeydeki mikroor-
ganizmalar sayilabilir. Hastane enfeksiyonlari icin ¢ok ytiksek riskli yerler olarak tanimla-
nan yogun bakim unitelerinde, istenen temizlik standartlar kritik 5Gnem tagimaktadir. Bu
alanlarda sik ve etkin temizlik yapilmalidir. Hastalara zorunlu olmadikca aletli girisimler
(sonda, kateter vb.) uygulanmamali, eger uygulanacaksa steril sartlarda ve deneyimli ki-
siler tarafindan yapilmali, kullanim sureleri olabildigince kisa tutulmalidir. Hastalardan
alinan cesitli klinik orneklerle, cevresel 6rneklerin birlikte epidemiyolojik analizinin yapi-
larak ekzojen odagin tespit edildigi daha ileri calismalar planlanmalidir. Hastane enfeksi-
yonlarini azaltmak icin, ekzojen kaynagin tespiti ve alinan 6nlemlerle enfeksiyon zinciri
kirllarak 6nemli bir adim atilmis olacaktir.

TESEKKUR

RAPD paternlerinin degerlendirilmesinde emegi gecen Adnan Menderes Universitesi,
BILTEM Epidemiyoloji Birimi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Biilent Bozdogan’a tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR
1. Tumbay E. Candida tiirleri, s: 1081-6. Ustacelebi $ (ed), Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. 1999. Giines Kitabe-
vi, Ankara.

2. EnerS, Ener B, Akalin H. Uzun siiren operasyonlardan sonra yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarda ge-
lisen invaziv kandida enfeksiyonlari. Ege Tip Derg 2001; 40(3): 185-9.

3. Passos XS, Sales WS, Maciel PJ, et al. Candida colonization in intensive care unit patients' urine. Mem Inst
Oswaldo Cruz 2005; 100(8): 925-8.

4. Koksal I. Nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi. Klimik Dergisi 2000; 13(Ozel Say1 1): 21-2.

148 MiKROBIYOLOJi BULTENI




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Yuksekkaya S, Findik D, Arslan U.

Akalin H. Kandidemilerde risk faktorleri ve risk degerlendirmesi. ANKEM 2008; 22(Ek 2): 270-4.

Oztiirk R. Hastane enfeksiyonlari kontroliinde molekiiler mikrobiyoloji metotlarinin énemi. IV. Uygulamali
Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu, 3-7 Eyliil 2007, Malatya. Kurs Kitabi, s: 64-75.

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Reference method for broth dilution antifungal sus-
ceptibility testing of yeasts. Approved Standard. Document M27-A2. 2002, 2" ed. NCCLS/CLSI, Wayne,
Pennsylvania.

Otlu B, Durmaz R. Farkli bakteri ve mantar tirlerinin alt tiplendirmesi icin ortak bir ’Arbitrarily Primed”’ po-
limeraz zincirleme reaksiyonu protokolii. IV. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu, 3-7 Eylil 2007, Ma-
latya. Kurs Kitabi, s: 208-13.

Ergon MC, Giilay Z. Molecular epidemiology of Candida species isolated from urine at an intensive care
unit. Mycoses 2005; 48(2): 126-31.

Lundstrom T, Sobel J. Nosocomial candiduria: a review. Clin Infect Dis 2001; 32(11):1602-7.

Morera Y, Torres-Rodriguez JM, Catalan |, et al; Grup de Recerca en Micologia Experimental i Clinica (GRE-
MEC). Candiduria in patients with urethral catheter admitted in intensive care unit. Etiology and in vitro
susceptibility to fluconazole. Med Clin (Barc) 2002; 118(15): 580-2.

Alvarez-Lernma F, Nolla-Salas |, Leon C, et al; EPCAN Study Group. Candiduria in critically ill patients ad-
mitted to intensive care medical units. Intensive Care Med 2003; 29(7): 1069-76.

Usluer G. Antifungal ilaglar, s: 147-57. Ulusoy S (ed), Onemli ve Sorunlu Fungal Enfeksiyonlar. 2006. Bilim-
sel Tip Yayinevi, Ankara.

Arikan S. Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde duyarlilik testlerinin dnemi. Candida Mikrobiyolojisi ve En-
feksiyonlari Sempozyumu, 21-22 Haziran 2002, Eskisehir. Sempozyum Kitabi, s: 161-7.

Febre N, Silva V, Medeiros EA, Wey SB, Colombo AL, Fischman O. Microbiological characteristics of yeasts
isolated from urinary tracts of intensive care unit patients undergoing urinary catheterization. ] Clin Micro-
biol 1999; 37(5): 1584-6.

Baran ] Jr, Klauber E, Barczak |, Riederer K, Khatib R. Trends in antifungal susceptibility among Candida sp.
urinary isolates from 1994 and 1998. ] Clin Microbiol 2000; 38(2): 870-1.

Gulay Z, Ergon C, Ozkutuk A, Yucesoy M, Bicmen M. Molecular epidemiologic surveillance and antifungal
agent sensitivity of Candida albicans isolated from anesthesia intensive care units. Mikrobiyol Bul 2002;
36(3-4): 309-16.

inci R. Antifungal ilaclar, s: 1155-8. Ustacelebi $ (ed), Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. 1999. Giines Kitabevi,
Ankara.

Schwab U, Chernomas F, Larcom L, Weems |. Molecular typing and fluconazole susceptibility of urinary
Candida glabrata isolates from hospitalized patients. Diagn Microbiol Infect Dis 1997; 29(1): 11-7.

Marol S, Yucesoy M. Molecular epidemiology of Candida species isolated from clinical specimens of inten-
sive care unit. Mycoses 2008; 51(1): 40-9.

Yagci A. Restriction fragment length polymorfism ve polimeraz zincir reaksiyon bazh tipleme yontemleri,
5:149-60. Durmaz R (ed), Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji. 2001. Nobel Tip Kitabevleri, Ankara.

Sanic A. Mantarlar: Genel mikrobiyolojik 6zellikler ve siniflandirma, s: 9-20. Ulusoy S (ed), Onemli ve So-
runlu Fungal Enfeksiyonlar. 2006. Bilimsel Tip Yayinevi, Ankara.

Han SH, Huh HJ, Lee MA, Chung WS. Molecular epidemiologic study using randomly amplified polymorp-
hic DNA and risk factor analysis for an outbreak of Candida tropicalis urinary tract infection. Korean ] Clin
Pathol 2002; 22(1): 15-20.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 149



