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OZET

Kateterize Hastalardan izole Edilen Candida Suslariin Olasi Mini Epidemiler
Acisindan Arastirilmasi

Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda kateterizasyona bagh olarak
gelisen fungal infeksiyonlar arasinda en sik kan dolasin infeksiyonlari ve iiriner
sistem infeksiyonlar goriilmektedir. Bu ¢alismada, hastanemizdeki tiim yogun bakim
iinitelerindeki kateterize hastalarin idrar ve kan oérneklerinden izole edilen Candida
suslarinda hastane infeksiyonlar1 bakimindan genetik yakinh@in incelenmesi
amaclanmistir. Ocak 2010-Haziran 2013 tarihleri arasinda izole edilen 98 Candida
susu (kateter idrar orneklerinden 35 C. glabrata ve 30 C. tropicalis, santral venoz
kateterden alinan kan orneklerinden 33 C. parapsilosis) calismaya dahil edilmistir.
Klasik yontemlerle tiir tamis1 yapilan Candida suslarimin genetik yakinhklari biri
manuel, RAPD-PZR, digeri yari1-otomatik rep-PZR (DiversiLab, bioMerieux, Fransa)
yontemle ¢ahisilmis ve sonuclar1 karsilastirllmistir. RAPD-PZR analizi sonucunda C.
glabrata ve C. parapsilosis suslarinda 3’er, C. tropicalis suslarinda 2 farkh Kklon
saptanmistir. Rep-PZR analizi sonucunda ise C. glabrata suslarinda 6, C. parapsilosis
suslarinda 3 farkh klon saptanmustir, ancak ticari ekstraksiyon Kitiyle yeterli DNA
izole edilemediginden C. tropicalis suslariyla sonu¢ alinamamistir. Sonuc¢ olarak,
kateterize hastalarda Candida suslariyla nozokomiyal eksojen bulas derecesinin
yiiksek oldugu ve aym klonun hastane ortaminda uzun siire Kkalabildigi
goriilmektedir. RAPD-PZR, DNA ekstraksiyon ve amplifikasyonunda degisik
alternatiflerin kullamlabildigi bir yontem olmasi1 nedeniyle, yar1 otomatize rep-PZR
kapali sistemine gore daha kullanish bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Nozokomiyal infeksiyon, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, RAPD-PZR, Rep-PZR.



ABSTRACT

Investigating of Candida Strains Isolated From Catheterized Patients in Terms of

Possible Mini Epidemic

Bloodstream infections and urinary tract infections are seen the most common
infections among the hospitalized patients who have developed fungal infections due
to the catheterization in the intensive care units (ICU). In this study it was aimed to
examine the clonal relationship in terms of hospital infections in the Candida strains
which were isolated in ICU’s of our hospital. 98 isolates of Candida strains (35 C.
glabrata and 30 C. tropicalis strains from catheter urine samples, 33 C. parapsilosis
strains from CVC blood samples) were included in the study between January 2010 -
June 2013. Clonal relationships of Candida strains which were type diagnosed by the
conventional methods were determined by RAPD-PCR and semi-automated rep-
PCR (DiversiLab, bioMerieux, Fransa) system. As a result of RAPD-PCR analysis 3
different band patterns in the C.glabrata strains, 3 different band patterns in the C.
parapsilosis strains, 2 different band patterns in the C. tropicalis strains were
determined. As a result of Rep-PCR analysis ,6 different clone has been detected in
strains of C.glabrata and 3 different clone has been detected in strains of C.
parapsilosis, but with the commercial extraction Kit, it was unable to obtain sufficient
DNA isolated. So that, results have not been obtained with the C.tropicalis strains. As
a result, at catheterized patients, with Candida strains, it is observed that the degree
of nosocomial exogenous transmission is high and also the same clone can stay longer
in the hospital atmosphere. Due to different alternatives usage in exraction and
amplifation of DNA, RAPD- PCR method has been found more useful than half-
automatize Rep-PCR closed system.

Keywords: Nosocomial infection, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
tropicalis, RAPD-PCR, Rep-PCR.



1. GIRIS

Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunan ve hem yiizeyel hem de derin
infeksiyonlara neden olabilen maya mantarlaridir. Yiizeyel infeksiyonlar c¢ogunlukla
toplum kokenli iken, derin sistemik infeksiyonlar nozokomiyal kaynaklidir (1). Cok eski
yillardan beri bilinen mantar hastaliklari, biiylik epidemilere yol agmamalar1 ve ciddi
mortalite olusturmamalar1 nedeniyle fazla 6nemsenmemis, ancak son yillarda hastanede
yatan hastalarda goriilen firsat¢r nitelikteki mikozlarin mortal seyretmesi ve prognozu ileri
derecede bozmasi konunun giincellesmesine neden olmustur (2). Modern tedavi
yaklagimlarinin gelismesi, kemoterapi ve diger immiinsupresif tedavi alan hastalarin
sayisinin artmasi, transplantasyon cerrahisinin gelismesi, genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanimi, yogun bakim iinitesi (YBU)’de yatan hasta sayismin artmasi ve hastalara
uygulanan invazif islemler nedeniyle Candida infeksiyonlarmin sikligi son yillarda
belirgin bir artis gostermistir (3). Tirkiye’de C. parapsilosis ve C. tropicalis, C.
albicans’tan sonra en sik kandidemi yapan tiirlerdir. C. parapsilosis daha ¢ok deri ve
mukozadan kaynaklanan kandidemiye yol agmaktadir. Bu tiir, kateter ve implantlarda
biyofilm olusturma ve hastane ortaminda kaliciligi yaninda bebek ve yenidogan
infeksiyonlariyla bilinmektedir (4). Bir tinitede kan kiiltiirlerinden C. parapsilosis tiremesi
infeksiyon kontroliiniin eksikligi yoniinden bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Bu
durum; kateter bakiminda bozukluk, infeksiyon kontrol dnlemlerinde yetersizlik ve immiin
yetmezligi olmayan hastalarda disaridan bulagmn varligini belirtmektedir. Idrarda Candida
varhigi (kandidiiri), kontaminasyon, kolonizasyon veya infeksiyonun bir belirtisi olabilir.
C. tropicalis, C. glabrata gibi albicans dig1 Candida (ADC) tiirleri siklikla idrardan izole
edilmektedir (2). Molekiiler yontemlerle izole edilen suslarin genetik iliskilerinin varhigi,
etkenin kaynagi (ekzojen veya endojen) ve bulas yollar1 saptanabilmekte ve epidemiyolojik
inceleme yapilabilmektedir (5). Bu calismada, hastanemizin YBU’de yatan Kkateterize
hastalarin kan ve idrar Orneklerinden izole edilen Candida suslari arasindaki genetik
yakinligin incelenmesi ve olast mini epidemilerin varliginin arastirilmasi amaglanmustir.
Izole edilen suslar konvansiyonel ydntem olan RAPD-PZR ve ticari yari-otomatik rep-PZR
(DiversiLab, bioMerieux, Fransa) yontemleriyle ¢aligilarak, sonuglarin karsilastirilmas: ve

bu sistemin hastane infeksiyonlarinin izlenmesindeki roliiniin belirlenmesi planlamistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Candida Tiirleri

Candida’lar 4-6 um gapinda, tek hiicreli, tomurcuklanarak ¢ogalan gergek/yalanci
hifler olusturabilen, dkaryot hiicre yapisinda, dogada ve basta gastrointestinal sistem (GIS)
olmak iizere tiim mukozal yiizeylerde, deride normal flora elemani olarak bulunabilen
mikroorganizmalardir (6). Candida’lar oldukg¢a fazla miktarda heterojen gruplara sahip,
degisik morfolojik karakterlerde fungal mikroorganizmalardir. Sabouraud dekstroz agar
(SDA)’da krem renginden sariya kadar degisen renklerde, yuvarlaktan ovale kadar degisen
sekillerde koloniler olusturmaktadirlar. Bu tiirler, kiiltiir 6zelliklerine gore, S koloni, parlak

veya kuru, R koloni, burusuk veya mat olabilmektedir (7).

Candida cinsinin patojen olabilen bircok tiirii vardir. Insanda infeksiyon etkeni olabilen
tirleri Cizelge 2.1.°de verilmistir (8). Siklikla izole edilen bazi1 Candida tiirlerinin
ozellikleri Cizelge 2.2’de verilmistir (8, 9, 10).

Cizelge 2.1. Insanda infeksiyon olusturan Candida tiirleri (8)

Sik rastlanan tiirler

Seyrek rastlanan tiirler

C. albicans
C. tropicalis
C. parapsilosis
C.glabrata
C. krusei
C. kefyr

C. inconspicua
C. norvegensis
C. famata
C. lypolitica
C. lusitaniae
C. guilliermondii
C. dubliniensis
C. pelliculosa
C. ciferrii
C. utilis
C. catenulata
C. haemulonii
C. humicola
C. lamblica
C. pintolopesii
C. pulcherrima
C. zeylanoides




Cizelge 2.2. Candida tiirlerinin 6zellikleri (8, 9, 10)

Tiirler Sikhig Direng Hif/yalanci Klamido- Cimlenme CHROMagar
hif spor borusu
C. albicans %63.8 -- +/+ + + Yesil
C. glabrata %11.3 Polyen (+) -/+ - - Beyaz, pembe-
Azol (+) mor
C. tropicalis %7.2 -- +/+ + - Celik mavi
C. parapsilosis %06 Ekinokandin -/+ - - Beyaz
C. krusei %2.4 Polyen (+) -[+ + - Toz pembe
C.guilliermondi %0.7 - -+ + - Pembe-leylak
C. lusitaniae %0.6 | Polyen (—+++) -/+ + - Pembe
C. kefyr %0.5 -- -/+ + - Kirli beyaz-
krem
C. dubliniensis %0.1 - ++ + + Mavi-yesil

(+++): Giiglii Primer Direng, (+): Orta Primer Direng, (—+++): Giiglii Sekonder Direng (Kazanilmis)
+: Var, -2 Yok

2.1.1. Candida albicans

1853 yilinda Charles-Philippe Robin tarafindan ilk kez Oidium albicans olarak
adlandirilmis. 1890 yilinda Zopf Monilia albicans olarak adini degistirmis. 1923 yilinda
Berkhout Candida albicans adi vermistir. Bir¢ok Candida tiirlerinin isimleri
degistirilmigsken C. claussenii ve C. langeronii tiirleri de C. albicans ile birlestirilmistir. C.
dubliniensis tiirii farkli blastokonidya ve klamidospor yapilari nedeniyle C. albicans’tan
ayrilmistir (11). C. albicans ve C. dubliniensis gibi tiirler hif formunda veya yalanci hif
gibi filament6z tipte koloniler de olusturabilmektedirler (Sekil 2.1). Hif ve yalanci hif
arasindaki fark hangi yol ile olustuklar ile ilgilidir. Yalanci hifler maya hiicrelerinden
tomurcuklanma yolu ile olusur, ancak yeni gelisenler ana hiicreye yapisik olarak uzantilar
gosterirler ve filamentler halinde daralarak, hiicre-hiicre baglantilarini olusturmaktadirlar
(Sekil 2.1). Yalanci hifler arasinda internal septalar bulunmaz (Sekil 2.1). Gergek hifler ise
maya hiicrelerinden ya da mevcut hiflerin dallarindan olusmaktadirlar. Gergek hiflerin

gelismesi “cimlenme borusu” prensibiyle baslamakta daha sonra uzantilar ve yan dallar




halinde septalarla boliinmiis fungal birimler seklinde devam etmektedirler (Sekil 2.1). C.
albicans ve C. dubliniensis gergekte polimorfik yapiya sahip olup bu durum hif ve/veya
yalanci hif olusturma yetenekleriyle iliskilidir. Bu tiirler ¢imlenme borusu pozitif 6zelligi
gosterirler (12). C. albicans siikroz disinda bir¢ok sekeri fermente edebilmektedir (13).
Misir unlu agarda C. albicans ve C. dubliniensis suslarinin biiyiik bir gogunlugu (>%90)
karakteristik klamidospor olustururlar. C. albicans genellikle gercek veya yalanci hiflerin
ucunda tek tek klamidosporlar tiretir. Buna karsin C. dubliniensis'inkiler ¢ok fazla sayida
ve ekseri ¢iftler halinde veya tglii hatta bazen yalanci hifin ucundaki ayni bir tasiyici
(slispansor) hiicreye yapismis kalin duvarli birka¢ klamidospordan olusan kiimeler veya

salkimlar olustururarak olagandis1 diizen gosterirler (1).

2.1.2. Candida glabrata

Ik olarak 1917 yilinda Anderson tarafindan Cryptococcus glabratus olarak
adlandirilan maya tiirtine 1938’de Lodder ile Vries Torulopsis glabrata adini1 vermistir.
Candida tiirlerinin siniflandirilmasinda oldugu gibi Torulopsis tiirleri de yalanci hif
olusumuna goére smiflandirilmig (14) ancak Torulopsis glabrata sadece azot eksikliginde
yalanct hif olusturdugu icin siiflandirmada yanlislik olabilecegi diistiniilmiistiir. Meyer ve
Yarrow 1978’de bu tiirii ovoid yapisi ve yalanct hif olusturamamasi nedeniyle Candida
glabrata olarak isimlendirmislerdir (15, 16). C. glabrata hiicresi 1-4 um boyutlarinda,
polimorfik olmayip ve sadece maya formunda tremektedir (Cizelge 2.3, Sekil 2.1).
Gegmiste bu tir yalanct hif formu olmadigindan Torulopsis familyasi igerisinde
simiflandirilmigtir. Ancak 1978’de yalanci hif olugturma yeteneginin Candida’lar igin
belirleyici bir ayirt edici faktor olmadigr anlasildigindan, Torulopsis glabrata nin
insanlarda hastalik yapict bir etken oldugundan Candida familyasinda yer almasi
Onerilmistir (14, 17). SDA besiyerinde parlak, piiriizsiiz ve krem rengi koloniler olusturur.
Bu koloniler biiytikliikleri disinda (diger tiirlerden biraz daha kiigiik), ¢ogunlukla diger
Candida tiirlerinden ayirt edilemezler. Candida tiirlerinin biyokimyasal ozellikleriyle
iliskili olarak C. glabrata sadece glukoz ve trehalozu fermente etmektedir. Bu 6zelliginden
Rapid Assimilation Test (R.A.T) (Bknz. sayfa 46) ile koloniden hizli tanisinda yararlanilir.
Misir unlu agarda 72 saatte yalanci hif olusturmayan tek Candida tiiriidiir. Genetik

faktorler agisindan C. glabrata’nin ana ayirt edici 6zelligi, C. albicans 'in ve benzer diger
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ADOC tiirlerinin diploid genoma sahip olmalarina karsilik, haploid genoma sahip olmasidir

(14, 18).

2.1.3. Candida tropicalis

Aldo Castellani (1877-1971) Sri Lanka’da C. tropicalis tiiriiniin de dahil oldugu
birka¢ Candida tiirlinlin ayrimiyla ilgili ¢alismis ve 1910 yilinda bu tiire Oidium tropicale
adim1 vermistir. C. tropicalis’e 58 farkli isim verilmistir. Bunlardan bazilari; Monilia
tropicalis, Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida paratropicalis’dir. Son
olarak Berkhout 1923 yilinda Candida tropicalis adin1 vermistir. C. tropicalis ¢imlenme
borusu olusturmayan, diploid Ascomycetes sinifi bir mayadir (13, 15, 16). Baz1 kaynaklara
gére C. tropicalis’in kimi tipleri, misir unlu agarda, 25 C-72 saatte, oval blastosporlar
yalanct hif ve gercek hifler olusturduklar1 bildirilmistir (12). Hiicreleri 4-8 pm
biiyiikliiginde olan C. tropicalis, SDA’da krem renginde, kuru ve mat, isinsal dizili
miselyum Kitlesi ile halelenmis koloniler olusturur. Siikroz ve maltozu fermente eder (13).
Genetik olarak C. tropicalis en ¢ok C. albicans’a ve en az oranda ise C. glabrata’ya
benzemektedir (19). C. tropicalis ¢imlenme borusu ile karigabilecek hif baslangici benzeri
yapilar iretebilir ancak hifin ana hiicreden c¢ikis yerinde darlik mevcuttur ve

blastokonidyalari C. albicans 1n blaktokonidyalarindan daha genistir (12).

2.1.4. Candida parapsilosis

Ilk kez Ashford tarafindan ishalli bir hastanin gaytasindan maltoz fermentasyonu
yapamayan Monilia’nin bir tiiri olarak tanimlanmistir. Bu tiire giiniimiizde C. albicans
olarak bilinen Monilia psilosis’ten ayiwrmak i¢in Monilia parapsilosis olarak
adlandirilmigtir. Koloni morfolojisi C. albicans tiiriine benzer ancak mikroskopik olarak
carpik veya kivrik kisa yalanci hif goriintiisii vardir ve bazen biiyiik hifal unsurlari ile dev
hiicreler olarak adlandirilir (20). Langeron ve Talice 1932 yilinda bu diploid maya tiiriine
Candida parapsilosis adin1 vermistir (16, 20). C. parapsilosis 2.5-4 um’den daha kiigiik
yapidadir, SDA besiyerinde beyaz ya da kremsi renkte, parlak/berrak veya

piiriizsiiz/burusuk koloniler yapar. Misir unlu agarda Yyalanci hif boyunca tek tek veya



bazen kiiciik kiimeler yapacak bicimde dizilmis blastokonidyumlar, arada iri hifler (dev
hiicreler) bulunur. Gegmiste C. parapsilosis maltozu fermente edemedigi i¢in bir Monilia
tiiri olarak siniflandirilmaktaydi (20, 21).

2.1.5. Diger Candida Tiirleri

2.1.5.1. Candida dubliniensis

C. albicans ile fenotipik olarak yakindan iligkilidir. Saglam ve HIV infeksiyonlu
kisilerden izole edilmesi nedeniyle Candida dubliniensis’'in normal agiz florasinin iiyesi
oldugu ve ozellikle bagisiklik sistemi bozuklugu olanlarda agiz lezyonlarina yol actigi
diisiiniilmektedir. Koloni morfolojisi ve mikroskopik goriiniimii C. albicans ile aynidir
ancak, C. dubliniensis 45°C’de tireyemez ve klamidosporlari ¢ok daha bol, ikili, tiglii hatta
kiimeler veya salkimlar halindedir. Ayrica C. dubliniensis’in ksiloz kullanimi ve J

glukozidaz aktivitesi yoktur. Ayrimlarinda molekiiler ¢alismalarin yararlt olacag
bildirilmektedir (8).

2.1.5.2. Candida krusei

Castellani 1910°da C. krusei’yi Sacharomyces krusei olarak ve 1912’de Endomyces
krusei olarak adlandirmistir. Chalmers 1913’te Monilia krusei ismini vermistir. Berkhout
1923’te C. krusei olarak tekrar isimlendirmeden Once bu tiir igin 18 farkli isim
kullanilmigtir. C. krusei kolonileri SDA’da C. albicans ve diger Candida tiirlerinin
olusturdugu kolonilerine benzer ancak Tween 80’li misir unlu agarda uzamis
blastokonidyalarla yalanct hif olusturmasi, ¢apraz (birbirine girmis) aga¢ dali goriintiisii ile

ayrilir. C. krusei tiirii flukonazole dogal direnglidir (8).



2.1.5.3. Candida kefyr (pseudotropicalis)

Viicudun her yerinde akut, subakut ve kronik infeksiyona neden olabilir. SDA’da
krem renginde, yumusak kivamli, S tipi koloniler olusturur. Misir unlu agarda yalanci
hifler ve bunun etrafinda uzun, genellikle hiften ayrilip birbirine paralel dizilim gosteren
blastokonidiyumlar gozlenir. Bu goriinlim 1irmakta yiizen kiitiiklere benzetilebilir ve diger

tirlerden ilk bakista ayirt edilmesini kolaylastirir (8).

2.1.5.4. Candida guilliermondii

Tiim viicut bolgelerinde infeksiyona neden olabilir. SDA’da diizgiin yiizeyli, S tipi,
nemli goriinlimde, krem- sar1 renkli, yaslandik¢a pembelesen koloniler olusturur. Misirunlu
Tween 80 agarda yalanci hiflerin ¢evresinde kiiciik blastospor kiimeleri olusturur, yalanci

hifler kisa ve az sayidadir (8).

2.1.5.5. Candida lusitaniae

Dietrichson bu tirli 1954’te Candida parapsilosis var. Obtusa olarak
isimlendirmistir. van Uden ve do Carmo-Sousa 1959’da C. lusitaniae adini1 vermislerdir.
Bu tiir ilk olarak Portekiz’de sicak kanli hayvanlarin sindirim kanalindan izole edilmistir.
C. lusitaniae 1979’dan beri insanlarda kan, idrar ve solunum sisteminde firsat¢1 patojen
olarak degerlendirilmistir. C. lusitaniae tirti C. tropicalis ve C. parapsilosis tiirlerine
benzer ancak sellobiyozu fermente edebilmesi ve ramnozu sindirebilmesi ile bu tiirlerden
ayrilir. C. lusitaniae genellikle diisiik virulansli bir mayadir ve amfoterisin B’ye direng

gosterebilmektedir (8).
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C. albicans candida dubliniensis

Candida tropicalis

C.glabrata Candida krusei

Candida krusei

Candida glabrata ) C.tropicalis

Sekil 2.1. Candida tiirlerinin Misir unu-Tween 80 agardaki yapilar1 (X40) ve CHROMagar Candida’daki
kolonileri. A-Candida albicans, B-Candida dubliniensis, C-Candida parapsilosis , D-Candida glabrata, E-
Candida tropicalis, F-Candida krusei.



2.2. ADC Tiirlerinde Patojenite ve Virulans Faktorleri

Candida infeksiyonlarinin patogenezini agiklamak ve yeni Candida tedavisini
gelistirmek amaci ile yapilan ¢alismalarda konak¢r savunma sisteminin roliiniin yaninda
Candida’ya ait viriilans faktorlerinin de 6nemi belirtilmektedir. Tiim arastiricilar yiizeyel
infeksiyondan yaygin kandidiyazise kadar degisen infeksiyonlarda tek bir viriilans
faktoriiniin etken olmadigi goriisiindedirler. Candida infeksiyonlarinin patogenezindeki
major virulans faktorleri konak epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, ¢imlenme borusu
olusumu ve proteinaz iretimidir. Ayrica fosfolipaz, toksinler, fenotip degisimi, hiicre
duvar1 ve yiizey degisimi, hidrofobisite gibi faktorler de viriilans ve patogenezde rol alir
(18, 22).

Konak dokuya yayilmak i¢in mikroorganizmalarin {irettigi hidrolitik enzimlerin ilk
hedefi lipit ve proteinden olusan konak hiicre membranidir. Hidrolitik enzimleri peptit
baglarin1 pargalayan proteinaz, fosfolipitleri hidrolize eden fosfolipazlar, lipitleri
parcalayan lipazlar gibi enzimler olusturmaktadir. Birgok c¢alismada C.albicans’in
patogenezinde proteinaz ve fosfolipaz enzimlerinin yer aldigi, lipaz ve esterazlar gibi daha
bagka hidrolitik enzimlerin de tiretildigi gosterilmistir (6, 23).

Konak hiicreye invazyon, mikroorganizmalarin penetrasyonuyla hiicre
membraninin harabiyetiyle sonlanir. Fosfolipaz, proteinaz gibi hidrolitik enzimler hiicre
membraninda bulunan baslica kimyasal bilesenler olan fosfolipitleri ve proteinleri
hidrolize etme yeteneginde olup, konak hiicre invazyonu sirasinda meydana gelen hiicre

harabiyetinde rol oynadiklari diisiiniilmektedir (24).

2.2.1. Yapisma (Aderans)

Aderans, Candida infeksiyonu ve kolonizasyon olusum siirecinde ilk basamagi
olusturmaktadir. Candida’larin 6zellikle kateterli hastalarda tibbi cihaz yiizeyine yapigmasi
ve biyofilm olusturmasi ile kandidemi ve antifungal diren¢ oraninin arttig1 bildirilmistir.
Hiicre duvar proteinlerinin yapist ve hiicre yiizeyinin fizyokimyasal 6zellikleri yapismay1
etkileyen onemli faktorlerdir (25, 26) .

Candida tiirlerinin konak hiicreye baglanmasinda esas rolii oynayan, hiicre

yiizeyinde bulunan adezinlerle konak hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerin birbiriyle



etkilesimidir. Olusan infeksiyonun patogenezi ile Candida’nin aderans yetenegi arasinda
korelasyon izlenmistir (27). Adezinler, yapismaya O6zel olan Candida hiicre yiizeyi
proteinleridir. C. glabrata’da adezinlerin biiyliik bir kismi, epitelyal adezin (EPA)’ler
olarak adlandirilmaktadir. EPA proteinlerinin genel yapist C. albicans tiiriiniin ALS
(agglutinin-like sequence) proteinlerine benzemektedir (28, 29). C. glabrata EPA
proteinleriyle ilgili yapilan birka¢ calismada EPAlp’nin glikol konjugatlarini ihtiva eden
N-asetil laktozamine baglanan kalsiyum baglayici lektin oldugu bildirilmektedir. Ayrica,
EPA geninini ¢ok sayida bulunmasina ragmen EPA 1p bdlgesinin ortamdan kaldirilmasi in-
vitro adezyonda azalmaya yol agmaktadir. Bunun yaninda EPA6’nin in vivo iriner sistem
infeksiyonunda arttig1 bildirilmistir (30). Bioinformatik bir ¢alismada C. parapsilosis’de
adezin benzeri hiicre duvar protein genleri bulunmustur. Bu calismaya 5Als protein ve
6Pga30 (predicted glycosyl phosphatidyl inositol-anchored protein 30) protein genleri
dahil olmustur (19). Ancak bu proteinlerin C. parapsilosis’in adezyonunda rol oynadigini
gosteren baska caligma yoktur. C. tropicalis’in hiicre duvar proteinleriyle ilgili, en az
3Alsp, Western blot araciligiyla anti-Als antikorlartyla tanimlanmigtir (31). Ancak bu

alanda bagka calismalar yapilmamastir.

2.2.2. Biyofilm Yapim

Siklikla vaskiiler ve tiriner kateterler, eklem protezleri, protez kalp kapaklar1 gibi
tibbi cihazlarin varliginda infeksiyon olusturan Candida tiirleri bu aletlerin ylizeylerine
yapisarak biyofilm {iiretimi ile kolonizasyon olusturabilirler. Biyofilm yapimi sonucu
olusan kolonizasyonun, antifungal diren¢ ve kandidemide artisa yol actigi belirtilmistir.
Candida tiirlerinin biyofilm olusturma yetenegi ile virulansin derecesi arasinda pozitif bir
iliski oldugu bildirilmektedir (25). Biyofilm; mukopolisakkarit yapida ekstraseliiler bir
polimerdir. Kateter yiizeyinde olusan biyofilmde hem mikroorganizmaya hem de konaga
ait faktorler rol oynamaktadir. Bu yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin “slime”
faktoriiniin, konagin da fibrin ve fibronektinlerinin karsilikli etkilesimin gerekli oldugu
bildirilmektedir. Biyofilmlerdeki hiicrelerin planktonik hiicrelerden tamamen farkli
fenotipik ozellikler gosterdigi, klinikte kullanilan antifungallere de bu hiicrelerden daha

direngli oldugu ve infeksiyon i¢in bir kaynak olusturduklart belirtilmektedir (32).
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Candida’larin konak dokuya ya da medikal araglara ilk baglanmasini hiicre
boliinmesi, proliferasyon ve biyofilm olusturmasi izler (32). Artik biyofilm
mikroorganizmalarin en yaygin biiylime formu olarak distiniilmektedir (33). Biyofilm
formasyonu bir¢ok Candida tiirii igin, énemli bir virulans faktorii olup, kimyasallarin
yiizeye penetrasyonunu engelleyip konak immiin sisteminden korunarak, antifungal
tedaviye direng gosterdikleri bildirilmektedir (34, 35). Ayrica, C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis ve C. glabrata gibi biyofilm olusturabilen tiirler olusturmayanlara gore daha
yiikksek mortalite ve morbiditiyle iliskilendirilmistir (36). Biyofilm formasyonu ve
takibinde ekstraseliiler matriksin {iretimi, tiire, susa ve ¢evresel kosullara (pH, besiyeri
bilesimi, oksijen yogunlugu) biiylik olglide bagli oldugu diistiniilmektedir (32, 37). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada C. glabrata’nin, C. parapsilosis ve C. tropicalis’e
kiyasla, tiriner sistemde infeksiyonlarinda silikon yiizeylerde daha fazla biyofilm {iretme
yeteneginin oldugunu gosterilmistir (38). Sabouraud Dekstroz Buyyon’da yapilan
calismalarda ise bu durumun tam tersi gozlenmistir (39). Zenginlestirilmis besiyerinde
yapilan ¢alismada da C. glabrata nin diger ADC tiirlerine kiyasla daha disiik biyofilm
olusturma yeteneginin oldugu rapor edilmis (40). C. tropicalis izolatlari, silikon ve lateks
kateterlerde biyofilm formasyonu olusturma yeteneklerine gore siniflandirilmistir (41, 42).
C. parapsilosis tiirlerinin yiiksek glikoz ve lipid konsantrasyonlar1 ihtiva eden
besiyerlerinde iiretildiklerinde biyofilm olusturduklart gézlenmistir. Bu durum parenteral
beslenen hastalarin kan dolagimi infeksiyonlarindaki yiiksek prevalansla iliskilendirilmistir
(43). Bu tiiriin, plastik medikal aletlere karsi segiciligi, liriner kateter ve damar yolu
kateterlerinde kolonize olma yetenegini arttiran biyofilm formasyonundan ileri gelmektedir
(20). C. albicans’in aksine C. parapsilosis biyofilmleri daha ince, daha yapisiz ve sadece
kiimelenmis blastosporlardan olusur. (44). Bu biyofilm 6zellikleri Silva ve ark.’nin (181)
rapor ettigi ¢caligmayla uyumlu bulunmustur. Bir ¢alismada yeni tanimlanmis iki Candida
tirtiniin de (C. orthopsilosis ve C. metapsilosis) C. parapsilosis gibi biyofilm olugturma

yeteneginde oldugu gosterilmistir (45).
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2.2.3. Enzimler ve Doku Invazyonu

Candida tiirlerinin konak hiicreye kolonizasyonunda rol oynayan hidrolitik
enzimlerin fizyolojik rolii, deri ve mukozal bariyerlerin yikimidir. Bu sekilde
Candida’larin konak hiicreye daha giiclii aderansi saglanmakta ve bu siireci besin
saglamak amaciyla mikroorganizma tarafindan konak proteinlerinin sindirimi izlemektedir
(46). Bu sekilde konak savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan immiinglobulin ve
sitokinler parcalanmakta ve boylelikle immiin bariyer ortadan kalkmaktadir (18, 47).
Candida tiirleri, hiicre dis1 ii¢ 6nemli hidrolitik enzim firetir. Bu enzimler konak hiicre

zarlarindaki protein ve lipitleri hedeflerler (25, 48).

I) Salgisal aspartil proteinazlar (Sap)
I1) Lipazlar (fosfolipaz B)
I11) Hemolizinler

2.2.3.1. Salgisal aspartil proteinazlar (SAP)

Candida tiirleri tarafindan en sik tretilen hidrolitik enzimler olan SAP’lar konak
hiicre yilizey molekiillerinin parcalanmasina neden olmakta, hiicre membranlarinda hasar
olusturarak Candida’larin dokulara invazyonunda dogrudan rol oynamaktadir. Ayni
zamanda konak immiin sistem molekiilleri ve hiicreleri lizerine etki ederek antimikrobiyal
aktiviteyi ortadan kaldirmaktadir (23).

Ekstraseliiler proteinazlari en sik C. albicans salgilarken, bu enzimler C.
dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae tarafindan da salgilanmaktadir.
Salgisal aspartil proteinazlari kodlayan 10 kadar SAP geni bulunmaktadir. Bu enzimleri
kodlayan ilk sekiz gen (SAP 1-8) ekstraseliiler alana salinirken, SAP 9 ve SAP 10
membrana bagli olarak bulunmaktadir (17, 47).

SAP gen ekspresyonu 6zellikle C. albicans igin hif olusumu, adezyon ve fenotip
degisimi gibi diger viriilans faktorleri ile de yakin iliski gostermektedir. SAP1, SAP2, SAP3
genleri yalnizca maya hiicrelerinde; SAP4, SAP5, SAP6 ise hif yapilarinda bulunmaktadir.
SAP 1-3’lin yiizeyel, mukozal ve kutandz infeksiyonlarda; SAP 4-6’nin ise sistemik

infeksiyonlarda rol oynadigi gosterilmistir (49). C. glabrata’nin, sadece tek bir ¢alismada
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proteinaz lretebilme yetenegi gosterilmis ancak proteinaz tipi belirtilmemistir (50). C.
parapsilosis ile yapilan arastirmalarda ise SAP’1 kodlayan iki farkli gen grubunun
bulundugu saptanmustir (51). C. albicans gibi C. tropicalis de azot kaynagi olarak sigir
serum alblimini ihtiva eden besiyerlerinde yiiksek seviyede SAP salgilar. Ayrica C.
tropicalis e ait en az 4 gen (SAPT 1-4) sap’1 kodlar (52, 53).

2.2.3.2. Fosfolipazlar

Fosfolipidler biyolojik membranlarin yapisal ve fonksiyonel en 6nemli komponenti
olup, ekstraseliiler fosfolipazlar konak hiicre membranindaki gliserofosfolipidlerin ester
baglarini hidrolize ederek konak hiicre membraninda hasara ve bunun sonucunda da
invazyona yol acarlar. Fosfolipazlar konak hiicreye penetrasyon, epitel hiicrelerine
tutunma, insan agiz epiteline invazyonda gorevlidirler (23).

Fosfolipaz iiretme yetenegini degerlendirmek i¢in yapilan yumurta sarist bazl
testler onceleri yalnizca C. albicans’in ekstraseliiler fosfolipaz iirettigini gostermis, bunun
tersine, son zamanlarda ADC tiirlerinde de fosfolipaz iiretimini gosteren g¢aligmalar
mevcuttur (54, 55). Fosfolipaz etkinligi ile patojenlik ve mukoza epitel hiicrelerine
yapigma arasinda bir korelasyon bulunmus, boylece mantarin agiz epitel hiicrelerine daha
kuvvetli tutundugu ve yiiksek fosfolipaz etkinligine sahip olanlarin farelerde daha patojen
oldugu gosterilmistir (56). Aksine C. albicans’in yapismayan ve fareleri Oldiirmeyen
kokenleri dahil Saccharomyces cerevisiae ve C. parapsilosis gibi patojen olmayan mayalar
diisiik fosfolipaz etkinligine sahiptirler (57). Son yapilan ¢aligmalara gore; C. tropicalis’in
susa bagiml olarak fosfalipaz enzim iiretme yeteneginde azalma goriildiigli belirtilmistir
(42, 55). C. glabrata’nin fosfolipaz aktivitesiyle ilgili bir ¢alisma ise heniiz yoktur (14, 54).

Lipazlar mono-di-triagilgliserol ve diger fosfolipidlerin ester baglarinin hidrolizini
katalize etme yetenegine sahip olup, on iiyeli bir gen ailesi tarafindan kodlanirlar (LIP 1-
10). C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei suslarinin lipaz aktivitesi
gosterdigi ve bu genleri eksprese ettigi saptanmustir. C. albicans’in konak dokudaki
virulans ve persistansinin, LIP genlerinin in vivo ve in vitro olarak lipolitik aktivite
gostermesini yansittig1 diisliniilmekte ve konu ile ilgili aragtirmalar halen siirmektedir (23).

Son yillarda iki yeni hidrolitik enzim olan ekstraseliiler serin ve metalloproteinaz

aktiviteleri C. albicans ve C. guilliermondii suslarini igeren sivi kiiltiirde belirlenmistir.
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Ancak diger hidrolitik enzimlerden farkli olarak bu enzimler ile Candida’larin virulansi

arasinda net bir iliski tanimlanamamustir (58, 59).

2.2.3.3. Hemolizinler

Cesitli hidrolitik enzimlerin yan1 sira, bir¢ok patojen kandida tiiriiniin hemolizin de
tirettigi saptanmistir. Hem alfa hem de beta hemoliz, hif ve maya formlariin her ikisinde
de gozlenmis, ancak virulansa katkis1 tam olarak anlagilamamistir (60, 61). C. albicans’in,
ozellikle glikozla zenginlestirilmis kanli besiyerinde hemolitik aktivite gosterdigi 1994
yilinda Manns ve ark. tarafindan bildirilmistir (62). Bu konu ile ilgili en genis ¢alisma
2001 yilinda Lou ve ark. tarafindan yapilmistir. Lou ve ark. calismalarinda 14 farkli tiiriin

hemolitik aktivitelerini saptamis ve hemoliz tiplerini belirlemislerdir (61).

2.2.4. Filamentoz Biiyiime

Doku invazyonunda hifalarm biiyiik rolii mevcuttur. In vitro arastirmalarda hifa
formu olmayan C. albicans’in olanlara gore dokulara daha az invaze oldugunu gostermistir
(63). Ayrica, Candida tiirlerinin filamentéz formlarinin (hif/yalanct hif) mayalarla
karsilastirildiginda fagositoza karsi daha direngli oldugu goriilmiistiir (64). C. tropicalis’in
morfolojisinin virulanstaki dnemiyle ilgili bir kag¢ ¢alisma yapilmistir. Son yillarda yapilan
bir ¢alismada Silva ve ark. C. tropicalis’in sadece filamentéz formunun oral epitelyuma
invaze olabilecegini gostermistir (181).

C. parapsilosis, C. albicans ve C. tropicalis’in aksine hifal doniisiimiin susa 6zgii
bir bigimde sergilendigi gosterilmis, oral epitelyuma invazyonu yalanci hifal {iriin ile

iliskilendirilmemistir (65).
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2.2.5. Morfolojik Degisim

Candida tiirleri maya ve hif formlar1 arasinda geri doniisimlii gegis yetenegine
sahiptir. Cesitli kosullara bagli olarak maya, yalanci ve gergek hif olusturabilmektedir.
Mayadan hife gegiste konaga iliskin bazi faktdrlerin rol oynadigr disiliniilmektedir.
Mukozadaki kosullara benzerlik gosteren 37°C’nin altindaki sicaklik, asit pH ve serumun
olmadig1 bir ortam maya seklinde iiremeyi indiiklerken, 37°C sicaklik, noétral pH ve
serumun ortamda bulunmasinin hif formunun gelismesini indiikledigi gosterilmistir. Bu
formlar arasindaki morfolojik gegisin, konakta Candida’larin tiremesini uyarip, konak
hiicreye invazyonu ile korelasyon gosterdigi diisliniilmektedir. Cimlenme borusu ve hif
formlarinin aderanslarinin maya formuna gore daha fazla oldugu, doku invazyonunda
gergek ve yalanci hiflerin énemli bir rol oynadigi bildirilmektedir. Ozellikle C. albicans

icin maya formundan hif formuna gecis, doku invazyonu igin gereklidir (64).

2.2.6. Fenotipik Degisim

Fenotip degisimi, geri doniisimlii olan, C. albicans suslarinda spontan olarak
siklikla gergeklesen bir olaydir. C. albicans kolonileri diiz, yildiz, noktali, pirtiklii,
diizensiz burusuk ve tiiylii gibi farkli fenotipler arasinda degisim gostermektedir. Bununla
birlikte fenotipik degisim ile C. albicans’in virulansi arasindaki iliski belirgin degildir.
Yuvarlak-ovalimsi, beyaz (“white”) faz hiicrelerinin; genis yiizeyli, yassi, yiizeyi piirtikli,
gri renkli koloniler olusturan uzun, biiyliik opak (“‘opaque’’) faz hiicrelerine doniisiimii
“W-O” degisimi seklinde degerlendirilmektedir. Opak faz hiicrelerinin kutandz
kandidiyazis modelinde deriye kolonizasyon yeteneginin beyaz faz hiicrelerinden daha
yiikksek oldugu saptanmustir. Ilging olarak sistemik hayvan modelinde ise opak faz

hiicrelerinin beyaz faz hiicrelerinden daha az viriilan oldugu saptanmistir (25, 66).
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2.3. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Farkli mikroorganizmalarla iligkili mortalite oran1 erken antibiyotik ve antifungal
kullanimiyla azalmistir. Ancak buna ragmen sistemik fungal infeksiyonlar 6nemli mortalite
ve morbidite etkeni olarak kabul edilmektedir. Candida tiirleri siklikla yatan hastalarin kan
kiiltiiriinden izole edilmektedir (67, 68). Aslinda kanser hastalari, cerrahi servis ve YBU’de
yatan hastalarin dahil oldugu immiin sistemi baskilanmis hastalarda Candida
infeksiyonlarinin insidansinda artis gorilmdstiir (69, 70). Saglikli bireylerin yaklasik
olarak %31-55’inde Candida tiirleri gogunluka oral kavite, vulvovajina ve iriner yolda
tespit edilmistir (69). Ancak son 10-30 yilda ADC tiirleri insanda firsatg1 infeksiyon olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bunun nedeni yukarida belirtildigi gibi tibbi uygulamalarin degismesi
veya yeni tani yontemlerinin gelistirilmesiyle ilgilidir. Bu degisikliklere bakilmaksizin son
epidemiyolojik veriler mikolojik degisimleri ortaya ¢ikarmistir. C. albicans en sik etken
olarak kalirken, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis gibi tiirlerin prevalansinda
artis olmasiyla C. albicans infeksiyon insidansi goreceli olarak azalmistir (71, 72).

Pfaller ve Diekema’nin invaziv kandidiyazis epidemiyolojisi iizerine yaptigi bir
caligmada Candida infeksiyonlarinin %95’ine C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C.
parapsilosis’in neden oldugu gozlenmistir (67). Ayrica, Kiehn ve ark.’nin yaptigi bir
calismada kanserli hastalarin kan 6rneklerinden izole edilen tiirlerin %68’ini C. albicans,
%12’sini C. tropicalis, %10’unu C. parapsilosis ve %3’iinti C. glabrata’nin olusturdugu
bildirilmigtir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, fungemilerin ¢ogu onemli dlgiide ADC
tirleriyle iligkili bulunmustur (68, 71, 72). Ancak Candida tiirlerinin cografi yerlesimlere
ve hasta gruplarina gére onemli degisiklikler gosterdigi ve hatta bazi iilkelerde ADC
tirlerinin C. albicans’a oranla daha yiiksek prevalansa sahip olduklari bildirilmistir (73,
74).

Tiirlerdeki insidans yasa ve hastanin durumuna gore farklilik gosterebilmektedir. C.
glabrata insidans1 yetiskinlerde daha yiiksek, yeni doganda daha disiiktiir (75). Ancak C.
parapsilosis yenidoganlarda, transplant hastalarinda ve parenteral beslenen hastalarda
onemli bir problem olusturmaktadir (20). Ayrica C. tropicalis notropeni ve malignite ile
siklikla iligkilidir (3). Yillardir C. glabrata, insanda infeksiyona neden olmayan, saglikli
bireylerin normal florasinda bulunan patojen olmayan saprofit bir tiir olarak kabul edilmis,

ancak genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin ve immiinstipresif tedavi uygulamalariin
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artmast ve yayginlasmasiyla C. glabrata'min neden oldugu mukozal ve sistemik
infeksiyonlarin insidansinda artis oldugu gorilmistiir (76). Avrupa Tibbi Mikoloji
Konfederasyonu’nun verilerine gére, Candida infeksiyonuyla ilgili 6liim orani hasta tiirii
ve etkene gore degismesine ragmen, ADC tiirlerinin neden oldugu kandidiyazis oranlar1 C.
parapsilosis ve C. glabrata i¢in %14, C. tropicalis i¢in %7 olarak bildirilmistir (77). Chen
ve ark. Avustralya’da C. glabrata’nin 6nemli bir kandidiiri etkeni oldugunu bildirmistir
(182). Diger bir ¢calismada da C. glabrata'nin mortalite oraninin diger ADC tiirlerine gore
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (78).

Yakin zamanda yapilan birkag ¢alismada nozokomiyal kaynakli C. glabrata ile
iliskili bagimsiz risk faktorleri degerlendirilmistir. Hastane personelinin eliyle tagindiginin
gosterildigi ¢alismalar mevcuttur (79, 80). Boylece diger nozokomiyal patojenler gibi C.
glabrata’nin da dogrudan ya da dolayli olarak g¢evresel yiizeylerden bulasabilecegi
gosterilmistir. Son zamanlarda, oral kandidiyazisli hastalarin yaklasik %70’inde C.
albicans ve C. glabrata nin birlikte infeksiyon olusturdugundan s6z edilmektedir (41).

C. parapsilosis patojen olmayan bir tiir olarak diisiiniilmedigi 1940’11 yillarda
intravendz ilag¢ kullanicilarinda fetal endokardit etkeni olarak saptanmistir (50). Ayrica son
on yilda C. parapsilosis infeksiyon insidans1 énemli derecede artmistir. Aslinda raporlar C.
parapsilosis’in kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirleri arasinda ikinci siklikta
oldugunu gostermektedir (73, 81). C. parapsilosis insan elinden en sik izole edilen
mantarlardan biridir. Hastanede yatan hastalarin normal viicut florasindan ikinci siklikta
izole edilen Candida tiiriidiir (82). Bu tiiriin, Kuzey Amerika’da Candida izolatlarinin
%15.5’ini, Latin Amerika'da %23.4, Avrupa’da %16.3’linii olusturdugu bildirilmistir (83).
Ancak C. parapsilosis fungemisi C. albicans ve C. glabrata’ya kiyasla daha diisiik
mortaliteye sahiptir (20).

Diger Candida tiirlerindeki gibi C. parapsilosis infeksiyon insidansindaki artis
cesitli risk faktorlerine baglanmistir. Bu faktorler arasinda hiperalimentasyon sivilar
igerisinde yiiksek tlireme kabiliyeti, intravaskiiler kateterler ve prostetik materyallere
yiiksek afinite ve bu alanlara yiliksek kolonize olma yetenekleri sayilabilir. Ayrica kanser
hastalarinda santral vendz kateter ve kalici kateterin uzun siire kullanilmasi C. parapsilosis
infeksiyon riskini arttirmaktadir. Ispanya’da yapilan bir calismada 72 C. parapsilosis
infeksiyonlu hastada infeksiyon risk faktorleri olarak vaskiiler kateterizasyon (%97),

antibiyotik tedavisi (%91), ameliyat gecmisi (%46), immiinsiipresif tedavi (%38),
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malignite (%27), transplantasyon (%16), notropeni (%12), kolonizasyon (%11) oldugu
bildirilmistir (81). Brezilya’da 2002-2003 yillar1 arasinda rapor edilen 64 C. parapsilosis
kandidemi vakasinda; primer risk faktorleri notrepeni, santral vendz kateter (SVK)
kullanim1 ve kanser kemoterapisi oldugu bildirilmistir (84). C. parapsilosis’in neden
oldugu hastane infeksiyonlarinda en riskli popiilasyonun diisiik dogum agirlikli yeni
doganlar oldugu bildirilmistir (85). Aslinda kandidiyazis patogenezinde deri veya
gastrointestinal sistem (GIS) kolonizasyonu siklikla ilk basamaktir. Deri biitiinliigiiniin
bozulmas1 durumunda, GIS infeksiyonlarina duyarlilik, uzun siire SVK veya gobek kateteri
takili olanlar ve uzun siire entiibe edilmis hastalar da bu tip infeksiyonlara karsi oldukca
duyarhdir. C. parapsilosis, saglikli yeni doganlarin orofarenksinin %23’{inden, Candida
tiirleriyle kolonize GiS’te kolonize Candida tiirlerinin iigte birinden izole edildigi
bildirilmistr (50). ADC tiirlerinin aksine C. parapsilosis’in diisiik agirlikli yenidoganlarda
mortalite oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (20).

C. tropicalis en sik izole edilen 3 ADC tiirlerinden biridir (73, 86, 87). Genellikle
kan ve idrar 6rneklerinden tiglincii siklikla izole edildigi kabul edilir (86, 88). Ayrica
Brezilya’da yapilan epidemiyolojik bir ¢aligmada 12 farkli tip merkezinde C. tropicalis’in
Candida tiirleri arasinda ikinci siklikta izole edildigi ve kandidemi vakalarinin %33-48’ini
olusturdugu bildirilmistir (73). Buna ek olarak C. tropicalis, 6zellikle kanserli hastalarda,
genis spektrumlu antibiyotik alan, uzun siireli kateterizasyonu olan ve YBU’de yatan
hastalardan siklikla izole edilmektedir (73, 88). C. tropicalis’in, C. albicans ve diger ADC

tiirlerine kiyasla nétropenik bireylerde daha fazla yayilim gosterdigi gozlemlenmistir (73).

Kandidemi ve kandidiiri gelisimiyle ilgili, ¢esitli kaynaklarda belirtilen risk
faktorleri asagida siralanmustir (5, 71, 90).

1) Gastrointestinal kolonizasyonun artmasi: Antimikrobik kemoterapi (kandidemi oncesi
iki hafta i¢inde genis spektrumlu antibiyotik kullanimi), antiasit ve/veya H; reseptor
blokorleri ile tedavi, ileus, diyare varligt,

2) Parenteral hiperalimentasyon: Onceki 30 giin iginde IV. hiperalimantasyon sivilart
intravaskiiler hiperglisemik ortam saglayarak Candida infeksiyonlarmin gelismesini
kolaylastirir.

3) Sistemik konak savunmasinin bozulmasi: Kortikosteroit tedavisi, immiinsiipresif tedavi,

sitotoksik kemoterapi, nétropeni (IOOO/mm3 altinda notrofil sayisi), diabetes mellitus,
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bobrek yetmezligi, malign hastaliklar, hasarli mukozal bariyer (kemoterapi ve radyoterapi
sonrasi maserasyona bagli doku invazyonu gelisebilir),

4) Invazif girisimler: SVK, {iriner kateterler, arteriyel kateterler, endotrakeal tiip,
hemodiyaliz,

5) Hastaya bagli faktorler: Ileri yas veya prematiirite, cinsiyet.

6) Kan iiriinii transfiizyonu.

7) Yogun bakim tnitesinde kalmak: Diger tinitelerde yatan hastalara oranla 5-10 kat daha
fazladir.

8) Kan biyokimyasindaki degisiklikler: Azotemi, hiperglisemi (transplantasyondan dnce
gelisen ve insiilin tedavisi gerektiren iki haftadan fazla devam eden hiperglisemi).

9) Birlikte bulunan bakteriyemi veya diger infeksiyonlar: Oncesinde veya takip eden
haftalar i¢inde bildirilmis herhangi bir infeksiyon ykiisii.

10) Graft Versus Host (GVH) reaksiyonu varligi.

11) Onceki ii¢ giin igerisinde antifungal proflaksi uygulanmasi: Yogun bakim tedavisi
altinda olmak, herhangi bir nedenle cilt veya mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi, solid organ

transplantasyonu, 6nceden antifungal kullanimi.

Bu risk faktorleri kandidemi ve kandidiiri gelisme riski yiliksek hastalarin
taninmasini, dolayistyla erken antifungal tedaviye baslanmasini saglar. Genellikle prognoz,

predispozan faktorlerin sayist ve derecesiyle iligkilidir (87).

2.4. Kolonizasyon

Kolonizasyon, mikroorganizmanin bir viicut bolgesinde herhangi bir klinik tablo
olusturmadan tiremesidir. Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar yatistan kisa siire sonra
hastane florasin1 olusturan mikroorganizmalar ile kolonize olmaktadir; gelisen fungal
infeksiyonlardan siklikla endojen flora ve invaziv islemler sorumlu tutulmaktadir. Normal
saglikli insanda gastrointestinal kanal, cilt ve genitoliriner sistemin normal flora {iyesi
olarak bulunan Candida tiirleri, altta yatan ciddi hastalik varligi, tekrarlayan GIS
cerrahileri, uzun siire antibiyotik tedavisi gibi durumlarda endojen flora degisikliklerine
bagl olarak mukoza ylizeylerine yapisir ve burada c¢ogalir. Sirasi ile kolonizasyon ve

infeksiyon gelisir (91).
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Infeksiyon ve kolonizasyon arasindaki iliski kolonizasyon indeksi ile gosterilebilir.
Kolonizasyon indeksi, kolonize olan viicut bolge sayisinin bir hastadan alinan toplam
ornek sayisina oranini gostermektedir (CI=kolonize viicut bolgesi sayisi/bir hastadan
alinan toplam 6rnek sayisi) (92).

Kolonizasyon ve risk faktorlerinin birlikte kullanilmasi ile olusturulan “Kandida
Skoru” 2.5 ise invazif kandidiyazis i¢in yiiksek risk mevcuttur. Kandida skorlamasi

Cizelge 2.3’de gosterilmistir (93, 94).

Cizelge 2.3. Candida skorlamasi (93)

Risk Faktorleri Skorlama Puam
Total parenteral beslenme 1
Cerrahi girisim 1
Multifokal Candida Kolonizasyonu 1
Agir sepsis 2

2.5. Candida Infeksiyonlarinda Lokal ve Sistemik Direnc

2.5.1. Dogal Direng

Sistemik infeksiyonda ilk engel epitel hiicreleridir. Epitel hiicreleri, dogal ve
kazanilmig bagisikligin diizenlenmesini sitokinleri ve membranlart aracilifiyla yapar.
Fagositik hiicreler Candida infeksiyonlarina direngte 6nemlidir. Fagositik hiicreler hem
blastospor hem de hifalar1 yutarak 6ldiirebilir (95). Polimorf nukleuslu 16kositler (PNL),
yani nétrofiller Candida’nin olusturdugu sistemik infeksiyonlara karsi ¢ok 6nemli bir
savunma faktoriidiir. In vitro deneylerde insan kanmnin Candida’y: 6ldiiren bir aktivitesinin
bulundugu ve bunun dogrudan dogruya I6kositlerden kaynaklandigr belirlenmistir.
Notrofillerin fungisidal aktiviteleri oksidatif ve non-oksidatif olmak tizere iki tiptedir.
Oksidatif mekanizmayla notrofilin bazi 6nemli oksidanlari sentezlenir. Bunlar arasinda

hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri, hipoklorik asitler, defansinler, lizozim, serum
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proteazlar ve kloraminler sayilabilir. Hipoklorik asit ve kloramin sentezi yine PNL’de
bulunan myeloperoksidaz (MPO) enzimi araciligiyla olur. Ozellikle MPO ve hidrojen
peroksid gibi fungisidal molekiiller PNL’lerin C. albicans’t eradike edebilmesi i¢in
gereklidir. Ancak ADC non-oksidatif mekanizmalarla yok edilebilmektedir. Non-oksidatif
mekanizma ise antifungal aktiviteye sahip protein ve peptidlerin varligiyla
aciklanmaktadir. PNL’lerin aziirofil graniillerinde bulunan antimikrobik maddelerden
defensin’lerin Candida tiirlerine kars1 aktivite gosterdikleri saptanmistir. Yine ayni

graniillerde bulunan katepsin G’nin de antifungal aktivitesi mevcuttur (95, 96).

2.5.2. Humoral immiinite

Candida infeksiyonlarina karsi korunmada sivisal bagisikligin rolii heniiz tam
bilinmemektedir. Ancak kompleman varliginda veya yoklugunda antikora baglh
opsonizasyon ve fagositozun kolaylastigi belirtilmis olmakla beraber, in vitro serumdaki
antikor ve komplemanin birbirinden bagimsiz olarak C. albicans’1 6ldiirebildigine dair ¢ok

az veri vardir (96).

2.5.3. Hiicresel immiinite

Lenfositlerin Candida infeksiyonlarindaki rolii tam olarak anlasilmamistir. Aktif
lenfositlerden salinan lenfokin benzeri maddelerin C. albicans iizerinde toksik etkisi
bulundugu oOne siiriilmiistir. Candida antijenlerine karst T lenfosit yanitinin
baslatilmasinda ve makrofajlarla nétrofillerin  aktivasyonunda  lenfosit-makrofaj
etkilesimleri Onemlidir. Kronik mukokutanéz kandidiyazisli hastalarda hiicre aracili
immiinite bozukluklarinin bulunusu, hiicre aracili immiinitenin Candida infeksiyonlarina

kars1 direngte dnemli oldugunu diistindiirmektedir (96).
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2.6. Antifungal Tedaviler ve ADC Tiirlerine Karsi Gelisen Direnc

Mekanizmalari

Antibiyotiklerle karsilastirildiginda antifungallerin  gelismesi nispeten smnirli
kalmistir. Bu durumun konak hiicreye zarar vermeyen Okaryotik mantar hiicresi iizerinde
etkili bir ajanin identifikasyonunda karsilagilan dogal problemlerin bir sonucundan
kaynaklandig1 disiiniilebilir. Kullanimda olan antifungaller, polyenler (amfoterisin B;
konvansiyonel ve lipid formiilleri), floro-pirimidinler (flusitozin), azoller (ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol), ekinokandinler (kaspofungin,
mikafungin) ve alilaminler (terbinafin)’dir.

Antifungal direng, ii¢ baslik altinda incelenir: Primer (intrinsik), sekonder
(kazanilmisg) ve klinik direng.

Primer diren¢ antifungal temas dykiisii yokken kalitimla gelen direnctir. Sekonder
direng uzun siireli bir antifungal kullanim sonucu olarak, 6nceden duyarli olan bir izolatin
direncli bir fenotip gelistirmesiyle ortaya ¢ikar. Klinik diren¢ laboratuvar testlerine gore
hassas oldugu bilinen antifungal kullanima ragmen hastaligin ilerleyici olmas1 ya da relaps
gostermesi durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu durum tipik olarak persistan, derin immiin
yetmezlik durumlari (AIDS, noétropeni gibi) enfekte prostetik materyal varliginda soz
konusu olmaktadir (5, 14, 48).

Nozokomiyal fungal infeksiyon risk faktorlerini azaltmayi amaglayan korunma
yontemleri gittikce Onem kazanmaktadir. Kolonizasyon oOncesi endojen kaynakli
infeksiyonun gosterilmesine ragmen kolonizasyonun tespitinde ve antifungal tedavinin
planlanmasinda kiiltiiriin rolii iyi bir sekilde belirlenmemistir. Ancak son ¢aligmalar, kemik
iligi alicilarinda ve 16semilerde profilaktik flukonazol kullanimini desteklemektedir. Son
10 yilda, amfoterisin B (Amp-B), flukonazol ve itrakonazol nozokomiyal fungal
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir hale gelmistir. C. lusitaniae ve C. glabrata'nin Amp-
B’ye nispeten direngli oldugunu gosteren raporlar olmasia ragmen, Candida larin ¢ogu,
bu antifungallere duyarlidir (5, 8). Bir ¢alismada Amp-B direncinin mantar membran
sterollerindeki artigla iligkili oldugu bulunmustur (46).

Candida’lar arasinda azol direnci ¢ok yaygin olmamasina ragmen, immiin sistemi
baskilanmis kisilerde bu antifungalin siklikla kullanilmasi bazi endiselerin dogmasina

sebep olmustur. Yapilan iki ¢alismada, 16semi veya kemik iligi alicisi olan hastalarda
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flukonazolun profilakside kullanilmasinin klinik olarak faydalar1 incelemistir. Bu
antifungalin C. krusei hari¢ tiim Candida tiirlerinde infeksiyon ve/veya kolonizasyonu
engelledigi goriilmiistiir (68). Herhangi bir hastanedeki gesitli epidemiyolokik faktorler C.
krusei insidansini etkilemesine ragmen, endojen kaynakli Candida infeksiyonu riski
yiiksek olan hastalarda profilaktik tedavinin rutin kullanilmasi C. krusei gibi ilag direnci
olan mantarlarin ortaya ¢ikmasina yol agabilir (37).

Gegtigimiz on yil i¢inde, duyarlilik testleri nozokomiyal Candida infeksiyonlarinin
tedavisinde minimal rol oynamustir. Candida tiirleri igin antifungal duyarlilik testlerinin
tekrarlanabilirliginin ve gilivenilirliginin olusturulmasinda bir¢ok zorluk ortaya ¢ikmuistir.
Test sonuglarini etkileyen inkiibasyon siiresi, sicaklik, besiyeri tiirii, inokulum miktar1 gibi
faktorler ve standardize yontemler son zamanlarda gelistirilmistir (9).

Duyarlilik testleri, flukonazolun C. albicans ve C. parapsilosis’e karsi etkili
oldugunu gostermistir (10). Pfaller ve ark. tarafindan yapilan biiyiik bir silirveyans
caligmasinda, C. tropicalis suslarinda flukonazole orta diizeyde direng gelistigi
gbozlemlenmistir (97). Daha sonraki yapilan caligmalarda ise bu direncin arttig1
gortilmistiir (77).

Itrakonazol, flukonazole direngli ya da duyarli Candida tiirlerine (C. glabrata haric)
orta derecede etkilidir (98). Vorikonazol, baz1 firsatgr mantarlara ve mayalarin ¢oguna
(ADC tiirleri) kars1 fungisidal etki gosterir. Bu antifungal, genellikle flukonazole direngli
C. albicans ve C. glabrataya kars1 da etkilidir (99). C. tropicalis disinda Candida tiirlerine
kars1 flukonazolden daha etkilidir (10). Posakonazol, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C.
glabrata gibi ADC tiirlerine kars1 fungisidal etki gosterir (100).

Flusitozin dar spektrumlu bir antifungaldir. Diren¢ mekanizmasi primidinlerin
tiretiminde artis veya UMP pirofosforilaz, sitozin permeaz ve sitozin deaminaz gibi hedef
enzimlerdeki degisikliklerle meydana gelmektedir (10). Flusitozin Candida tiirleri,
Cryptococcus tiirlerine ve Aspergillus tiirlerine sinirh etkisi olan bir antifungaldir (101).

Antifungallere son olarak ekinokandin sinifi dahil olmustur. Bu antifungalin
kullanim1 siirli oldugu i¢in ekinokandinlere karsi direng gelisip gelismeyecegi heniiz
belirlenememistir. Ekinokandinlere dogal direngli mikroorganizmalarda ya beta 1-3 glukan
sentaz enzimini yetersizdir ya da ekinokandin baglayan enzimin baska bir formu
tiretilmektedir. Tim ekinokandinler Candida tiirlerine kars1 fungisidal etkilidir.

Ekinokandinler in vitro ve in vivo C. albicans, C. glabrata ve C. tropicalis’e karsi oldukga

23



etkindir (98, 102). Ekinokandinlerin Minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degeri C.
parapsilosis i¢in diger yaygin Candida tiirlerinden (6zellikle C. albicans) ¢ok daya yiiksek
oldugu 6nemle vurgulanmaktadir (103).

Klinik a¢idan Candida’nin en 6nemli 6zelligi olan biyofilm, antifungal tedaviye
toleransin artmasinda 6nemli rol oynar. C. albicans biyofilminin antifungallere karsi
azalmis duyarliligi ilk kez 1995 yilinda rapor edilmistir (104). Birgok ¢alismada, en ¢ok
kullanilan antifungallere karsi (Amp-B ve flukonozal) biiyiik 6lclide tolerans gelistiren
biyofilm hiicreleri gosterilmistir (105). C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata gibi
ADC tiirlerinin biyofilminin antifungallere kars1 duyarliliklarinda azalma oldugu

goriilmiistiir (104).

2.7. Hastane Infeksiyonlar1 ve Candida’lar

Firsatgr mantar patojenleriyle olusan nozokomiyal mantar infeksiyonlariin
insidanst giderek artmaktadir. ‘National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)’ ve
‘Centers for Disease Control’ (CDC) verilerine gore son on yilda %2’den %3.8’e yiikselen
anlamli bir artis goriilmektedir (5,107). Yogun bakim tnitelerinde gelisen fungal
infeksiyonlar arasinda kateterizasyona bagli olarak en sik kan dolasimi infeksiyonlar ve
tiriner sistem infeksiyonlari goriilmektedir (5). Riskli hastalarin yattigi birimlerde, endemik
infeksiyonlarin 1/3’tinden fazlasi ¢apraz bulasmayla meydana gelmektedir; kontrol
onlemlerinin yetersizligi halinde bu oran daha da yiikselmektedir (1).

Candida tiirleri hastanede yatan hastalarda lokal ve sistemik infeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu organizmalar immiin sistemi baskilanmis hastalarda 6nemli nozokomiyal
etken olarak yerlesmistir. 1980°1i yillarda ‘Centers for Disease Control” (CDC)’nin yaptigi
stirveyansta hastane kaynakli infeksiyon etkenleri arasinda Candida tiirlerinin yedinci
sirada yer aldign dikkati gekmistir. YBU’de Candida’lar nozokomiyal infeksiyon etkeni
olarak dordiincii sirada yer alirken; kan dolagimi infeksiyonlarinin %10’unu tiim iiriner
sistem infeksiyonlarinin %25°ni olusturmaktadir (106). Emori ve Gaynes'in raporlarina
gore 1990-1992 yillar1 arasinda NNIS hastaneleri arasinda Candida tiirleri nozokomiyal
patojenler arasinda altinci kan dolagimi infeksiyon etkenleri arasinda dordiincii sirada yer

almastir (108).
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Nozokomiyal infeksiyonlar viicut bolgesine gore degisiklik gostermesine ragmen
bu oran hastanin yattig1 servise gore de degisiklik gostermektedir (108). Yiiksek infeksiyon
oranlari, sadece onkoloji servisi ve yenidoganla sinirli olmayip kalp cerrahisi ve yanik-
travma servislerinde de ortaya ¢ikmaktadir. Bu Dbilgiler, nozokomiyal fungal
infeksiyonlarin {iniversite hastanelerinde yaygin olacagini gostermesine ragmen her tiirli
hastanede kandidal infeksiyon insidansinda artis oldugu agik¢a goriilmektedir (5).

Candida tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin klinik 6nemi literatiirlerde agik¢a
belirtilmektedir (105). Baz1 ¢alismalarda; invaziv Candida infeksiyonu i¢in 6nemli risk
faktorii olarak intravaskiiler kateter, antibiyotik kullanimi, mukozal kolonizasyon ve
nétrepeni tanimlanmugtir. Bu infeksiyonlarin 6nemli mortalite ve morbidite nedeni oldugu
farkedilmistir. Gliniimiizde ADC tiirlerinin infeksiyon etkeni olarak sik¢a izole edildigi,
nozokomiyal kandidiyazisin gecis seklilleri, olasi rezervuarlari ve ADC tiirlerinin siklikla
infeksiyon etkeni olmasi goze ¢arpmaya baslamistir (2, 109).

Yiiziin tizerinde Candida tirti tanimlanmistir ancak bunlarin sadece bir kaci
insandan izole edilmistir. Son on yil i¢inde, Bir¢ok patojenin neden oldugu nozokomiyal
infeksiyonlar, A.B.D. hastanelerinde artmasina ragmen, ozellikle C. albicans’in neden
oldugu nozokomiyal fungal infeksiyon sikliginin oransal olarak daha fazla oldugu
goriilmektedir. Son raporlara gore Candida tiirlerinin neden oldugu infeksiyon dagiliminda
degisiklikler gortlmistiir. C. albicans fungemi ve hematojen kandidiyazisler arasinda en
sik etken olmasina ragmen, bir kag raporda C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
krusei ve C. lusitaniae’nin etken oldugu bildirilmistir (5).

C. tropicalis invaziv Candida infeksiyonunun onemli bir nedeni olarak
bilinmektedir. Kanserli hastalarda genellikle C. tropicalis kan ve idrardan en sik izole
edilen ADC tiirleri siralamasinda ilk siralarda yer almaktadir (86, 88). C. tropicalis,
YBU’de ozellikle kanserli hastalarda, uzun siire kateterizasyon gerektiren ve/veya
genislemis spektrumlu antibiyotik alan hastalardan siklikla izole edilmektedir. Bu tiirler
notropenik hastalarda C. albicans ve diger ADC tiirlerinden daha fazla yayilim
gostermektedir. Bu egilimini C. tropicalis ile iligkili yiiksek mortalite raporlari
aciklayabilir. C. tropicalis’in neden oldugu infeksiyonlarin cogunun endojen flora kaynakli
oldugu goriilse de nozokomiyal bulastan kaynakli oldugu da rapor edilmistir. C.
tropicalis’in endojen kaynakli infeksiyonlarinda, degisen kosullar altinda GIS yoluyla

farkli anatomik bolgelere yayilmasi soz konusudur. Nozokomiyal infeksiyonlarda ise,
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saglik ¢aligsanlarinin el temasi, kateterler, implante protez ve kontamine olmus soliisyonlar
suclanmaktadir. idrarda Candida varlig1 (kandidiiri); kontaminasyon, kolonizasyon veya
infeksiyonun bir belirtisi olabilir (54, 110).

C. glabrata, onemi gittik¢e artan nozokomiyal infeksiyon etkeni haline gelmistir.
Son zamanlara kadar C. glabrata’nin nozokomiyal epidemiyolojisi retrospektif olarak
arastirtlmis ve sadece bir kag ¢alismada C. glabrata’nin risk faktorleri degerlendirilmistir.
Fungal nozokomiyal kolonizasyon ve C. glabrata ile infeksiyon epidemiyolojisi
hakkindaki bilgiler nozokomiyal infeksiyon yayilimimin 6nlenmesi agisindan Onemlidir
(14). Vazquez ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, C. glabrata’nin prospektif vaka kontrol
analizleriyle birlikte yapilan molekiiler analizlerinde, Candida infeksiyonu olmayan
kisilere kiyasla daha uzun hastanede kalis siiresi ve daha sik antibiyotik kullanma
oykiilerinin oldugu gosterilmistir (80). C. glabrata’nin hastane rezervuarlari ¢ok az
bilinmekle beraber C. albicans’da oldugu gibi olasi kaynaklar ¢evresel ve insan
rezervuarlarinin karmasik etkilesimini igerir (14, 80). C. glabrata, C. albicans ve diger
nozokomiyal patojenler gibi dogrudan veya dolayli olarak kontamine ¢evresel ylizeylerden
bulasabilir. C. glabrata’nin hastane personelinin elinden siklikla izole edilmemesine
ragmen gecici tagimanin ellerin c¢evresel yiizeylere temasiyla oldugu ileri siiriilmektedir
(14, 17).

C. parapsilosis’in fungemi, endokardit, septik artrit ve peritonitten kaynaklanan
klinik bulgulariyla 6nemli bir nozokomiyal patojen oldugu belirtilmistir. C. parapsilosis
epidemiyolojisi, Candida tiirleri arasinda essizdir. Clinkii viicut yiizeylerinden siklikla
izole edilmektedir. C. parapsilosis firsatg1 patojen olmasina ragmen C. parapsilosis’in
neden oldugu kandidiyazisde hastalarin ¢ogu immiinsiipresif degildir. Olusan infeksiyon
icin baskin risk faktorleri nozokomiyal ve/veya iatrojenik faktorlerdir. Bu tiirler 6zellikle
disik dogum agirlikli  bebeklerde kandidemi etkenidir. Ancak intravendz
hiperalimentasyonlu ve/veya Kkateterle iliskili kandidemili hastalarda da siklikla
goriilmektedir (111). Avrupa iilkelerinde ve Tiirkiye’de C. parapsilosis ve C. tropicalis, C.
albicans’tan sonra en sik kandidemi yapan tirlerdir (2, 112, 113). Bir finitede kan
kiiltiirlerinden C. parapsilosis iiremesi infeksiyon kontroliiniin eksikligi yoniinden bir
gosterge olarak kabul edilmektedir (2).

Mantar tiirlerinin  tanimlanmasinda  geleneksel  yontemler  kullanilirken

epidemiyolojik arastirma amaciyla molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir. Molekiiler
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yontemler, hastane infeksiyonu etkenin kaynagmin (ekzojen veya endojen) ve bulas
yollarinin ortaya c¢ikarilmasi, suslar arasindaki klonal iligkilerin arastirilmasinda ve

takibinde 6nemli katki saglamaktadir (5).

2.8. Laboratuvar Tanis1

Normal florada bulunan Candida tiirleri ile ilgili olarak laboratuvarlarda
karsilagilan en biiyiik sorunlardan birisi klinik drneklerde iireyen Candida’larin patojen
etken olup olmadigini saptamak ve rapor edilip edilmemesine karar vermektir. Bu nedenle
Klinik laboratuvar ile klinisyenin yakin isbirligi i¢inde olmasi invaziv mikozlarin tanisinda
biitlinlestirici bir rol oynamaktadir. Uygun hasta orneginin alimi, miktar1 ve laboratuvara
tasinmas1 konusunda ortaya konulacak ilkeler, laboratuvardan optimal sonuglarin
alinmasina yardime1 olur (111, 113).

Geleneksel olarak Candida’larin identifikasyonu makroskopik ve mikroskopik
olarak morfolojik karakterlerinin incelenmesi ve biyokimyasal Ozelliklerinin
degerlendirilmesiyle yapilir. Morfolojik olarak koloni rengi ve goriiniimii, hif veya yalanci
hif {iretimi, ¢imlenme borusu veya klamidospor olusturma yetenekleri gibi ozelliklersi,

biyokimyasal olarak karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyonu reaksiyonlar

degerlendirilir (116, 124).

2.8.1. Dogrudan Mikroskobik Inceleme

Klinik 6rneklere uygulanacak ilk islem dogrudan bakidir. Bu amagla lam-lamel
arast boyasiz preparat hazirlanabildigi gibi Gram, metilen mavisi, Wright, Giemsa,
kalkoflor beyazi, periyodik asit-schiff (PAS) ve methenamin glimiis boyasi ile hazirlanan
boyali preparatlar da kullanilabilmektedir (110).

Candida tiirleri Gram boyama ile Gram pozitif boyanirlar. Mikroskopta
incelendiklerinde, 3-6 um biiyiikliigiinde oval ve/ya yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler

olarak goriiliirler.
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Kalkoflor beyazi ile boyama, funguslarin tespiti i¢in duyarlt bir yontemdir ancak
floresan mikroskop gerektirir. Kullanilan UV. filtresine gore maya hiicreleri, yalanct hifler
ve hif yapilar1 tebesir beyazi veya parlak elma yesili renginde floresan verir (114).

Doku incelenmesinde hematoksilen eozin, PAS ve Gomori’nin methenamin giimiis
boyasi tanida yararhidir. Candida tiirleri dokuda en iyi PAS ve methenamin giimiis boyasi
ile gosterilmektedir (110, 115).

Potasyum hidroksit (KOH), kalin mukoid ve sag, deri, tirnak gibi keratinize
orneklerden Candida tiirlerinin ayristirilmasini  saglamaktadir. Hazirlanan KOH
preparatinda tomurcuklanan blastosporlarin yaninda yalanci hiflerin goriilmesi, tanida
kiiltirden daha degerlidir. Dogrudan incelemede KOH veya KOH ile birlikte Candida
hiicre duvarindaki kitine baglanma 06zelligi gosteren kalkoflor beyazinin kullanilmasi
duyarliligr arttirmaktadir.

Hazirlanan  boyali  preparatlarin = dogrudan  mikroskobik  incelemesinde
tomurcuklanan maya hiicreleri, yalanci ve gercek hif yapilari aranir. Yalanct ve gergek hif

yapilarinin gériilmesi dokuya invazyonun yani infeksiyonun gostergesi olarak kabul edilir
(116).

2.8.2. Kiiltiir ve Identifikasyon

Candida tiirlerini tiretmek i¢in en ¢ok tercih edilen izolasyon besiyeri, diisiik pH’s1
nedeniyle birgok bakterinin iiremesini baskilayan Sabouraud dekstroz agar (SDA)
besiyeridir (117, 118). Bu besiyeri igine siklohekzimid gibi antimikotikler ilave edilerek
kontaminant saprofit mantarlarin; kloramfenikol ve gentamisin gibi antibiyotikler ilave
edilerek de bakterilerin iiremesi engellenmektedir (119,120). Candida tiirleri oda 1sis1 ile
37°C arahiginda, 24-72 saat inkiibasyon sonucu iireyebilmekte ve olusan kolonilerin
goriiniimii kirli beyaz veya krem rengi, nemli, diizglin veya burusuk kenarli, diizgiin

ylizeyli veya gobekli, maya kokulu ve yumusaktir (110).
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2.8.2.1. Cimlenme Borusu Deneyi

Kiiltiirde treyen maya kolonilerinin tanimlamasinda uygulanacak ilk yontem
¢imlenme borusu deneyidir. C. albicans’in diger Candida’lardan ayrilmasini saglayan basit
ve ¢ok degerli bir testtir. Hizli sonug verir, uygulamasi kolaydir (50, 121). Ancak C.
albicans suslarinin hepsinde pozitif olmadigi gibi yalanci pozitiflik de olabilmektedir. Test
i¢in az bir miktar koloni, 0.5 ml taze donmus plazma (TDP) konulmus bir tiip igerisinde
kanistirilip, 35°C’de en c¢ok 2 saat inkiibe edilir (122). Siire sonunda maya-serum
stispansiyonundan lama bir damla damlatilir ve lamel ile kapatilip, ¢imlenme borusu
varligr agisindan mikroskobik olarak incelenir. Cimlenme borusu, blastospordan orijin
alan, baslangic noktasinda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu boyunca hi¢ kabariklik
yapmayan bir borucuk olarak gozlenir. Yalanci ¢imlenme borusunda ise daha biiyiik bir
blastospor vardir ve hif ile baglanti bolgesinin daha belirgin oldugu goézlenir. ADC
tirlerinde ise germinasyon maya formu ile biiyliyen hifal hiicre arasinda bir darlik ile
karakterizedir. Cimlenme borusu maya hiicresinin genisliginin yarisi, boyunun ise 3-4 kati
kadar uzunluktadir. Maya hiicresinden ¢ikan paralel uzantilar olarak gozlenir ve hiicreden
¢ikis noktasinda bogumlanma olusturmaz. C. tropicalis ¢imlenme borusu ile karisabilecek
hif baslangicit benzeri yapilar iiretebilir ancak hifin ana hiicreden ¢ikis yerinde darlik
mevcuttur ve blastokonidyalar1 C. albicans’inkilerden daha genistir (13).

Cimlenme borusu saptanmasi etkenin C. albicans oldugunu, saptanmamasi biiyiik
olasilikla ADC oldugunu diisiindiiriir. Ancak, C. albicans’larmn yaklasik %5’inde ¢cimlenme
borusu negatif olarak bulunmaktadir. Ug saatten uzun siiren inkiibasyon ve yogun maya
inokulumu kullanilmasi, antifungal sagaltim uygulanmasi gibi durumlarda C. albicans

¢imlenme borusu olusturmayabilir (123).

2.8.2.2. Hif, Blastospor ve Klamidospor Yapilarimn incelenmesi

Misir unlu agar gibi besin acisindan fakir ortamlarda mayalarin olusturdugu
blastospor, yalanct hif, hif yapisi ve klamidospor varligi mikroskopik olarak degerlendirilir
ve Candida’larin identifikasyonunda kullanilir. Bunun igin igne yardimiyla agar iizerine
tasinan maya sugundan birbirine paralel ¢izgiler seklinde ekim yapilir. Ekim alani steril bir

lamelle kapatilarak besiyeri 26°C’de 24-72 saat inkiibe edilir. Kapatilan lamelin ortamin
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oksijenini azaltmas1 ve Tween 80’in yiizey gerilimini diislirmesi klamidospor ve yalanci
hif tiretimini arttirir. Hiflerin iginde (ara klamidospor), kenarinda (yan klamidospor) veya
uclarinda (u¢ klamidospor) gelisebilen, biiyiik, yuvarlak, sitoplazmasi yogunlagsmis ve
kalin duvarli klamidosporlar goriiliir. Bu yapilar, besin eksikligi ve diger uygunsuz cevre
kosullarina karg1 Candida’larin canliligini korumasini saglar (124).

Misir unlu agarda C. albicans ve C. dubliniensis suslarinin biiylik bir ¢ogunlugu
(>%90) karakteristik klamidospor olustururlar. C. albicans genellikle gergek veya yalanci
hiflerin ucunda tek tek klamidosporlar tiretir. Buna karsin C. dubliniensis'inkiler ¢ok daha
bol ve ekseri ¢iftler halinde veya tiglii hatta bazen yalanci hifin ucundaki ayni bir tasiyici
(slispansor) hiicreye yapismis kalin duvarli birka¢ klamidospordan olusan kiimeler veya
salkimlar olustururarak olagandis1 diizen gosterirler (1). C. tropicalis, yalanci hif boyunca
tek tek veya kiigiik kiimeler olusturmus yuvarlagimsi blastokonidyumlari ile; C. glabrata
ise yalanci hiflerinin olmamasi ve tomurcuklanan maya hiicrelerinin varligiyla
tanimlanmaktadir.

C. parapsilosis ise yalanci hif boyunca tek tek veya bazen kiigiik kiimeler yapacak
bi¢imde dizilmis blastokonidyalar1 ile tanimlanabilmektedir. Maya {iremesi olan kan
kiiltiirtinden dogrudan misir unlu agar yiizeyine bir damla 6rnek birakildiktan sonra lamel
ile kapatilip 30-35°C’de bekletilmis, hif olusumunun saptanmasi amaciyla yarim saat
araliklarla mikroskobik olarak incelenmistir. Yaklagik 5 saatlik slireden sonra C.
parapsilosis’in el ayasina benzer sekildeki yalanci hif ve blastokonidyalarinin olusturdugu
tipik yapisiyla hizli taniya gidilebilecegi deneyimlenmistir (Laboratuvarimizda bu

yontemle hizli taniya gidilmektedir).

2.8.2.3. Biyokimyasal Testler

— Karbonhidrat asimilasyon testi:
Mayalarin karbon kaynagi olarak spesifik bir karbonhidrati oksijen varliginda
kullanma yeteneklerini ortaya cikarir. Bu test Wickerman ve Burton gibi rutinde pek

kullanilmayan yontemlerle yapilabilecegi gibi, ¢esitli otomatize ve yar1 otomatize ticari

sistemler kullanilarak da uygulanabilir (111, 125). C. parapsilosis glukozu fermente ve
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asimile ederken, galaktoz, sukroz, maltoz, trehaloz, D-ksiloz ve gliserolu asimile eder. C.
tropicalis glukoz, sukroz, galaktoz, maltoz ve ksilozu asimile eder (50).

Karbonhidrat asimilasyonu ve/veya enzim saptama amaciyla APl 20C AUX ve API
Candida ID 32C strip system (bioMerieux, Fransa), Vitek Yeast Biochemical Card system
(bioMerieux, Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.), Vitek 2 ID-YST card system (bioMerieux,
Vitek, Inc.), Rapid ID Yeast Plus system gibi gibi ticari testler bulunmaktadir. Bunlar
belirli bir kimyasal profil tiretmek igin farkli substratlar i¢eren kuyucuklardaki yogunluk
artisin1 veya renk tretimini kullanirlar. Bu testler hizli ve 24-72 saatte sonug verebilir
nitelikte olup, APl 20C AUX en yaygin kullanilamidir (85, 89, 98). API 20C AUX
sonuglart misir unlu-tween 80 agarda morfolojik goriiniimler ile birlikte degerlendirilerek

sistem tarafindan verilebilecek birden fazla tiir arasinda ayrim yapilabilmektedir (118).

— Karbonhidrat fermentasyon testi:

Fermentatif mantarlar karbondioksit ve alkol olustururlar. Gaz olusumu ve pH’da
degisiklik olmamasi fermentasyonu gosterir. Bu test degisik Candida tiirlerini,
Cryptococus ve Rhodotorula tiirlerinden ayirmada kullanilir (111, 125). C. tropicalis
glukoz ve sukrozu fermente ederken, C. parapsilosis sadece glukozu fermente eder. C.

glabrata sadece glukoz ve trehalozu fermente etmektedir (50).

—  Ureaz testi:

Mayalarin Christensen’s iire agarda iire hidrolizi, {ireaz aktivitesini gosterir. Ureaz
enzimine sahip mikroorganizmalar, iireyi amonyak ve karbondiokside pargalar.
Amonyagin olusturdugu alkali ortam pH indikatorii fenol kirmizisin1 koyu pembe renge
dontistiiriir. Bu test klinik 6nemi olan Candida tiirlerini diger mayalardan ayirmaktadir.
Klinik 6nemi olan tiirlerin biiyiik ¢cogunlugu iireaz negatiftir. C. krusei ve C. lipolytica
tireyi hidroliz edebilir (125, 126).
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2.8.2.4. Kromojenik Besiyerinde Ureme

Kromojenik besiyerlerinin icerdigi tiire 6zgii kromojenik substratlar mayalarin
urettikleri enzimlerle reaksiyona girerek tiire 0zgii renklerde koloni olusumunu
saglamaktadir. Pagano-Levin Agar (Difco), tetrazolium hidrokloridin rediiksiyonu ile farkli
renkte koloniler olusturarak tek bir klinik Ornekten birden fazla Candida tiiriiniin
izolasyonuna olanak saglar. Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast (BiGGY) agarda ise,
bizmut siilfit bakteri iiremesini inhibe eder. Bizmut siilfitin indirgenmesi ile kahverengi-
siyah pigmentli koloniler ve koloni ¢evresinde koyu presipitasyon zonlari olustururlar
(127). Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA), hekzoz aminidaz ve alkalen fosfataz
aktivitesini saptamak ig¢in 5-bromo-4-kloro-3-indol/N-asetil beta-D-glukozamid ve 5-
bromo- 6-kloro-3-indol fosfat p-toludin tuzu substratlarini igerir (128).

Koloni rengine gore tek tiir ya da birden fazla tiirlin tanisi i¢in kullanilan ticari
kromojenik besiyerleri vardir. Bunlar arasinda Albicans ID (bioMerieux), Candichrom
albicans (International Mycoplasma), Candiselect (Sanofi Diagnostics Pasteur),
CHROMagar Candida (BBL), CHROMagar Candida (RTA) sayilabilir. Kromojenik
besiyerlerinin kullanimi uygun antifungal ajanin secilmesi ve tedaviye erken baglanmasi

acisindan klinisyene ve hastaya zaman kazandiracaktir (110, 117, 129).

2.8.7. Serolojik Testler

Serolojik testler, Candida tiir izolatlarinin klinik 6nemini belirlemek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Immiinsiiprese bireylerde invazif kandidiyazise yol agan C. albicans’a
kars1 immiinglobulin G (IgG) diizeyinde artis goriiliir. Akut infeksiyon tanisinda, IgA ve
IgM antikor titrelerinin belirlenmesi 6nemlidir. Sadece kolonizasyon olmasi durumunda
bile antikorlarin saptanmasi ve immiinsiiprese hastalarda invazif kandidiyazisde bile
antikor olugsmamasi testlerin duyarliligini diisiirmektedir. Kandidiyazis klinigi bulgularinin
varliginda, ardigik alinan serumlarda antikor titresinin artmaya devam etmesi infeksiyon
lehine degerlendirilebilir. Ayrica antijen testleri ile kombine degerlendirildiklerinde taniya
yardimci olabilirler (130). Serolojik testler kandidiyazisde rutin tan1 yontemleri arasinda
sayllmaz. Ancak bu gibi yontemler antimikotik tedaviye zayif yanit veren vakalarda

prognostik agidan degerli olabilmektedir (131).
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Fungal infeksiyonlarin tanisinda antijen tespiti i¢in; Lateks Partikiiler Agliitinasyon
(LPA), Counter immiinoelektroforez (CIE), Radyoimmiinoassay (RIA), Western Blotting
(WB), Dot-Immiinoassay, Enzim Immiinoassay (EIA) gibi yontemler kullanilirken, 6zgiil
antikorlar1 6lgmek i¢in ise; kompleman birlesme deneyi (KB), immiin difiizyon (ID),
Lateks Partikiiler Agliitinasyon (LPA), hemagliitinasyon (HA) gibi yontemler kullanilir
(132).

2.8.7.1. Antijen Saptama

Serumda veya viicut sivilarinda mantar antijenlerinin veya metabolitlerinin
aranmasina yonelik testler invazif mantar infeksiyonlarinin serolojik tanisi i¢in daha
degerlidirler. Bu amagla mannan, D-arabinitol, enolaz ve (1-3) p-D-glukan

aragtirtlmaktadir. Giiniimiizde en yaygin kullanilan mannan antijen testidir (133, 134).

— Candida hiicre duvar1 mannoprotein (mannan) antijeninin saptanmasi:

Mannan, Candida hiicre yiizeyinin, infeksiyon sirasinda, dolasima gegen
karbonhidratidir. Dolagimdan ¢abuk temizlenir ve kandaki diizeyi hizli diiser. Bu nedenle
saptanabilmesi igin hastadan sik kan Ornegi alinmasi gerekir. Invaziv kandidiyazis
olgularinda, dolasimda hiicre duvari mannan antijenlerinin varligi ilk kez 1976’da
gosterilmistir. Bu antijeni tespit etmek icin EIA, RIA, lateks agliitinasyon testleri ve
monoklonal antikorlarin kullanildigr “dot immiinobinding” yontemi gelistirilmistir.
Degisik ¢aligmalarda duyarlilik ve 6zgiilligiine iliskin farkli oranlar bildirilmektedir (133,
134).

— D-arabinitol saptanmasa:
D-arabinitol baz1 Candida tiirlerinin metabolik iriiniidiir. Sistemik kandidiyazisli
hastalarin idrarinda diizeyi artar. Test birden ¢ok tekrarlanirsa, duyarlilik ve 6zgiilliik artar.

C. krusei ve C. glabrata bu metaboliti tiretmediklerinden bu iki etkenin infeksiyonlarinda

saptanmaz (135).
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— Dolasimda enolaz aktivitesinin saptanmasi:

Ardigik aliman kanlarda aranmasinin duyarliligi arttiracagr kabul edilmektedir.
Kanserli ve nétropenili olup kandidiyazis riski yiiksek hastalarin serumlarinda enolaz
saptanmasi i¢in ‘’lipozomal immiinoassay’’ uygulanmistir. Enolaz aktivitesinin saptanmasi
bu grup hastalarda invaziv infeksiyon ve kolonizasyon ayiriminda yararli ve kan
kiiltirlerini destekleyici olarak degerlendirilmistir. Ayrica enolaz Candida tiirlerine
oldukga 6zgiil olup yiizeyel kandidiyazislerde serumda saptanmamasi da bir avantajdir
(133).

— (1-3) p-D-glukan antijen testi:

Bir hiicre duvart komponenti olan (1-3) B -D glukan, Candida ve Aspergillus
tirlerinin de i¢inde bulundugu baz1 funguslar (Zygomycetes ve Criptococcus tiirleri haric)
icin spesifiktir. Serumda (1,3) B-D-glukan antijeninin bulunmasi fungal invazyonun
gostergesidir ancak Aspergillus tiirleri i¢in 6zgiil degildir (136). Kontamine kan toplama
tipleri, gazli bezler, kan f{irlinlerinin hazirlanmasinda kullanilan filtreler ve g¢esitli
antibiyotikler (baz1 sefalosporinler, karbapenemler ve ampisilin-sulbaktam) yalanci pozitif

sonuglara yol agabilir (137).

2.8.7.2. Antikor Saptama

— Sitoplazmik antijenlere kars1 antikor arastirilmasi:

ELISA ile invaziv kandidiyazisli hastalarin serumlarinda erken donemde IgG sinifi
antikorlarin saptanmasinin, yiizeyel infeksiyonlardan ayirt edici oldugu belirlenmistir.
Candida nin enolaz antijenine karsi olan antikor yaniti da arastirilmistir. Kanitlanmig
invaziv infeksiyonu olan ya da yalnizca kolonizasyonu olan, ancak bagisiklik sistemi
normal islevini gorebilen hastalardan elde edilen IgG yanitlarina gore yontemin duyarlilig

%50, dzgiilligi %86 olarak saptanmistir (137).
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— Hiicre duvar: (mannan) antijenine karsi antikor arastirilmasi:

RIA ve ELISA ile hiicre duvart mannan antijenine karsi antikorlarin invaziv
infeksiyonlular kadar, saglikli insanlarin serumunda da var oldugu gosterilmistir. Bu

testlerde en yiiksek duyarlilik %65 olarak bildirilmistir (137).

2.8.8. In situ Hibridizasyon Yontemi ile Candida’nin Tanimlanmasi

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi, 26S rRNA’y1 hedef alan floresan
isaretli problar ile hedefin isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda goriintiillenmesi
prensibine dayanan molekiiler bir yontemdir. FISH yontemi ile kiiltiir ve fenotipik
ozelliklerin belirlenmesine gerek kalmadan mikroorganizmalarin kisa siirede tanisi
yapilabilmektedir. Maya pozitif kan kiiltiirlerinden C. albicans’in, 2.5 saat i¢inde, yiliksek
duyarlilik ve %100 6zgiillikte diger Candida tiirlerinden ayirmada basariyla kullanildig:
bildirilmistir (138). Bu yontemin C. albicans’1 fenotipik olarak benzer C. dubliniensis’den
%98.7-%100 arast duyarlilik ve %100 6zgiilliikte ayrim saglayabildigi bildirilmistir (139).
Duyarlilik ve 6zgiilliigii yiiksek olan bu yontemin ucuz, pratik ve kolay olmasi ve yaklasik
2-2.5 saat gibi kisa siirede tiir diizeyinde tanimlamaya olanak saglamasi yoOniinden
avantajlar1 bulunmaktadir. FISH yontemi, tibbi genetik, biyoteknoloji ve molekiiler ekoloji
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyoloji alaninda ise kullanilan problarin
ucuz olmasi, tanimlama siiresinin kisa olmasi, duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yliksek olmasi,
yontemin kolay olmasi, pahali alet ve cihazlar gerektirmemesi gibi avantajlari bulunmasina

ragmen tilkemizde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genis yer bulamamistir (139).

2.8.9. Molekiiler Yontemler

Candida infeksiyonlarinin varliginin saptanmasinda, dogru tanimlanmasinda
duyarhilign ve ozgiilliigii daha yiiksek testlere gerek duyuldugunda DNA saptanmasina
dayali yontemler kullanilmaktadir. Molekiiler tiplemenin infeksiyon hastaliklarinda en
fazla gerekli oldugu alan, hastane infeksiyonlarinin incelenmesidir. Molekiiler tipleme

yontemleriyle salgmlarin  kaynagi ve yayilma yollar1 hakindaki hipotezler
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sorgulanmaktadir. Salgimin 6zellikleri belirlenerek, kimin nerede, ne zaman, ne ile ve nasil
etkilendigi, bulas yollari, potansiyel kaynak ve vektorlerin tanimi1 yapilabilir. Endojen ve
ekzojen kaynakli infeksiyonlar ayirt edilebilir. Molekiiler tipleme yOntemleriyle patojen
bakterilerin hastane ortaminda yayginlik dereceleri ve kalis siireleri arastirilabilir (140).
Polimeraz zincir reaksiyon (PZR) bazli tipleme yontemleri kisa siire i¢inde gelisen
salginlarda basariyla uygulanabilmektedir. Ancak uzun zaman periyodunda izole edilen
suglarin tiplendirilmesinde bu yontemlerin stabilitesi ve etkinligi hakkindaki bilgiler
smirlhidir.  Candida tiirlerinin  genotiplendirilmesinde siklikla kullanilan molekiiler

yontemler Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Candida tiirlerinin genotiplendirilmesinde siklikla kullanilan yontemler (141)

Molekiiler Ayrim Tekrarlana- Kullanim | Yorumlama Maaliyet Sonu¢ verme
Yontemler giicii bilirlik Zamani

EK Diisiik Iyi Cok zor Cok Kolay Yiiksek 4 gilin
Makrorestriksiyon Yiiksek Iyi Cok zor Kolay Yiiksek 4 giin
REA Yiiksek Yiiksek Cok zor Kolay Yiiksek 2 giin
RAPD-PZR Iyi Diisiik Cok kolay Kolay Orta 1 giin
AFLP Yiiksek Iyi Zor Kolay Orta/Yiiksek 2 giin
Rep-PZR Orta Iyi Kolay Cok kolay Orta 1 giin
MLP Cok yiiksek Cok yiiksek Cok kolay | Cok kolay Cok yiiksek 1 giin
MLST Cok yiiksek Cok yiiksek Orta Cok kolay Cok yiiksek 2 giin

Elektroforetik karyotiplendirme (EK), Repetitive extragenic palindromic element (REP)-PZR, Random
amplified polymorphic DNA (RAPD-PZR), Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP), restriksiyon
enzim analizi (REA), Multilokus sekans tiplendirme (MLST), Microsatellite length polymorphism (MLP)
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2.8.9.1. RAPD-PZR (Randomly amplified polymorphic DNA)

RAPD-PZR yonteminde primerler rastgele segilir, bilinen belirli bir DNA sekansi
hedeflemez. Bu yontemde rastgele secilen bir veya daha fazla primer ile DNA’daki birgok
bolge ¢ogaltilir. Kullanilan primerlerin uzunluguna gore yontem farkli isimler alir. RAPD-
PZR’de kullanilan primerler klasik PZR’dekine benzer sekilde 18-24 baz ¢ifti (bg) olarak
tasarlanmistir. RAPD-PZR yonteminde kullanilan primerler 8-10 b¢ ve DAF (DNA
amplifikasyon fingerprinting) yonteminde kullanilan primerler 4-5 b¢ uzunlugunda dizayn
edilir. Bu kisa primerlerde G-C bazlar fazladir. Bu yontemlerde primerin rastgele
baglanmasindaki kilit nokta diisiik ‘‘annealing’’ 1s1s1 kullanilmasidir, baglanma 1sis1 40-
50°C’ye diisiiriilerek primerlerin kromozom {izerinde hem kendilerine 6zgii bolgelere hem
de 6zgli olmayan bdgelere baglanmasi saglanir ve DNA sentezi gerceklesir. Ayni tiir
icerisindeki farkli suslarin belirlenmesi amplifikasyon sonucu elde edilen {irlinlerin agaroz
jelde yiiriitiilmesiyle elde edilen bantlarin sayisi ve biiylikliigiintin degerlendirilmesi ve her
susa ait bant profillerinin karsilastirilarak suslar arasi iligkilerin belirlenmesiyle yapilir
(142).

RAPD-PZR yontemi, nozokomiyal patojenlerin tiplendirilmesinde diger
tiplendirme yontemlerine gore daha hizli olmasina karsin, teknik varyasyonlara duyarliligi
daha fazladir. Reaksiyon sartlarinda ya da reaktiflerdeki kii¢iik degisiklikler sonuglarin
tekrarlanabilirligini zorlastirir ve elde edilen bant paternlerinin degigsmesine neden olur. Bu
yiizden, olas1 salgin suslarini karsilastirmak problemli olabilir. Siki kontrol edildigi zaman,
ozellikle farkli primerler kullanilarak multiple amplifikasyon yapildiginda RAPD-PZR
yiiksek seviyede ayrim saglayabilir (142).

Laboratuvarlar arasi1 standardizasyonu saglamak ic¢in, M13 gibi evrensel primer
kullanilmasi, sonuglarin giivenilirligini arttirmak i¢in standardize edilmis amplifikasyon
karisimi1 ve standart bir amplifikasyon protokolii uygulanmalidir. Ayrica, tiim salgin suslari
ayni anda ¢aligilmalidir (143).

RAPD-PZR sonuglarinin yorumlanmasi bazen zordur, c¢ilinkii RAPD-PZR
varyasyonlar1 spesifik genetik olaylar ile siki bir sekilde eslesmez. Bu ylizden PFGE igin
tanimlanan prensipler tipik RAPD-PZR paternleri i¢in uygulanamaz. Eger suslar ayni bant
paternine sahipse ya da paternler ii¢ ya da daha fazla bant farkliligi igeriyorsa

tiplendirmenin yorumlamasi1 daha kolaydir; sirasiyla suslar klonal olarak iligkili ya da
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iligkisiz olarak degerlendirilir. Fakat tek bir bant biiyiikliigiindeki bir degisikligi ya da
birka¢ bant yogunlugunu yorumlamak i¢in bir 6lgiit yoktur (143).

2.8.9.2. Rep-PZR (Repetitive Extragenic Palindromic Element)

Rep-PZR yonteminde fungal genom boyunca serpistirilmis kodlanmayan-
tekrarlayan sekanslar1 hedefleyen primerler kullanilmaktadir. Bu tekrarlayan elementlerin
amplifikasyondaki en énemli avantaji ayirt edici genomik parmak izi olusturmasidir (13).
Bu dizilerin boyutlar1 her bir mikroorganizma susuna spesifiktir. Bu sebeple de amplifiye
olan parcalarin biiylikliigii farkli suslar arasinda degiskenlik gostermektedir. Amplikonlarin
biiyiikliik ayrimi ise standart agaroz jel elektroforezi ile yapilabilmektedir. Ortaya ¢ikan
bant kaliplar1 ¢ok cesitli prokaryotik ve dkaryotik organizmalarin DNA parmak izlerinin
ortaya ¢ikarilmasinda kullanilabilmektedir (144).

Ticari olarak temin edilebilen tek molekiiler sus tiplendirme sistemi olan otomatize
DiversiLab sistemi (Spectral Genomics, Inc., Houston, Tex.), rep-PZR teknigi ile
calismakta olup, bakteriyel ve fungal suslarin tiir diizeyinde ayrimini yapmaktadir (145).
Oncelikle suglara DNA ekstraksiyonu yapilmaktadir, daha sonra kullamlan primerler
fungal genom boyunca serpistirilmis ¢ok¢a kodlanmayan-tekrarlayan sekanslari (genellikle
30-500 bg) hedeflemektedir. I¢ kisimdan baglanan primerler tekrarlayan elementleri
amplifiye ederken, dis taraftan baglanan primerler genellikle bu elementlerin arasini
amplifiye eder. DiversiLab sistemi, Agilent 2100 bioanalizorii, Rep-PZR reaktif kitleri ve
web tabanli DiversiLab yazilimindan olugmaktadir. Agilent 2100 bioanalizorii; cogaltilmis
parcgaciklar1 mikroakiskan bir ¢ip lizerinde ayirir ve floresan yogunluguna ve gog¢ siiresine
gore tespit eder. Yazilim analiz sonuglari ise; test edilen biitiin 6rnekler arasindaki ¢iftlerin
benzerligini hesaplamak igin Pearson korelasyonu kullanarak benzerlik matriksini
olusturmaktadir. DiversiLab sistemi tarafindan olusturulan sonuglar, dendogram (suslar
arasinda hiyerarsik iliskiyi gosteren cetvel), scatterplot (grafiksel ¢izim, iliskinin boyutsal,
non-hiyerarsik goriintiisiinii saglamaktadir), jel-benzeri goriintii ve/veya elektroferogram
olarak degerlendirilmektedir. Ticari olarak temin edilebilen bu bilesenlerin, otomasyon,
teknik kolaylik, hizlilik ve yogun mikrobiyoloji laboratuvarlarinda calisanlar i¢in kullanigh
oldugu bildirilmektedir (145, 146).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez galigmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali’nda bulunan arag ve gerecler kullanilarak yapilmistir.

3.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari'na YBU’de yatan, uzun siireli tedavi goren,
invaziv girisim uygulanan hastalarin kateter idrar ve santral vendz kateterden alinan kan
orneklerinden izole edilen Candida suslar1 ¢alisma kapsamina alinmstir.

Tibbi Mikoloji Laboratuvari’na 01.01.2010 ile 05.06.2013 tarihleri arasinda toplam
1056 kateter idrar 6rnegi ve 814 SVK kan 6rnegi gonderilmistir. Calismaya 65°1 kateter
idrar, 33 SVK kan 6rnegi dahil edilmistir. Ayn1 zaman diliminde birden fazla hastadan
izole edilen ve nozokomiyal infeksiyon etkeni olabilecegi diisiiniilen Candida suslar
secilmigtir. Suslar calisma yapilincaya kadar %10 gliserollii buyyona alinarak -30°C’de
saklanmigtir. Calismaya dahil edilen hastalarin 6rneklerinden birden fazla izolasyon
gerceklestirildiyse, bu hastalardan izole edilen sadece bir Candida susu ¢aligmaya dahil
edilmistir. Calismada 98 hastadan izole edilen 98 Candida susu (35 C. glabrata, 33 C.
parapsilosis, 30 C. tropicalis) ve 3 standart sus kullanilmistir. Hasta sayilar1 YBU’lerde

yatan hasta dagilim oranlarina gore belirlenmistir.

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.2.1. Cihazlar

e Etiiv (Niive EN 500, Tiirkiye )
e Biyogiivenlik kabini (Nuaire NU 425-300E Class 11, A.B.D)
e Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)

e Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)
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e Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich-Micro 200R, Avustralya)

e Midi santrifiij (Avustralya)

e Vorteks (Niive NM-110, Tiirkiye)

e Sicak su banyosu (Niive BM 402 Tiirkiye)

e -80°C’lik derin dondurucu (Heto, Cin)

e +4°C’lik sogutucu (Ariston, Tiirkiye)

e Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

e Elektrik ocagi (Beko, 0.710, Tiirkiye)

e Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

e Dijital fotograf makinesi (Olympus, C7070, Japonya)

e Yatay calkalayic1 (IKA, Werke Typ VX2, Brezilya)

e pH metre (Hanna, Italya)

e Mikrodalga firin (Beko-MD 1500, Tiirkiye)

e Mikropipet seti (Biohit, Proline 0,5uL-1000uL, Finlandiya)

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)

o Elektroforez tanki1 (Agagel Mini Biometra, Almanya)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Biometra P30, Almanya)

e Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)

e Nanodrop (NANODROP 2000, A.B.D ve Kanada)

e Homojenizatdr (Heidolph Tip F/F, Ingiltere)

e DiversiLAB (Spectral Genomics, Inc., Houston, Texas, A.B.D)
o Agilent 2100 bioanalizori

o DiversiLab yazilimi (DiversiLab, version 2.1.66, bioMerieux, Fransa)

3.2.2. Kimyasal Malzemeler

e Tris-hidroklorid (Sigma, T-5941, Lot 31 K5466)

o Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA) (Sigma, E5134)
e Sodyum dodezil siilfat (SDS) (Merck, L51736210)

e Magnezyum klorid (MgCl,) (Promega, A351H)

e Sodyum klorid (ADCI,) (Riedel-de Haiin, Lot 33000/13423)
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e (- 2 merkaptoetanol (Sigma, 024K0117)

e Proteinaz K (Sigma P2308 lot 065 K8603)

e Litikaz (Sigma, L4276)

e Sivi fenol (Sigma, P4557-100ML)

e Kloroform (Merck)

e Izoamil alkol (Merck)

e Izopropil alkol (Merck, K-32883695 405)

e Etanol absolut (Riedel de Hadn/ Lot 32221)

e 10x PZR tamponu (Mg free) (Vivantis)

e dNTP karisimi (Sigma, Deoxynucleotide set DNTP-100)

e Taq DNA polimeraz (Vivantis)

e DNase, RNase free Su

e Agaroz (Sigma, A-5093)

e Potasyum asetat (Sigma K1190)

e Steril distile su

e 100 b¢ molekiiler agirlik standardi (Fermentas, GeneRuler 100 bp DNA Ladder,
#SM0241)

e Brom fenol mavisi

e Etidyum bromid

3.2.3. Kitler

e Qiagen QlAamp DNA Mini Kit (50) (Catalog No: 51304, Lot No: 136238313)

e DiversiLab DNA Ekstraksiyon Kiti (UltraClean Microbial DNA isolation Kit 50
Purifications) (Catalog: BMX12224-50, LOT:BX11H15, MO BIO Laboratories,
bioMerieux SA, Fransa)

e DiversiLab Candida Kiti (Rep-PZR Reagents for DNA Fingerprinting, Lot:
CN121101, bioMerieux SA, Fransa)

e Kit icerigi: Primer MixA, Rep-PZR MML1, Pozitif kontrol C3, Negatif kontrol
AmpliTag DNA polymerase, 10X PZR Buffer (Applied Biosystems, Lot: N13173,
Roche)
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e DNA Reagent ve Supplies DiversiLab System 25 Chip Kits (Lot: NM0O6RKO01,
bioMerieux SA, Fransa) Kit igerigi: DNA Dye Concentrate, DNA gel matrix, DNA
ladder, DNA marker DiversiLab System labchip (Lot No: ND12BKO02, bioMerieux
SA, Fransa)

3.2.4. Primerler

e Tiim mantarlara 6zgii M13 primeri (5’-CAG GGT CCC GGT TCT-3")

e DiversiLab Candida Kit i¢eriginde bulunan Primer MixA

3.2.5. Besiyerleri

e Kanli Agar (Titan Media, lot: M3GOCGO01, Hindistan)

e Eosin Methylene Blue Agar (EMB) (BioMerieux SA, lot: 866855801, Fransa)
e Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Oxoid, Hampshire/Ingiltere)

e Sabouraud Dekstroz Buyyon (SDB) (Oxoid, Hampshire/Ingiltere)

e Tween 80’li Misir Unlu Agar (Oxoid, Hampshire/Ingiltere)

e CHROMagar Candida (RTA, Tiirkiye)

e %10 Gliserollii Buyyon

e Taze Donmus Plazma (TDP)

3.2.6. Hizli Tam Testleri

e R.A.T (Rapid Assimilation Test)

e Cimlenme borusu deneyi (147)
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3.2.7. Standart Suslar

e Candida tropicalis ATCC 2014
e Candida parapsilosis ATCC 90018
e Candida glabrata ATCC 90030
e Candida albicans ATCC 64454

3.3. Kaullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Kanh Agar

Besiyeri igeriginde sigir kalp infiizyonu (500 gr/L), agar (15gr/L), triptoz (10 gr/L)
ve sodyum kloriir (5 gr/L) bulunur. Toz besiyerinden 40 gr tartilarak 950 ml distile su
icerisinde eritilir. 121°C’de 15 dak otoklav isleminin ardindan besiyeri 45-50°C’ye kadar
sogumast beklenir ve iizerine 50 ml steril defibrine insan kani eklenir. Calkalanarak
karigsmasi saglanir ve hemen ardindan 90 mm capindaki steril plastik petri kaplarina,
kalinligt 4 mm olacak sekilde dokiiliir. Kullanim siiresine kadar buzdolabinda (+ 4°C)

saklanir. Besiyeri pH degeri 7,3 tiir.

3.3.2. Eosin Methylene Blue Agar (EMB)

Toz haldeki EMB agardan 36 gr 1000 ml distile su igersinde eritilir. Besiyeri,
121°C’de 15 dak otoklav isleminden sonra besiyeri 50°C’ye kadar sogumasi i¢in su
banyosunda bekletilir. 90 mm ¢apindaki steril plastik petri kaplarina, kalinligi 4 mm olacak

sekilde dokiildiikten sonra kullanim siiresine kadar buzdolabinda (+ 4°C) saklanir.
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3.3.3. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Hastalardan alinan klinik 6rnekler, mantarlarin iiretilmesinde kullanilan bir genel
iiretim besiyeri olan SDA besiyerine ekilerek maya tiremesi yoniinden degerlendirilmistir.

Besiyerleri 90 mm c¢apindaki steril plastik petrilere dokiildiikten sonra kalite
kontrolleri yapilarak kullanilmistir.

Besiyerinin igerigi:

Mikolojik pepton 10 g/L
Glikoz 40 g/L
Agar 15 g/L
pH 5,6+0,2

Balon jojeye konulmus 65 g toz besiyeri tizerine 1 L’ye tamamlayacak sekilde
distile su eklenerek siispanse edilir. Kaynar suda isitilarak besiyerinin ¢dziinmesi saglanir.
Otoklavda 121°C’de 15 dak sterilize edildikten sonra steril petri kutularina kalinligi 4 mm
olacak sekilde 25’er ml dokiilerek katilasincaya kadar bekletilir ve kullanilincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda saklanir. Hazirlanan besiyerlerininin kalite kontrolii i¢in hazirlanan
besiyerlerine standart bir Candida susu ve bilinen bir bakterinin ekimi yapilarak

mikroorganizmalarin liremeleri karsilastirilmistir.

3.3.4. Sabouraud Dekstroz Buyyon (SDB)

Derin dondurucuda saklanmis olan Candida suslarinin canlandirilmasi ve kolayca
tiretilmesi i¢in kullanilan bir genel iiretim besiyeridir. Diisiik pH igerigi nedeni ile
bakterilerin liremesini inhibe etmektedir. Besiyerleri 10 cm uzunlugundaki steril tiiplere

dagitilmistir. Daha sonra kalite kontrolleri yapilarak ¢calismada kullanilmistir.

Besiyerinin igerigi:

Mikolojik pepton 10 g/L
Dekstroz 20 g/L
Agar 15 g/L
pH 5,6£0,2
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Toz besiyerinden 30 g tartilarak bir balon jojeye konulur, iizerine 1 L’ye
tamamlayacak sekilde distile su eklenerek siispanse edilir. Kaynar suda isitilarak
besiyerinin ¢6ziinmesi saglanir. Otoklavda 121°C’de 15 dak sterilize edilir. Steril tiiplere

5’er ml dagitilarak kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanir.

3.3.5. Tween 80°’li Musir unlu Agar

Candida tiirlerinin gergek hif, yalanci hif ve klamidospor yapilarinin

incelenmesinde kullanilan genel amagh besiyeridir.

Misir unu 40 .0 g.
Agar 1509
Distile su 1000.0 ml

Misir unu 500 ml distile suya konarak karistirilir, kaynatilir, eritilir ve siiziiliir.
Sonra i¢ine 500 ml suda ayrica eritilmis olan agar katilarak iyice karistirilir. Tekrar
stiziiliir. Otoklavda 121°C’de 15 dak sterilizasyondan sonra steril petrilere 12,5’er ml
dokiiliir. Deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de buzdolabinda saklanur.

Hazirlanan besiyerinin kalite kontroliinii yapmak i¢in; Candida glabrata ATCC
90030 ve Candida albicans ATCC 64454 standart suslar1 kullanilarak mayalar besiyerinde
klamidospor ve hif olusumlar1 agisindan takip edilmistir. C. albicans susunun bol
klamidospor olusturmasi ve C. glabrata susunun hi¢ yalanci hif olusturmamasi hazirlanan

besiyerinin kulanim i¢in uygun oldugunu gostermistir.

3.3.6. %10 Gliserollii Buyyon Besiyeri

100 mI’lik balon jojeye 2,1 gr Miiller Hinton Broth besiyeri tartilir ve {izerine 10 cc
gliserol ilave edilir ve agz1 tikagla kapatilir. Otoklavda 121°C’de 15-20 dak steril edilir.
Besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra sogumasit beklenir ve steril ependorflara 1 ml olacak

sekilde dokiiliir.
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3.3.7. Taze Donmus Plazma (TDP)

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Kan
Merkezi’nden raf 6mrii dolmus bir {inite TDP temin edilmistir. Alinan TDP 50 ml’lik steril
falkon tiiplere béliistiiriilerek -30°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Deneysel
caligmalarda kullanilmadan 6nce derin dondurucudan c¢ikartilarak ev tipi sogutucuda bir

gece bekletilerek ¢coziinmesi saglanmaistir.

3.3.8. R.A.T (Rapid Assimilation Test)’in Hazirlanmasi

R.A.T Soliisyonunun Hazirlanmasi:

4 mg Trehaloz

1.06 gr Yeast Nitrojen Base

1 ml bromkresol yesili solisyonu (20 mg bromkresol yesili 10 ml distile su ile
karistirtlarak hazirlanir)

Hazirlanan karistm 100ml distile su icerisinde ¢oziiliir. Filtre ile siiziildiikten sonra steril

edilir. +4°C’de saklanir.

Deneyin Yapihisi:

C. glabrata’nin trehaloz enziminin hidrolize etmesi esasina dayanan hizli tam
testidir. R.A.T soliisyonunu igeren tiiplere maya kolonileri siispanse edilir. 37°C’de 3
saatlik inkiibasyon sonucunda sadece C. glabrata trehaloz asimilasyonu gosterir.
Inkiibasyon sonucu tiiplerde renk degisiminin olmas1 sonucun pozitiflik ya da ne gatiflik
hakkinda bilgi verir. Mavi olan soliisyon renginin sartya donmesi testin sonucunun pozitif

oldugunu gosterir.
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3.4. Kiiltiir ve Identifikasyon

Mikrobiyolojik inceleme i¢in laboratuvarimiza goénderilen klinik 6rnekler, 6rnegin
cinsine gore kan kiiltiir sisesi (Becton Dickenson kan kiiltiir siseleri), kanli agar, EMB
ve/veya SDA besiyerlerine ekimleri yapildi. Saf maya kolonisi iiretilen kiiltiirlerden
oncelikle Gram boyama yapildi. Gram boyamada Gram (+) maya hiicresi goriilen

orneklerin SDA besiyerlerine pasajlar1 yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi.

SDA besiyerinde iireyen mayalarin; koloni yapilari, Gram boyamada tipik maya
hiicrelerinin goriiniimii, ¢cimlenme borusu olusumu, Misir Unlu Agarda gercek veya yalanci
hiflerin varligi, klamidospor yapilar1i ve CHROMagar Candida’daki gortiniimleri
degerlendirildi. C. glabrata’larin hizli tanisi i¢in R.A.T kullanildi. Konvansiyonel
yontemlerle sonu¢ alamadigimiz durumlarda API ID 32 C (BioMerieux, France) hazir
ticari kitler kullanildi. Sekil 3.1°de identifikasyon i¢in kullanilan yontemlerin algoritmasi

gosterilmistir.
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Kateter idrar ve SVK —periferik kan

APIID 32C

hegiecessnneee

24 sa
C. albicans
C. glabrata
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. krusei
C. kefyr
Cimlenme Borusu Deneyi ()
. C. albicans
24 sa
)
ADC
Misir unlu jeloz-T80
C. albicans
C. glabrata
C. tropicalis
C. parapsilosis
C. krusei \)
C. kefyr
T. asahii /
G. capitatum )
C. glabrata
)

C. albicans
C. glabrata olmayan

Sekil 3.1. Kullanilan Identifikasyon Ydntemlerinin Algoritmasi
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3.5. Molekiiler Tiplendirme

3.5.1. RAPD-PZR ile Molekiiler Tiplendirme

3.5.1.1. DNA izolasyonu

3.5.1.1.1. Fenol kloroform yéntemi ile DNA izolasyonu

1. Besiyerinde lireyen maya kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak 1.5 ml’lik plastik
tiiplerde 1 ml steril distile su igerisinde siispanse edildi.

2. Tipler su banyosunda 80°C’de 20 dak (veya 30 dak) tutularak mayalarin
parcalanmasi saglandi.

3. Siire sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarilarak oda 1sisina gelmesi beklendi.

4. Daha sonra ependorf tiipii 12.000g’de 10 dak santrifiij edilerek iist siv1 atildu.

5. Pellet tizerine 200 pl fenol kloroform ve 200 ul steril distile su ilave edildikten
sonra karisim 12.000g’de 10 dak tekrar santrifiij edildi.

6. Ust sivi PZR reaksiyonunda kalip olarak kullamild.

3.5.1.1.2. Qiagen Hazr Kit Yontemi ile DNA izolasyonu (134)

Caligmada Rep-PZR oncesi C. tropicalis’in DNA izolasyonunda sorunlar yagandigi

i¢cin Qiagen firmasina ait Qiamp DNA Mini kit DNA izolasyonu i¢in kullanildi.

e Ornekten 200 pl almarak tiiplere aktarilir ve 14.000 rpm’de santrifiij edilir

e Santrifiij sonrast ist sivi atilir, ¢okeltiye 500ul litikaz soliisyonu eklenip,
37°C’de 2 saat bekletildi.

e Inkiibasyondan sonra karisim 14.000 rpm’de santrifiij edildi ve iist s1v1 atildu.

e (okelti, tizerine 180 ul ATL solusyonu ve 20 pl proteinaz K stok soliisyonu
eklenerek, 56°C’de 4 saat bekletildi.
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e 4 ul RNaseA (100 mg/ml) eklenir ve 15 sn vorteksleme sonrasinda iki dak
bekletildi.

e 200 pl AL soliisyonu eklenir ve 15 sn vortekslendikten sonra 70°C’de 10 dak
bekletildi.

e 200 pl etanol eklenip, 15 sn vorteksleme yapilarak karistirildi.

e Tiipiin i¢indeki karisim koleksiyon tiipline (filtreli) aktarilip, bir dak 10.000
rpm’de santrifiij edilir ve filtre igerigi pipet yardimu ile ¢ekilerek atildi.

e Koleksiyon tiipiine 500 ul AW1 soliisyonu eklenildi, 1 dak 8.000 rpm’de
santrifiij edildi, filtre dikkatlice ¢ikarilip yeni bir koleksiyon tiipiiniin igerisine
konuldu.

e 500 ul AW2 soliisyonu koleksiyon tiipline eklenildi, ti¢ dak 14.000 rpm’de
santrifiij edildi.

¢ Koleksiyon tiipiiniin filtresi 1.5 ml’lik mikrosantrifijj tiipiiniin i¢ine konuldu.

e 100ul eliisyon soliisyonu ya da distile su ilave edilerek oda 1sisinda 5 dak
bekletilir ve bir 8000 rpm’de dak santrifiij edildi.

e Kullanilana dek -20°C’de saklanildi.

3.5.1.1.3. Dondurma-Kaynatma Yéntemi ile DNA izolasyonu (147)

Daha oOnce bakterilerin DNA izolasyonunda kullanilan dondurma—kaynatma
yontemi Candida tiirleri i¢in de uygulanmistir. SDA besiyerinde saf olarak iiretilmis olan
maya kolonisinden bir miktar alinarak icerisinde 1 ml serum fizyolojik bulunan steril
ependof tiipe konulmustur. Tiipler -80°C’de en az bir saat bekletilmistir. Tiiplerin
icerisindeki s1v1 ¢oziilmeden kaynayan su igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Ornekler
13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant amplifikasyonda

kullanilmistir.
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3.5.1.2. RAPD-PZR Amplifikasyonu

Izole edilen genomik DNA &rneklerinden, M13 primeri kullanilarak PZR
amplifikasyonu yapildi. Hazirlanan PZR reaksiyon karigimi (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2)
vortekslendikten sonra, her bir 6rnek i¢in numaralandirilmis steril 0,5 pL’lik PZR tiiplerine
48 ul dagitilip, klinik drneklerden ekstrakte edilen DNA 6rneginden 2 pul eklenip flash spin
yapilarak termal dongli cihazina (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

yerlestirilmistir.

Cizelge 3.1. RAPD-PZR 2X Amplifikasyon Karigimi

Reaksiyon Bilesenleri 1 6rnek icin
10X Amplifikasyon tamponu 5uL
dNTP mix (10mMOL) 1 pL
MgCl, (25mM) 8 uL
Steril DN, ve RN,; igermeyen su 11 ulL
Toplam hacim 25uL

Cizelge 3.2 RAPD-PZR Reaksiyon Karigim1

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
2X Amplifikasyon Karigimi 25 uL
Primer M13 (100 pmol/ puL) 1uL
Taq DNA polimeraz (5 U/ pL) 0,5 uL
Steril DN,, ve RN,, igermeyen su 21,5 uL
Ekstraksiyon iiriinii (Sng/ uL) 2 ulL
Toplam hacim 50 uL
Primer M13 (5’-CAGGGTCCCGGTTCT-3’)
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3.5.1.2.1. Amplifikasyon Sartlari

Calismada DNA’lar1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan PZR amplifikasyon sartlar1 Cizelge

3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 RAPD-PZR Amplifikasyon Sartlar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire (dak) Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 5

Primer baglanmasi (annealing) 40 5 2 siklus
Zincir uzamasi (extension) 72 5

Denaturasyon igin 94 1

Primer baglanmasi (annealing) 40 1 40 siklus
Son uzama (Final extension) 72 2

Muhafaza 4 0 0

3.5.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonrasi olusan iiriinlerin, hazirlanan jelde yiiriitiilmesi ile DNA’larin bant
biiyiikliikleri, belli DNA fragmentleri ihtiva eden DNA size marker ile kiyaslanarak
saptandi. Elektroforez yiiriitme tamponu olarak 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)
kullanildi.

PZR fiirlinlerinden 7,5’er pl almarak 2,5 pul 1X TBE ile hazirlanmig yiikleme
tamponu (%20 siikroz veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi ve
elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapaginda
bulunan elektrotlar yerlestirilerek giic kaynagina baglandi. Gii¢ kaynagi 130 Volt ve 40
mA olacak sekilde ayarlanarak c¢aligtirildi. Yiikleme tamponunun jel iizerinde yiiriimesi
takip edilerek yaklasik 45-60 dak jelin 3/4’liikk kismini yiiriimesi beklenerek elektroforez

islemi sonlandirildi.
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3.5.1.4. Elektroforez Sonuclarimmin Gozlenmesi

Jel tanktan ¢ikararak 312 nm dalga boyunda 151k veren UV-transliiminatoriinde
incelendi ve elektroforez islemi sonunda elde edilen bantlar jel goriintiilleme sisteminde

gozlemlenerek kaydedildi. Ayrica jel gorlintiisiiniin ¢iktis1 alindi

3.5.2. REP-PZR DiversiLab Sistemi ile Molekiiler Tiplendirme

Calismaya dahil edilen hasta orneklerinden izole edilen 68 Candida susu (C.
glabrata ve C. parapsilosis) arasindaki klonal iliskinin varligi Rep-PZR DiversiLab

sistemi ile arastirildi.

3.5.2.1. DNA izolasyonu ve Miktarlarimn Ol¢iilmesi

DNA izolasyonu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
ABD) ile iiretici firmanin 6nerdigi DNA izolasyon protokoliine gore yapildi. DNA
ekstraksiyonu yapilacak ornekler kanli agara tek koloni ekimi yapilarak 35°C’de 18-24
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 6rnekler ikinci kez pasajlanarak elde edilen

kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu yapild.

3.5.2.1.1. DNA ekstraksiyonunun yapilisi:

e 300 ul MicroBead ¢ozeltisi, ¢alisilacak 6rnek sayisi kadar ¢ikarilan MicroBead
tiiplerine dagildi.

e Besiyerindeki bakterilerden 1 pL’lik steril 6ze ile 2 6ze dolusu 6rnek MicroBead
tiipli igerisine alinarak tiip i¢erisinde bulunan kum taneleri ile karismasi sagland.

e MicroBead tiiptine 50 ul MD1 ¢6zeltisi eklendi.

e lgerisinde bakteri siispansiyonu bulunan MicroBead tiipleri, MOBIO vorteks
adaptdriine takilarak 10 dak boyunca maksimum hizda vortekslendi.

¢ Vorteksleme isleminden sonra tiipler 10.000 x g’de 30 sn ¢evrildi.
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e Temiz tiiplere 100 ul MD2 ¢ozeltisi kondu.

e Santrifiij islemi sonunda elde edilen tiim siipernatant 100 pl MD2 ¢ozeltisine
aktarildi. Bu asamada silipernatant ile birlikte MicroBead tiiplerindeki kum
tanelerinin transfer edilmemesine dikkat edildi.

e Ornekler kisa bir siire vortekslendi ve 15 dak veya yeterli sogukluga ulasincaya
kadar buzdolabina birakildi.

e Buz dolabindan ¢ikarilan 6rnekler 1 dak 10.000 x g’de santrifiij edildi.

e Temiz tiiplere 900 ul MD3 ¢ozeltisi eklendi.

e Santrifiij sonunda 6rneklerden 200 pl slipernatant 900 pul MD3 c¢ozeltisine
aktarildi.

e Tiipler kisa bir stire vortekslendi ve ¢evrildi.

e Siipernatant (yaklasik 650 pl) temiz bir spin filtreye transfer edildi.

e Spin filtreli tiipler 30 sn boyunca 10.000 x g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiine
akan s1v1 atildi.

e 300 pul MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.

e Spin filtreli tiipler 30 sn boyunca 10.000 x g’de santrifiij edildi ve toplama
tiipiine akan stv1 atildi.

e Tiipler, 1 dak 10.000 x g’de kuru olarak santrifiij edildi.

e Spin filtreler temiz bir tiipe aktarildi.

e 35 ul MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin ortasina gelecek sekilde bosaltildi ve 2 dak
oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda spin filtre igeren 30 sn 10.000 x g’de santrifiij edildi.

¢ Santrifiij isleminden sonra DNA’lar toplama tiipiine aktarildi ve spin filtre atildi.

e Toplama tiipiinde elde edilen DNA’lar Rep-PZR uygulamasina kadar 20°C’de
bekletildi.

3.5.2.1.2. DNA miktarlarinin 6l¢iilmesi

Ekstrakte edilen DNA’larin miktarlart nanodrop cihazi ile dlgiildii. Miktar fazla

olan orneklerin DNA’lari, DiversiLab diliisyon hesaplama programi ile diliisyon i¢in
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gereken DNA ve su miktarlart hesaplanarak, niikleaz icermeyen steril su ile 35 ng/uL

olacak sekilde seyreltildi.

3.5.2.2. Rep-PZR Amplifikasyonu

Rep-PZR uygulamasi DiversiLab Candida DNA fingerprinting kit ile yapildi.
Reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmas1 ve termal cycler programinin olusturulmasi
DiversiLab sistemi Rep-PZR ¢alisma programinda belirtildigi gibi uygulandi (Cizelge 3.4.
ve Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4. Rep-PZR amplifikasyonunda bir 6rnek icin hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PZR MM1 18 uL
GeneAmp 10X PZR Buffer 2,5uL
Primer Mix 2 ulL
AmpliTaq DNA polimeraz 0,5 uL
Ekstraksiyon iiriinii 35ng/pL 2 uL
Toplam 25 pL

Cizelge 3.5. Rep-PZR amlifikasyon kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (sn) | Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangig denatiirasyonu) 94 120 1
Denatiirasyon 94 30
Primer baglanmasi (annealing) 50 30 35
Zincir uzamasi (extension) 70 90
Son uzama (Final extension) 70 180 1
Muhafaza 4 0 0
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3.5.2.2.1. DiversiLab DNA Labchip Uygulamasi

Rep-PZR ile amplifiye edilen Candida DNA’lar1 DiversiLab kitine yiiklenerek

Agilent 2100 Bioanalizor ile mikroakiskan elektroforez uygulandi. Labchip elektroforez

islemi tamamlandiktan sonra elde edilen ham grafikler internet tabanli DiversiLab

yorumlama ve yazilim programi ile degerlendirildi.

— Boya Matriks Hazirlanmasi

DiversiLab DNA chip kiti ile birlikte kullanilan ve buzdolabinda muhafaza

edilen DNA Reagent & Supplies kiti jel matriksi hazirlamak i¢in buzdolabindan

cikartild1 ve oda 1sisina gelinceye kadar beklendi.

Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.

1.5 mI’lik bir tiipe 200 pl jel yavasga pipetlendi ve tizerine 10ul boya eklendi.
Karisim homojen olana kadar vortekslendi.

Karisim kit icinde bulunan spin filtreye transfer edildi.

Spin filtre 1500 X g’de 10 dak santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak toplama tiipiindeki jel-boya ¢ip yilikleme

asamasinda kullanildi.

— Cip Yiikleme

DNA Reagent & Supplies kiti oda 1sisina gelinceye kadar bekletildi.

Kit icerisinde bulunan DNA marker ve ladder kisaca vortekslendi, jel boya

karisimini vortekslenmeden kullanildi.

9 ul jel boya karigimi ¢ipin iizerindeki siyah daireye alinmig G yiikleme

kuyusuna pipetlendi.

Cip yiikleme istasyonu siringas1 1ml’de iken ¢ip istasyona yerlestirildi ve ¢ipe

30 sn basing uygulandi.

e Kalan G kuyularina 9 pl jel boya karigimi pipetlendi.

e Her bir numune kuyusuna 5 pl DNA marker pipetlendi.
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e {lgili numune kuyularina 1 ul PZR iiriinii eklendi.

e Ornekler ¢ipe yiiklendikten sonra ¢ip 1 dak vortekslendi.

Cip vorteks isleminden sonra Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies,
USA) cihazina yerlestirildi ve cihazin programina ¢ip numarasi girilerek mikroakigkan ¢ip
elektroforezi baslatildi. Cip elektroforezi sonucunda Rep-PZR parmak izi grafikleri ve bant
kaliplar1 internet tabanli yazilim program ile elde edildi. Orneklerin Rep-PZR profil
benzerliklerinin hesaplanmasi, DiversiLab yazilimi iizerinde Pearson korelasyon katsayisi
ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) yontemi kullanilarak
yapildi. Verilerin analizinde, her bir izolat i¢in jel profil goriintiisii, ylizde benzerlik
oranlar1 ve dendrogram raporu olusturuldu.

Rep-PZR parmak izi profil benzerliklerinin yorumlanmasi DiversiLab rehberinde

verilen kriterler referans alinarak yapildi.

3.5.2.3. izolatlarin Rep-PZR Parmak izi iliskilerinin Degerlendirilmesi

1. Ayt edilemez 6rneklerlerin benzerlik yiizdeleri (benzerlik > %97) yiiksektir.
Bu grupta yer alan ornekler genellikle %97 nin ilizerinde benzerlik gdsterirler ve
bant farklilig1 yoktur. Calismada bu grupta yer alan ornekler ana klonun alt tipi
olarak (alt klon) olarak degerlendirildi.

2. Benzer orneklerin benzerlik oranlari (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant farki)
biraz disiiktiir. Genellikle % 95”’in lizerinde benzerlik gosterirler ve 1-2 bant
farklilig1 vardir. Calismada bu 6zellige sahip 6rnekler ana olarak degerlendirildi.

3. Farkli ornekler diisiik benzerlik oranina (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki)
sahiptir. Benzerlik oran1 genellikle %95’in altindadir ve bant farklilig1 fazladir. Bu

grupta yer alan 6rnekler ¢aligmada farkli klon olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Degerlendirilmesi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde,
Ocak 2010-Haziran 2013 tarihleri arasinda Reanimasyon (REA), Dahiliye YBU (DYB),
Cerrahi YBU (CYB), Kardiyovaskiiler YBU (KVYB) ve Pediatri YBU (PYB)’de yatan
kateterize hastalarin kan ve idrar 6rneklerinden izole edilen 98 Candida susu g¢alismaya
alinmustir.

Candida suslarinin izole edildigi klinik 6rnekler ve sayilart su sekildedir: SVK kan
ornegi 33 (%33,7), kateter idrar ornegi 65 (%66,3). SVK kan orneginden 33 C.
parapsilosis susu izole edilirken kateter idrar 6rneginden 35 C. glabrata ve 30 C. tropicalis

suslar1 izole edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Candida suslarimin izole edildigi klinik 6rnekler

Ornek Tiirii Candida Tiirii Say1 Yiizde (%)

SVK kan C. parapsilosis 33 33,7

Kateter idrar C. glabrata/ C. tropicalis 35/30 35,7/30,6

36
35
34
33
32
31
30
29
28
27

m C. glabrata

——  ®mC.tropicalis

C. parapsilosis

Kateter idrar SVK kan

Sekil 4.1. Candida suslarinin izole edildigi klinik materyale gore dagilimi
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C. parapsilosis izolasyonu yapilan hastalarin hastanede kalis siireleri ortalamasi 44
giin (6-156 giin) olarak belirlendi. En 6nemli risk faktorleri olarak TPN, SVK, antibiyotik
kullanimi, hipertansiyon (HT), diabetes mellitus (DM) tespit edildi (Cizelge 4.2).

C. glabrata izolasyonu yapilan hastalarin hastanede kalis siireleri ortalamasi 33,1
gin (2-107 glin) En O6nemli risk faktorleri arasinda ileri yas, DM, HT, antibiyotik
kullanimi, kalic1 kateter varligi, TPN sayilabilir (Cizelge 4.2).

C. tropicalis izolasyonu yapilan hastalarin hastanede kalis siireleri ortalamasi 29,8
giin (5-154 giin) . En 6nemli risk faktorleri arasinda HT, antibiyotik kullanimi, kalici
kateter varligi, TPN sayilabilir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Candida izole edilen hastalarin demografik 6zellikleri ve altta yatan hastaliklart

C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis
Hasta sayist 30 35 33
Cinsiyet (E/K) 22/8 5/30 23/10
Yas 24-84 21-88 (1 hasta 4 yasinda) 2 ay-81
YBU’de ort. yatis siiresi 29.8 33,1 44
Altta yatan Hastaliklar
DM 2 19 7
HT 9 18 8
CA 5 9
Akciger Hastaliklar1
Solunum Yetmezligi 16 9 2
Pnémoni 12 3 8
KOAH 4 5 3
Diger Akc.Hastaliklar1 3 4 2
KVH 8 10 5
Nefrotik Hastaliklar 3 3 3
Norolojik Hastaliklar 6 3 3
Transplant hastalar1 1 1
Travma 7 1 2
Kalic kateter 26 30 28
Antibiyotik kullanimi 30 30 22
TPN 27 27 30
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C. parapsilosis suslarinin izole edildigi hastalarn 23’4 (%69,7) erkek ve 10’u
(%30,3) kadin hastalardi. Hastalarin yas ortalamasi 37,9 (1 ay-87 yil) olarak belirlendi. C.
parapsilosis’in izole edildigi yas gruplarina bakildiginda daha sik olarak 0-20 yas grubu
hastalardan izole edildigi goriildii (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. C. parapsilosis izole edilen hastalarin yas gruplari

Yas arahg

0-20yas | 21-40yas | 41-60 yas | 61-80 yas | 80 yas iizeri

Say1 13 3 7 8 2
Yiizde (%) 39,3 9 21,2 24,2 6

C. tropicalis suslarinin izole edildigi hastalarin 22’si (%73,3) erkek ve 8’1 (%26,7)
kadin, yas ortalamasi 59,7 (24-84 yil) olarak belirlendi. C. tropicalis’in izole edildigi yas
gruplaria bakildiginda daha sik olarak 61-80 yas grubu hastalardan izole edildigi gortildii
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. C.tropicalis izole edilen hastalarin yas gruplar

Yas arahg

0-20 yas | 21-40yas | 41-60 yas | 61-80 yas | 80 yas iizeri

Say1 1 6 4 15 4
Yiizde (%) 3.3 20 13,3 50 13,3

C. glabrata suslarinin izole edildigi hastalarin 5’i erkek (%14,3) ve 30’u (%85,7)
kadin hastalardi. Hastalarin yas ortalamasi 60,8 (4-93 yil) olarak belirlendi. C. glabrata’nin
izole edildigi yas gruplarina bakildiginda daha sik olarak 61-80 yas grubu hastalardan izole
edildigi goriildii (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. C. glabrata izole edilen hastalarin yas gruplart

Yas arahig

0-20 yas | 21-40 yas | 41-60 yas | 61-80 yas | 80 yas iizeri

Say1 1 3 10 17 4

Yiizde (%) 28 8,5 28,5 48,5 11,4

C. glabrata suslarinin 17 (%48,5) tanesi REA’da yatan hastalardan, 18 (%51,5) ise
diger servislerden izole edilmistir. Suslarin diger servislere gore dagilimi; DYB 10
(%28,5), CYB 5 (14,3), KVYB 2 (%5,8), PYB 1 (%2,9) C. glabrata susu izole edilmistir
(Sekil 4.2).

C. tropicalis suslarinin 17 (%56) tanesi REA’da yatan hastalardan, 13 (%43,3)’l
ise diger servislerden izole edilmistir. Suslarin diger servislerdeki dagilimi; DYB 7

(%23,3), CYB 4 (13,3), KVYB 2 (%6,7) C. tropicalis susu izole edilmistir (Sekil 4.2).

20
15 HREA
EDYB
10
CYB
5 EKVYB
|
0 - ] | PYB
C.tropicalis C. glabrata

Sekil 4.2. C. tropicalis ve C. glabrata’nin servislere gore dagilim orani

C. parapsilosis suslarinin 12 (%36,3) tanesi REA’da yatan hastalardan, 21
(%63,6)’1 ise diger servislerden izole edilmistir. Suslarin diger servislerdeki dagilimi; DYB
5(%15,1), CYB 5 (%15,1), PYB 11 (%33,4) C. parapsilosis susu izole edilmistir (Sekil
4.3).
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C. parapsilosis

EREA
EDYB
=ECYB
EPYB

Sekil 4.3. C.parapsilosis’in servislere gore dagilimi

Izole edilen Candida suslarmin aylara gére dagilimi Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. C. glabrata suslarinin aylara gore dagilimu

HASTA
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Cizelge 4.7. C. tropicalis suglarinin aylara gore dagilimi

HASTA 2012 2013
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Cizelge 4.8. C. parapsilosis suglarinin aylara gore dagilimi

HASTA 2012 2013
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4.2. Molekiiler Tiplendirme Sonuglar:

4.2.1. RAPD-PZR Sonuglari

Calismada 98 Candida susu RAPD-PZR yontemiyle tiplendirilmistir.

33 C. parapsilosis susundan ikisi ana klon (A ve B) olmak tizere toplam 3 farkli klon
(A-C) elde edilmistir. A ana klonu 27 (%81,8) C. parapsilosis susunun toplandigi en biiyiik
klon olarak tespit edilmis ve REA, DYB, CYB ve PYB’nde dagilim gostermistir. B klonu
4 sus (%16) ve sadece PYB’nde, C klonu 2 sus (%4) ve sadece REA’da goriilmiistiir. .
(Sekil 4.4)

BC1 1 2 2 3 4 5 6 7 €& 9 10 BC11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 NK

! sasn!-ai
—

’

Sekil 4.4.Candida parapsilosis suglarinin RAPD-PZR sonrast jel elektroforez goriintiisii.
(NK: Negatif Kontrol, BC: Baz gifti, cpr: C. parapsilosis ATCC 90018)
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35 C. glabrata susundan ikisi ana klon (A ve B) olmak iizere toplam 3 farkli klon
(A-C) elde edilmistir. A klonu 25 sus (% 71,4) ile REA, DYB, CYB, PYB ve KVYB’nde,
B klonu 9 susla (%25,7) REA, DYB’nde, C klonu tek susla (%2,9) REA’da goriilmiistiir.
A ana klonu 25 C. glabrata susunun toplandigi en biiyiik klon olarak tespit edilmistir.

(Sekil 4.5)

2 29 W, 31 452

Sekil 4.5. Candida glabrata suslarinin RAPD-PZR sonrasi jel elektroforez goriintiisii
(NK: Negatif Kontrol, BC: Baz ¢ifti, cgl: C. glabrata ATCC 90030)
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30 C. tropicalis susunda 2 farkli klon profili saptanmistir. A klonu (29 sus, %96,6)
REA, DYB, CYB ve KVYB’nde, 1 sus DYB’nde goriilmiistiir. (Sekil 4.6)

BC 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 INK

Sekil. 4.6. Candida tropicalis suslarinin RAPD-PZR sonras jel elektroforez goriintiisii.
(NK: Negatif Kontrol, BC: Baz ¢ifti, ctr: C. tropicalis ATCC 2014)
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4.2.2. Rep-PZR Sonuglari

— C. parapsilosis Rep-PZR sonuglari

A ana klonu C. parapsilosis 'lerin 29 (%87,8)’unun toplandigi en biiyiik klon olarak
tespit edilmistir. B klonunda 3 sus (%9,1), C klonunda 1 (%3,1) sus saptanmistir. Rep-PZR
profilleri DiversiLab kiitliphanesiyle karsilastirildiginda C. parapsilosis suslariin, 31
tanesi C. parapsilosis ve 2 tanesi C. parapsilosis grup 3 (cp ) olarak tanimlanmustir.
Suslarin birbirlerine benzerlik oranlari, dendrogram (Sekil 4.7, Sekil 4.9) ve benzerlik

matriksinde (Sekil 4.8, Sekil 4.10) gosterilmistir.
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Diversilab 3.4
[
#190

key Sample ID Location Date Collected Comments

.T cp.-2 REA 2012-02-12 47 gun |
'E op.-3 REA 2012-03-05 30 gun |
B3 cp-1 REA 2012-09-09 15 gun |
p4 13 CYB 2012-07-08 12 gun |
LES op. 32 REA 2013-03-24 20 gun I
T cp. 20 REA 2012-03-05 28 gun |
'L cp. 21 REA 2012-10-14 93 gun |
' cp. 22 REA 2012-07-22 43 gun I
'L cp.-6 Cw¥B 2012-07-26 36 gun I
P ERLE 16 DYEB 2012-01-31 22 gun |
gy . 19 REA 2012-01-15 19 gun |
iz P4 REA 2012-08-12 30 gun |
FIERLE 14 CYB 2012-02-08 19 gun |
B .- REA 2012-07-22 21 gun |
w5 CB 15 DYB 2012-02-24 15 gun |
6 cp.-8 DYEB 2012-09-20 46 gun I
Hmn op. 23 REA 2012-03-05 34 gun |
mg G 18 REA 2012-09-12 15 gun |
TR L 27 REA 2012-07-22 21 gun I
g P n PYE 2013-03-05 34 gun |
"I 30 PYB 2013-06-02 120 gun |
3 R 33 CYB 2013-02-18 21 gun |
FITERLE 29 CYB 2012-11-25 27 gun I
4 cp.-7 DYEB 2012-07-16 9 gun |
s cp. 17 REA 2012-05-13 36 gun |
% 24 PYB 2012-08-12 & gun |
| 57 25 PYB 2013-05-07 53 gun I
{ 2% cp. 26 PYE 2013-06-05 53 gun |
Lo cp 12 PYB 2012-08-15 39 gun |
w P 28 PYEB 2013-03-15 46 gun | I

1 cp-a PYE 2012-06-04 39 gun | | |

1 cp 10 PYEB 2012-02-09 98 gun | | |

1 cp 11 PYEB 2012-05-01 101 gun | | |

% similarity

Sekil 4.7. C. parapsilosis klonlarina ait dendrogram
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Diversilab 3.4 I |
FC ] il &0 9 95 00

#1490 % Similutity

1 -3
2 -2

Sekil 4.8. C. parapsilosis klonlarma ait benzerlik matriksi
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Divetsiab vz 4
P
#195
Key SumplelD Location DafeColected  Comments

@ s M N K ‘ ‘

S I 1P 1

13 g4 ME O AMEM N ‘

0060 0 &0 40 100

% Similanty
Sekil 4.9. C. parapsilosis ana klonlarina ait dendrogram
Dby 4 —
P 0 (!
#1%
1 ogd
)l
1ol

}C

}A
W e
e e
§0 9 9% 100
% Sindatly

Sekil 4.10. C. parapsilosis ana klonlarina ait benzerlik matriksi
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Klonlarin Epidemiyolojik Tliskileri

A Klonu

A ana klonu 29 susla en biiylik klonu olusturmustur. Klondaki ilk sus 15.01.2012
tarihinde REA’da yatan bir izole edilmistir. Klondaki son sus ise 05.06.2013 tarihinde
PYB’nde yatan hastadan izole edilmistir. A klonunu olusturan C. parapsilosis susu, REA
(n: 14), DYB (n: 4), CYB (n: 5), PYB (n: 6)’nde Ocak-2012 ve Haziran 2013 tarihleri

arasinda varligini stirdiirmiistir.

Diversilab 3.4 I L
PG 0 0 0 w85 100
#1393 % Similarity

Sekil 4.11. C. parapsilosis A ana klonuna ait benzerlik matriksi
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Diversilab vs.4
FC

#193 Key SamplelD Location  Date Collected Cominents
m1 op-3 REA 2012-03-05 30 gun
m2 -2 REA 2012-02-12 47 gun
w3 cp-l REA 2012-09-09 15 gun
Ha cpl3 CYB 2012-07-08 12 gun
mSs o3 REA 2013-03-24 20 gun
mE cp REA 2012-10-14 93 gun

| |7 tp. 20 REA 2012-03-05 28 gun
mEg ok REA 2012-07-22 43 g
ma cplb bYB 2012-01-1 22 gm
Hi0 cp-b CYE 2012-07-26 36 gun
11 cp. 19 REA 2012-01-15 19 gun
Wiz 14 CYE 2012-02-08 19 gun
13 o4 REA 2012-08-12 30 gun
B mi4 o5 REA 2012-07-22 21 gm
mis p. 15 DYB 2012-02-24 15 gun
| K1 o 23 REA 2012-03-05 34 gun
F mi7 o8 bYB 2012-09-20 46 gun
mig o 18 REA 2011-09-09 15 gun
19 o3 PYB 2013-03-05 34 g
] W20 o REA 2012-07-22 21 qun
w2 o B CYB H13-02-18 H gun
22 30 PYB 2013-06-02 120 gun
L—— W23 .29 CYB 2012-11-25 27 gm
] m24 ol REA 2012-05-13 36 gun
{ ma2s ot DVB 2012-07-16 9 qun
L mo2g .24 PVB 2012-08-12 6 gun
27 p 26 PYE 2013-06-05 53 gun
{ 28 op PYE 2013-05-07 53 gun
29 opl2 PYB 2012-08-15 39 gun
] ] ] ]

| | |

I T T T T T 1

a7Y 4v.5 493 955 99 9495 100
% Similarite

Sekil 4.12. C. parapsilosis A ana klonuna ait dendogram
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B klonu

B klonundaki suslar pediyatrik yogun bakim iinitesinden (n: 3) izole edilmistir. B
klonundaki ilk sus 09.02.2012 tarihinde PYB’nde yatan hastadan izole edilirken son sus ise
04.06.2012 tarihinde PYB’nde yatan hastadan izole edilmistir.

e B1AltKlonu
2 sus (cp 9 ve cp 10 numarali hasta) icermektedir. Tk sus 09.02.2012 tarihinde

PYB’nde yatan hastadan izole edilmistir. Diger sus ise 04.06.2012 tarihinde PYB’nde

yatan hastadan izole edilmistir.

e B2 Altklonu

1 sus (cp 11 numarali hasta ) icermektedir. Bu sug 01.05.2012 tarihinde PYB’nde

yatan hastadan izole edilmistir.

C klonu

Tek bir sus (cp 28 numarali hasta) icermektedir. Bu sus 15.03.2013 tarihinde
PYB’nde yatan hastadan izole edilmistir.

Diversilab v3.4

:‘Cg* Key Sample I Location  Date Collected Comments
.1_ cp 10 PYE 2012-02-09 9% gun | | |
my -8 PYB 2012-06-04 39 gun | | | | B1
m; ol PYB 2012-05-01 101 gun | | | B2
ma 28 PYB 2013-03-15 46 gun | | | } c

I I I | I 1
0 60 TOO &0 490 100
% Similarity

Sekil 4.13. C. parapsilosis B alt klonlarina ve C ana klonuna ait dendogram
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Diversilab v3.4 — [ B ]
PC 0 70 80 % 95 100
w194 % Similanty
1 cp10
2 op-9
3 o1

4 cp. 28

Sekil 4.14. B alt klonlarina ve C ana klonuna ait benzerlik matriksi

— C. glabrata Rep-PZR sonugclari

Calismada Rep-PZR DiversiLab yontemi ile tiplendirilen 35 C. glabrata susundan

ikisi ana klon (A ve B) olmak tiizere toplam 6 farkli klon (A-F) elde edildi. A ana klonu C.

glabrata’larin 14 (%40)’unun toplandig1 en biiyiik klon olarak tespit edildi. B ana klonu 12

sus (%34,3), C klonu 5(%14,3) sus, D klonu 2 (%S5,8), E klonu 1 (%2,8), F klonu 1(%2,8)
icermekteydi.

Suslarin  birbirlerine benzerlik oranlari, benzerlik matriksi (Sekil 4.15) ve

dendrogramda (Sekil 4.16) gosterilmistir.
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Sekil 4.15. C. glabrata klonlarina ait benzerlik matriksi
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Diversilab w34

2=
w24 ﬂ Sample I Location  Date Collected Comments
m1 cgl-7 REA 2010-04-22 15 gun
m2? cgl-10 REA 2011-03-04 49 gun
H3 cgl-8 REA 2011-12-18 68 gun
m 4 cgl-9 DYB 2010-02-11 56 gun
L _ms cgl-12 REA 2011-10-07 4 gun
HE gl14 CYB 2010-05-18 17 qun
1 m7 g3 REA 2011-05-23 23 gun
HE ol.28 CYB 2011-04-01 12 gun
R gl 25 DYB 2011-04-24 19 qun
| —mio cols DYB 2011-03-11 10 gun
‘E m11 930 REA 2011-02-16 17 gun
w1z cg-b DYB 2010-02-10 11 qun
mi13 col-13 DYB 2011-05-11 51 gun
| { mia 9l26 CYB 2011-04-05 2dgun
15 cgl-1 KVYB 2011-01-05 18 qun
mi1g cgl-2 REA 2011-02-13 55 gun
— miz col-d REA 2011-02-21 18 qun
miz 933 DYB 2011-10-23 107 gun
19 al.2? KVYB 2011-03-20 21 gun
mx  cg-1 DYB 2010-05-18 21 qun
m2 @20 CYB 2010-07-11 21 qun
I: mar 4.3 PYE 200-12-10 12 gun
L maz a1 DYB 2010-02-09 12 gun
L magq al24 DYB 2010-03-27 43 qun
mas 4l CYB 2011-09-11 34 gun
{ m 929 REA 2011-03-22 37 gun
L mar 9132 REA 2011-01-23 8 gun
L ma2g 96 REA 2010-01-10 13 gun
L maq all? REA 2011-10-23 52 gun |
L ma3p W2 REA 2010-01-01 6 gun
L w1 gl23 REA 2010-09-05 51 gun
mix 1% REA 2011-09-10 39 gun
m3z a2 REA 2011-12-18 107 gun
—[ ETY gl3s REA 2010-10-10 60 gun
CE -4 DYB 2011-06-08 44 gun

&0

T T T 1
G5 a0 a5 100

% Similarity

Sekil 4.16. C. glabrata klonlarmna ait dendogram
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Diversilab v3.4

s .
i o8 100
% Simiayfy

P
w203 Key SamplelD Location  Date Collected  Comiments
m1 g REA A11-12-18 107 gun
mz g REA aA1-04-22 37 g
o3 tgH4 DYB 2011-06-08 4 gun
w4 oyl REA a1-02-21 18 g
w5 gl DYB 2010-05-18 g
e tg-10 REA 2011-03-04 49 gun
I | | | |
I T J T 1
&0 &5 20 a5 100
25 Similarity
Sekil 4.17. C. glabrata ana klonlarina ait dendogram
Divetsieh 3.4 —
I 0 il
203

cqH4
cql-d
5 gkl

6 cgkll

Sekil 4.18. C. glabrata ana klonlarina ait benzerlik matriksi
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A Klonu

A ana klonu 14 susla en biiylik klonu olusturmustur. Klondaki ilk sus 10.02.2010

tarthinde DYB’nde yatan bir hastadan izole edilmistir. Klondaki son sus ise 18.12.2011

tarihinde REA’nda yatan hastadan izole edilmistir. A klonunu olusturan C. glabrata susu,
REA (n: 6), DYB (n: 5), CYB (n: 3)’nde Subat-2010 ve Aralik 2011 tarihleri arasinda

varhigin stirdirmiistiir. (Sekil 4.19)

Diversilab 3.4
PC
T ﬂ Sample D Location  Date Colected ~ Comments
—— 01 gl REA ATH3-M Hqm
_— 2 e REA M2 Thgm
B3 o DYE A2 56 g
1 _|: 4 o REA 0N 66 g
§ cgH2  REA 007 Hgm
i g REA  AT-05-23 Sqn
7 4 CYB  200-05-18 17y
| ] Y 201040 12ym
B9 g% DYB AN 19gm
Tl —— g REA 01021 1Tgm
—— W11 ogh DYE AT 10gm
B2 b DYE 00210 Tiym
i3 oyl DYE AN §1qm
[ N CYB 2110405 Uy

1+ 1] 1
T
96.5 97 975 95 G55 99 995100
% Similarify

Sekil 4.19. C. glabrata A ana klonuna ait dendogram
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Diversilab v3.4 —
PC 0 70
#206

1 cgl-?

2 cqgl-10

3 g8

4 cqgl-9

5 cgl-12

6 gl14

7 g3

§ ql28

9 g2

10 cgls

11 g0
12 cgkb
13 9126

14 cg-13

80
% Similarity

90

a5

100

Sekil 4.20. C. glabrata A ana klonuna ait benzerlik matriksi

e Al Alt klonu

7 sus icermektedir. Bu klondaki ilk sus 10.02.20120 tarihinde DYB’de yatan
hastadan izole edilmistir. Son sus ise 23.05.2011 REA’da yatan hastadan izole edilmistir.

e A2 Alt klonu

5 sus icermektedir. Bu klondaki ilk sus 11.02.2010 tarihinde DYB’nde yatan
hastadan izole edilmistir. Son sus ise 18.12.2011 tarihinde REA’da yatan hastadan izole

edilmistir.
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e A3 Alt klonu

2 sus icermektedir. Bu klondaki ilk sus 05.04.2011 tarihinde DYB’nde yatan

hastadan izole edilmistir. Diger sus ise 11.05.2011 tarihinde CYB’nde yatan hastadan izole

edilmistir.

B klonu

12 sus icermektedir. Klondaki ilk sus 01.01.2010 tarihinde REA’da yatan hastadan

izole edilmistir. Son sus ise 23.10.2011 tarihinde REA’da yatan hastadan izole edilmistir.
B klonunu olusturan C. glabrata susu REA (n: 7), CYB (n: 2), DYB (n: 2), PYB (n: 1)
Ocak-2010 ve Ekim 2011 tarihleri arasinda varligini stirdiirmiistiir (Sekil 4.21).

Divversilab v3.4

s

f208 Key SamplelD Location  Date Collected Comments
[ I CYB 2010-07-1 21 gm

2 93 PYB 2010-12-10 12 gun

|3 g DYB 2010-02-09 12 g
4 g DYB 2010-03-21 43 g
5 gl CYB 2011-09-1 34 g
mE g2 REA 20M-04-22 3 gm
m7 gl REA 2011-01-23 Sqm
W8 gk REA 2010-01-10 13 g
ma g7 REA 2011-10-23 52 gun
mi0 gl REA 2010-01-0 B gun
m11 g2 REA 2010-09-05 51 g
W12 gl1s REA 2011-03-10 39 g

| ] ] ] ] J
I l T l l 1
a5 G 97 98 99 100

% Similarite

Sekil 4.21. C. glabrata B ana klonuna ait dendogram
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e B1Altklon

11 sus igermektedir. Ik sus 10.01.2010 tarihinde REA’da yatan hastadan izole
edilmistir. Son sus ise 23.10.2011 tarihinde REA’da yatan hastadan izole edilmistir.

e B2 Alt Klonu

Tek sus icermektedir. 10.09.2011 tarihinde REA’da yatan hastadan izole edilmistir.

C klonu

5 sus icermektedir. Ilk sus 05.01.2010 tarihinde KVYB’nde yatan hastadan izole
edilirken son sus 23.10.2011 tarihinde REA’da yatan hastadan izole edilmistir.
Suglara ait dendogram ve benzerlik matriksi Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de

gosterilmistir.

Diversilab w34
PC

#al Key  Samplell  Location  Date Collected Comments

m1 g KVYB 20010105 18 qun | |

L w2 g2 REA 0213 SSgm |
3 g3 REA 20027 18 qun | |

m4 3 VB 2011-10-23 107 qui ”

W5 g7 KWB A0 Zgm | |

| | | | | | |
| ! | ! 1 | 1
97 9v.5 98 985 99 9495 100

% Similarite

Sekil 4.22. C. glabrata C ana klonuna ait dendogram
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Diversilab v 4 B s -
PC 0 70 80 9 95 100

#211 % Similarity

1 gl

2 gl
3 cgl-d

4 g3

5 o7

Sekil 4.23. C. glabrata C klonuna ait benzerlik matriksi

D, E, F Klonu

D klonu, 2 sus (gl 35 ve gl 21 numarali hastalar) igermektedir. Ilk sus 10.10.2010
tarihinde REA’da yatan hastadan izole edilmistir. Diger sus ise 18.12.2011 tarihinde
REA’da yatan hastadan izole edilmistir.

E klonu, tek (gl 11 numarali hasta) sus icermektedir. 18.05.2010 tarihinde
DYB’nde yatan hastadan izole edilmistir.

F klonu, tek (gl 4 numarali hasta) sus icermektedir. 18.06.2011 tarihinde DYB’nde
yatan hastadan izole edilmistir.

Suslara ait dendogram ve benzerlik matriksi Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°te

gosterilmistir.
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Diversilab us 4+

PC
wa0s Key Samplell Location  Date Collected Comments
m1 tgl-4 DYB 2011-06-08 44 gun
u2 tgk-11 DYB 2010-05-18 21 gun
|— H3 gl REA 2011-12-18 107 gun
|— m4 gl35 REA 2010-10-10 60 gun
l | l | |
[ I I T
&0 &5 a0 a5 100
% Similarite
Sekil 4.24 D, E, F klonuna ait dendogram
Diversilab v3 4 [
PC 0 70
#210
1 cyl4
2 cgn
m 3 g2
gl3s

H 4

I .
80 0 95 100
% Sinilarity

Sekil 4.25. D, E, F klonuna ait benzerlik matriksi
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5. TARTISMA

Son yillarda Candida tiirlerinin neden olduklar1 infeksiyonlarda artis olmakla
birlikte, bu infeksiyonlara neden olan tiirlerin ¢esitliliginde de degisiklikler goriilmeye
baglanmistir. Endojen kaynakli olmasi nedeniyle, hala nozokomiyal fungal infeksiyonlarda
ilk siray1 C. albicans almakla birlikte, antifungal tedaviye daha zor yanit verdigi bilinen C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata gibi ADC tiirleriyle karsilasma orani hizla
artmaktadir (5). National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS)’in raporuna
gore fungal infeksiyonlar 1980 yilindan itibaren on yilda %0,2 den %3.8’¢ yiikselmistir.
Bu artisa epidemiyolojik faktorler, risk faktorleri, mortalite, yeni etkenler, tan1 zorlugu,
antifungal tedavideki gelismeler (yeni antifungaller ve klinik kullanimlar, tedavi
maliyetleri, antifungal ajanlara diren¢ gelisimi, istenmeyen etkiler, kombine tedavi
gereksinimlerinin otaya ¢ikisi) gibi pek ¢ok faktoriin katkisi vardir.

YBU’de gelisen fungal infeksiyonlar arasinda en sik kan dolasimi infeksiyonlar: ve
tiriner sistem infeksiyonlar: (USI) goriilmektedir. Kandidemilerin %75-80’i hastane
kokenli olup, bunlarin da %25-50’si YBU’de ortaya c¢ikmaktadir. Tiirkiye’de C.
parapsilosis ve C. tropicalis, C. albicans’tan sonra en sik kandidemi yapan tiirlerdir. C.
parapsilosis daha ¢ok deri ve mukozadan kaynaklanan kandidemiye yol agmaktadir. Bu
tiir, kateter ve implantlarda biyofilm olusturma ve hastane ortaminda kaliciligi yaninda
bebek ve yenidogan infeksiyonlariyla bilinmektedir (149). Bir tinitede kan kiiltiiriinde C.
parapsilosis tiremesi infeksiyon kontroliiniin eksikligi yoniinden bir gdsterge olarak kabul
edilmektedir. Bu durum; kateter bakiminda bozukluk, infeksiyon kontrol onlemlerinde
yetersizlik ve immiin yetmezli§i olmayan hastalarda disaridan bulagin  varligim
belirtmektedir (150). USI’de de en 6nemli risk faktdrii iiriner kateter varligidir. idrarda
Candida varligi (kandidiiri); kontaminasyon, kolonizasyon veya infeksiyonun bir belirtisi
olabilir. C. tropicalis ve C. glabrata gibi albicans dis1 tiirler siklikla idrardan izole
edilmektedir (87).

YBU’de yatis, 6zellikle de siire uzadikca artan invazif girisimler nedeniyle dogal
bariyerlerin kirilarak infeksiyon olusmasina zemin hazirlamaktadir (87). Hastanemizde
2003-2005 yillart arasinda yapilan bir ¢aligmada invazif Candida infeksiyonu olanlarin %
24.7 (215/872)’si YBU’de izlenen hastalardir. Candida infeksiyonlarmnin sistemlere gore

dagilimi incelendiginde hastanemizde ilk sirada USI, ikinci sirada kandideminin yer aldig
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goriilmiistiir (74). Yapilan bu ¢alismada Candida suslariin tiir dagilimlar1 C. albicans
(398, %45.6) basta olmak iizere sirasiyla 162’si C. tropicalis (%18.6), 93’ C. glabrata
(%10.6), 130°u C. parapsilosis (%14.9), 33’1 C. kefyr (%3.8), 21’1 C. krusei (%2.4), sekizi
C. inconspicua (%0.92), 12’si Geotrichum capitatum (%1.38), dordii Pichia ohmeri
(%0.46), dordii Trichosporon asahii (%0.46), ikisi Saccaromyces cerevisiae (%0.2), ikisi
C. lusitaniae (%0.2) ve birer sus (%0.12) olmak iizere C. rugosa, C. haemulonii ve
Rhodococcus mucilaginosa olarak saptanmistir. Zer ve ark. YBU den gelen %54’ii idrar,
%11’1 kan ve %281 trakeal aspirat olan orneklerden izole ettikleri Candida suslariyla
yaptiklar1 ¢alismada tiir dagilimini; %56.09 C. albicans, %11.21 C. tropicalis, %10.24 C.
parapsilosis, %5.83 C. glabrata, %4.39 C. kefyr, %3.41 C. lusitaniae, %2.92 C. famata,
%2.92 C. krusei ve %2.92 C. guilliermondii olarak belirlemislerdir (151). YBU’den
gonderilen, %58’ini idrar, %7’sini kan, %15’ini solunum O&rneklerinin olusturdugu
kiiltiirlerden izole edilen 320 maya susunu inceleyen bir ¢calismada tiir dagilimi; %65.6 C.
albicans, %11.3 C. parapsilosis, %8.8 C. glabrata, %7.8 C. tropicalis olarak bulunmustur
(152).

Yapilan ¢alismalarda idrar ve kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida spp. iginde
C. albicans’in en sik saptanan tiir oldugu dikkati ¢ekmektedir. ADC tiirleri i¢inde en sik
saptananlar C. parapsilosis, C. glabrata veya C. tropicalis’tir (74, 153). Candida tiirlerinin
siklik siralamasi, calismanin yapildigi hasta grubunun O6zelliklerine ve cografi
lokalizasyona gore degisiklik gostermektedir. Otag ve ark.’nin yaptig1 calismada, kateter
idrar orneklerinden en sik izole edilen ADC tiirleri C. tropicalis ve C. glabrata olarak
bulmustur (74). Erdem ve ark. yaptig1 ¢alismada en fazla alinan 6rnekler idrar ve kan
ornekleri olup C. glabrata (%14) ve C. tropicalis (%11.4) ADC tiirleri arasinda en fazla
saptananlar olmustur (154).

Son yillarda yapilan Bir ¢ok c¢alismada kandidemi etkenlerinde belirgin derecede
bir degisiklik oldugu ve ADC’lere bagli kandidemi oranmin yaklasik %50’lere ulastigi
ifade edilmistir (149, 153). European SENTRY programina gére ABD’deki kandidemilerin
%A44°1, Latin Amerika iilkelerindeki kandidemilerin %59’u, Avrupa ve Kanada’daki
kandidemilerin ise %47’sinden ADC’ler sorumlu tutulmustur (153). Duran ve ark. bes
yillik retrospektif ¢alismada ise ADC ’lere bagh kandidemi oranini (%64.2) C. albicans’a
bagl kandidemi oraninindan (%35.8) daha fazla bulmuslardir. Ayrica ¢alismada en sik

kandidemi etkeni olarak C. parapsilosis (%41.5) saptanmistir (155). Otag ve ark.’nin
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yaptiklari iki farkli ¢alismada kandidemilerin %76,2’sinden ADC‘ler sorumlu tutulmustur
ve kandidemi etkenleri arasinda C. parapsilosis ilk sirada yer almistir (74,109). Singhi ve
ark. (156) sadece PYBU inceledikleri calismada ADC’ye bagli kandidemi oran1 %70,3 ve
en sik etken olarak C. tropicalis (%48,4)’i bulunurken bizim ¢alisgmamizda PYB’de C.
parapsilosis’in etken oldugu kandidemi oran1 %33,4 olarak bulunmustur.

Kandidemi gelisimini kolaylastiran risk faktorlerinin arastirildigi caligmalarda
YBU’de yatma, antibiyotikler, damar ici kateter, hemodiyaliz, cerrahi operasyon,
gastrointestinal perforasyon, immiinsiipresif ilag, TPN, notropeni veya DM varligr risk
faktorleri olarak bildirilmistir (71, 149). Keskin ve ark.’nin yaptiklar1 c¢aligmada,
kandidemi saptanan hastalarin %70.7’sinde SVK varligi, %46.3’linde eslik eden bir
hastalik, %26.8’inde operasyon Oykiisii, %31.7’sinde invazif girisim Oykiisii ve tiim
hastalarda antibiyotik kullanim Oykiisii oldugunu belirlemislerdir (157) Calismamizda
kandidemi risk faktorlerini TPN %90.9, SVK varligi %84.8, antibiyotik kullanimi %66.6
olarak belirlenmistir. Fransa’da 2002’de yapilan bir ¢calismada hastalarin %60’inda SVK
mevcut olup, kandidemilerin birincil kaynagi gosterilmistir (158).

Nozokomiyal kandidiiri gelisimini kolaylastiran risk faktorlerini inceleyen
calismalarda genel olarak DM, antibiyotik kullanimi, uzun sureli {iriner kateter varligi,
YBU’de yatis, yas, kadin cinsiyet, damar i¢i kateter kullanimi, immiinsiipresif ilag
kullanimi, idrar akiminin kesintiye ugramasi, radyasyon tedavisi ve genitoiiriner
tiiberkiiloz risk faktorleri olarak saptanmustir (87). Acar ve ark.’nin yaptigi ¢aligmada
hastalarin %56.3’tlinde kandidiiri saptanmis olup, 14 (%29.1) olgu kolonizasyon olarak
degerlendirilmis, bu hastalara sadece sonda degisimi yapilmig, 13 olguya ise tedavi
verilmistir (152). Nayman ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada kandidiiri gelisimi ile iliskili risk
faktorleri; iriner sistem girisimi, {iriner kateter kullanimi, immiinsiipresyon, antibiyotik
Kullanim1 ve yogun bakimda yatis olarak bulunmustur. Buna karsilik operasyon Oykiisii,
DM ve renal yetmezlik ile iliski saptanmamustir (159). Calismamizda kandidiiri i¢in en
onemli risk faktdriiniin antibiyotik kullanimi (%92.3), YBU’de ortalama kalis siiresi 31
glin oldugu tespit edilmistir. Acar ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada, infeksiyon tanisi
konulan olgularin %69’unun ii¢ veya daha fazla sayida genis spektrumlu antibiyotik
kullandig1, %89.6’sinin tan1 konuldugunda 10 giinden daha uzun siiredir YBU’de yattig1
tespit edilmistir. Hastaneye yatis nedenleri incelendiginde, infeksiyon/sepsis ve malignite

en sik goriilenler olup, eslik eden hastaliklar agisindan ise DM ve kardiyovaskiiler
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hastaliklar (KVH) ilk iki sirada yer almistir (160). Comert ve ark. yaptigi ¢alismada da DM
ve malignite en sik goriilen altta yatan hastaliklar olarak bildirilmistir (152). Calismamizda
C. glabrata’nin neden oldugu kandidiiride DM (%54.2) en 6nemli risk faktorii olarak
belirlenmistir. Alvarez-Lerma ve ark.’nin yaptign calismada YBU’de 7 giinde fazla
kalmanin kandidiiri gelisimi igin risk faktorii oldugunu bildirmislerdir (86).

Bir caligmada mortalite i¢in bagimsiz risk faktorleri ileri yas (65 yas ve iizeri),
yogun bakimda yatis ve malignite olarak belirlenmistir (161). Nguyen ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada ileri yas, kortikosteroid tedavisi, antibiyotik kullanimi, kateter varligi
ve hemodiyalizin mortalite lizerine etkili risk faktorleri oldugu bildirmistir (162).

Yapilan bir caligmada hastalarin %59.9’u kadin %40.1’1 erkek hastalardan
olusmaktadir. Bu hastalarin yas ortalamasi 64.5 olarak tespit edilmistir (163)
Calismamizda C. glabrata’nin etken oldugu kandidiirili hastalarin %85.7°si kadin,
%14.3’i erkek hastalardi ve bu hastalarin yas ortalamasi 60.8 olarak tespit edilmistir.
Calismamizla uyumlu olarak bazi ¢alismalarda ¢ocuklarda nadiren idrardan C. glabrata
izole edilmistir (164). Bir ¢ok ¢aligmada kandidiirinin kadinlarda daha sik goriildiigii rapor
edilmistir (165, 166). Knoke ve ark. ¢alismalarinda C. glabrata’nin en ¢ok idrardan izole
edildigini gostermistir (164). Raporlarin ¢ogu idrardan en sik izole edilen ikinci maya tiirii
oldugunu gostermistir (167, 168). Hastanemizde yapilan ¢alismada da idrardan en sik izole
edilen ADC tiirleri C. tropicalis ve C. glabrata olarak tespit edilmistir (74).

Hastane infeksiyonlarinda, infeksiyonu 6nlemek ve kontrol stratejileri gelistirmek
icin izolatlarin ve kaynagmin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi onemlidir (169).
Genotipik diizeyde tiplendirme yapan yontemler, Candida gibi fenotipik yontemlerle
epidemiyolojik olarak degerlendirmesi zor olan mikroorganizmalar i¢in 6nemli avantajlar
saglar. Fenotipik bir yontem olan antifungallere karsi duyarlilik paternlerinin
karsilastirilmasi, nozokomiyal Candida infeksiyonlarinin degerlendirilmesinde sinirli bir
fonksiyona sahiptir. Etkili bir molekiiler yontem, ayni susu bagimsiz suslar igerisinde
tantyabilmeli, iligkili izolatlar1 kiimelestirmeli ve tamamen iligkisiz suslar1 ayirt
edebilmelidir. Fungal infeksiyonlarin molekiiler epidemiyolojik analizi i¢in RFGE
(Rotating-Field Gel Electrophoresis), RAPD-PZR, MLST (Multilocus sequence typing) ve
mikrosatellit analizi gibi yontemler kullanilabilir. Bu yontemlerden RAPD-PZR analizi,
kolay uygulanabilir olmas1 ve kisa siirede sonu¢ vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle diger

yontemlere gore daha avantajlidir. Ancak bu yontemin, sadece laboratuvarlar arasi degil,
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ayni laboratuvar icinde dahi tekrarlanabilirliginin diisiik olmasit bir dezavantajdir.
Standardizasyonu saglamak icin, ayn1 termal dongii cihazinda, standart bir amplifikasyon
protokoliiyle uygulanmali, tiim izolatlar birlikte ¢alisiimalidir. Bu dezavantajina ragmen,
RAPD-PZR analizinin Candida izolatlarinda aymrim giicii ve tiplendirme etkinligi
yiiksektir (170).

Hastane infeksiyonlari ve salginlarinda suslar arasindaki iliskinin saptanmasi, bulas
kaynagi1 acisindan 6nem tasimakta ve bu amagla molekiiler genotiplendirme yontemleri
yaygin olarak kullanilmaktadir (171). Calismamizda, uygulama kolayligi ve daha az zaman
almast nedeniyle bir¢ok arastirict tarafindan tercih edilen RAPD-PZR yontemi
kullanilmistir (172, 173). Bu yontemin en Onemli dezavantaji, elde edilen DNA
paternlerinin, MgCl, konsantrasyonu, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon parametreleri ve
1s1 dongii cihazi tipine bagli olarak degisiklik gdsterebilmesidir. Bir¢ok arastirmaci,
RAPD-PZR yonteminin standardize edilmesi durumunda tekrarlanabilirliginin artacagini
ve kullanilan primerlere bagl olarak ayirim giiciiniin yiikselecegini bildirmekte; az sayida
susun degerlendirildigi kiigiik 6lgekli epidemiyolojik arastirmalarda kullanilabilecegini
vurgulamaktadirlar (174). Yapilan c¢alismalarda, yogun bakim hastalarinda, mikozlarin
sadece endojen kaynakli olmadigi, cesitli risk faktorleriyle de hastaya gegebildigi
epidemiyolojik ¢aligmalarla gosterilmistir (10, 106). Ergon ve ark. C. albicans ile meydana
gelen infeksiyonlarin siklikla endojen kaynakli oldugunu saptamislar, C. glabrata ve C.
tropicalis izolatlarinda ise yetersiz bant elde ettikleri i¢in suslarin yayilimi konusunda
yorum yapamamiglardir (175). Bir baska ¢alismada, bir yillik siirede idrardan izole edilen
C. glabrata suslar1 genetik olarak farkli bulunmus ve sonug olarak endojen kazanimin
capraz infeksiyondan daha yaygin oldugu belirtilmistir (176). Han ve ark. tarafindan C.
tropicalis’in etken oldugu idrar yolu infeksiyonu salgmminin molekiiler epidemiyolojisi,
RAPD-PZR analizi kullanilarak arastirilmig; yogun bakim iinitesindeki hastalardan izole
edilen C. tropicalis suslariin tiimiinde ayni bant paternleri tespit edilmis ve biitiin suslarin
ayni klondan kaynaklandigi sonucuna varilmistir (177). Calismamizda hastanemizin
YBU’de yatan 65 hastanin idrar kiiltiirlerinden izole edilen C. glabrata, C. tropicalis
suslarinin RAPD-PZR analizi ile molekiiler epidemiyolojik incelemesi yapilmistir. 35 C.
glabrata susundan ikisi ana klon (A ve B) olmak iizere toplam 3 farkli klon belirlenmistir
(A-C). A klonunda 25 (% 71,4) sus, B klonunda 9 (%25,7) sus ve C klonunda 1 (%2,9) sus

saptanmigtir. C. glabrata suslar1 arasinda iki yaygin klon belirlenmistir. 30 C. tropicalis
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susunda 2 farkli klon profili saptanmistir. A klonu 29 (%96,6) sus ve B klonu 1 (%0,4) sus
olarak belirlenmistir. YBU’de yatan 33 hastanin SVK kan 6rnginden izole edilen C.
parapsilosis suslarinin RAPD-PZR analizleri sonucunda ise ikisi ana klon (A ve B) olmak
tizere toplam 3 farkli klon (A-C) elde edilmistir. A klonu 27 (%81,8) sus, B klonu 4
(%12,2) susta, C klonu 2 (%6) susta saptanmugtir. Paternlerin incelemesi sonucunda C.
parapsilosis i¢in ili¢ klondan, C. glabrata ve C. tropicalis i¢in ise iki klondan ekzojen
yayilim oldugu diisiintilmiistiir.

Hastane infeksiyon etkeni olarak Candida suslar1 arasindaki klonal iligkiyi tespit
etmeye yonelik yapmis oldugumuz bu ¢alismada, 68 Candida (35 C. glabrata ve 33 C.
parapsilosis) susu Rep-PZR yontemi kullanilarak genotiplendirilmis ve bu suslarin
birbirleriyle klonal iliskileri karsilastirilmistir. Calisma sonucunda Rep-PZR analizi ile 35
C. glabrata susundan ikisi ana klon (A ve B) olmak iizere toplam 6 farkli klon (A-F) elde
edilmistir. A ana klonu C. glabrata’larin 14 (%40)’tinlin toplandig1 en biiyiik klon olarak
tespit edilmistir. 33 C. parapsilosis susundan ikisi ana klon (A ve B) olmak {izere toplam 3
farkli klon (A-C) elde edilmistir. A ana klonu C. parapsilosis’lerin 29 (%87,8)’unun
toplandig1 en biiyiik klon olarak tespit edilmistir. YBUde yatan hastalardan izole edilen
Candida suslarmin yiiksek oranda ayni klondan olmasi bu tinitelerde bulas olabilecegini

gostermektedir.

Tayvan’da yapilan bir ¢alismada 53 C. albicans susunun genotiplendirilmesinde
PFGE ve Rep-PZR olmak iizere 2 molekiiler yontem karsilastirilmistir. PFGE yontemiyle
38 farkli klon, Rep-PZR yontemiyle 31 farkli klon saptanmistir. iki yontem arasinda diisiik
uyum bulunmus. PFGE ‘nin ayrim giiciiniin yiiksek oldugu belirlenmis (178). Viyana'da
yapilan bir ¢alismada Rep-PZR'm C. parapsilosis suslarinin genotiplendirilmesinde ayrim
glicliniin diisiik oldugu bu nedenle C. parapsilosis salgmlarini aragtirmak i¢in ayrim giicii
yiiksek molekiiler yontemlerinin kullanilmasi gerektigini oneriyor (179). Calismamizda
Rep-PZR ve RAPD-PZR yontemleri karsilastirildi. Sonuglarimiza gore; C. parapsilosis
suslarinin genotiplendirilmesinde iki yontem arasinda 6dnemli bir fark bulunamadi. Cin’de
yapilan bir ¢alismada; MLST ve Rep-PZR yontemleri karsilagtirilmis. 34 C. glabrata
susunda 17 farkli klon tespit edilmis. Istatiksel analizler sonucunda Rep-PZR’m ayrim
giicii yiiksek bulunmus (180). Calismamizda Rep-PZR analizi ile 35 C. glabrata susundan
ikisi ana klon (A ve B) olmak iizere toplam 6 farkli klon (A-F) elde edilmistir. A ana klonu

(n: 14) C. glabrata’larin toplandig1 en biiyiik klon olarak tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yaptigimiz bu galisma ile hastanemiz YBU’lerinde yatan kateterize hastalardan izole
edilen Candida suslarinin klonal dagilimimi iki farkli molekiiler yontem kullanarak
karsilastirdik.

Calismamizda, kalic1 kateter, TPN ve genislemis spektrumlu antibiyotik kullanimu,
YBU’de yatis siiresinin uzun olmasi infeksiyon gelisiminde onemli risk faktorleri olarak
belirlendi. Hastalara zorunlu olmadik¢a aletli girisimler (sonda, Kkateter vb.)
uygulanmamali, eger uygulanacaksa steril sartlarda ve deneyimli Kkisiler tarafindan
yapilmali, kullanim stireleri olabildigince kisa tutulmalidir. Yogun bakim ihtiyaci olmayan
hastalarin YBU’de tutulmamasi ve yatis siiresinin kisa tutulmasiyla Candida infeksiyonlar
azaltilabilir. Hastalardan alinan c¢esitli klinik orneklerle, ¢evresel Orneklerin birlikte
epidemiyolojik analizinin yapilarak ekzojen odagin tespit edildigi daha ileri ¢alismalar
planlanmalidir. Hastane infeksiyonlarini azaltmak i¢in, ekzojen kaynagin tespiti ve alinan
onlemlerle infeksiyon zinciri kirilmasi 6nemli bir adim olacaktir.

Calismamizda Candida suslarina ait klonlarin hastane infeksiyonlarina neden
oldugunu ve ozellikle reanimasyonda bu klonlara ait suslarin kiimelendigini tespit ettik.
Elde edilen klonlara gore hastalar arasi suslarin bulas derecesinin yiiksek oldugu ve ayni
klonun hastane ortaminda uzun siire kalabildigi goriilmektedir. Yaptigimiz molekiiler
tiplendirme ile hastanemizde daha etkili bir korunma ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi
gerekliligi ortaya konulmustur. Molekiiler yontem olarak kullanilan RAPD-PZR ve Rep-
PZR analizleri sonucunda C. glabrata suslarmin klonal ayriminda Rep-PZR DiversiLab
sistemi basarili bulundu. C. parapsilosis suslarinin klonal ayriminda iki molekiiler yontem
arasinda 6nemli bir fark bulunamadi. C. tropicalis suslarinda ise ayn1 sistemle yeterli DNA
izole edilemediginden Rep-PZR yonteminde sonu¢ almamamigtir. Candida suslarinda
prosediire kit iceriginde verilmeyen “Zymolase” enziminin eklenmesiyle DNA
ekstraksiyonundan daha iyi sonu¢ alindigin1 belirten ¢alismalar mevcuttur (178).
Molekiiler tiplendirme yontemleri rutin uygulamada kullanimi, genellikle bu yontemlerin
uzun zaman almasi, yogun emek gerektirmesi ve maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1
yaygin degildir. Rep-PZR DiversiLab yontemi uygulamasi kolay, zaman yoniinden diger
yontemlere goére daha kisa siirede sonu¢ verebilen bir yoOntemdir, sonuglarin

degerlendirilmesi ve klonlarin yorumlanmasi kolaydir. Ayrica, elde edilen verilerin
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veritaban1 olusturularak sonraki ¢alismalarla karsilastirilma imkani vardir. Ancak,
maliyetinin  yiiksek olmasi onemli bir dezavantajdir. Iyi standardize edilmis,
tekrarlanabilirligi olan, ayrim giicii yliksek bu sistemin kiitiiphanesi siklikla izole edilen
Candida tiirleri ile sinirli olup kimi tiirlerde ekstraksiyon sorunu yasanabilmektedir. Sonug
olarak yeniden Onem kazanan ADC tiirleri i¢in farkli ekstraksiyon prosediirlerinin
olusturulmasi Rep-PZR DiversiLab sistemi ile daha iyi sonuglar alinmasini saglayacaktir.
Sonug olarak; konvansiyonel molekiiler tiplendirme yontemi olarak anilan RAPD
icin Candida tiirlerinden farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen DNA, istenilen
primerlerle amplifiye edilebilmektedir. Yar1 otomatik DivesiLAB/Rep-PZR sistemi sadece
kendi ekstraksiyon ve PCR Kkitiyle calisan kapali bir ticari sistemdir. Elde ettigimiz
bulgular sonucunda bazi Candida tiirlerinde RAPD-PZR yontemi ile Rep-PZR DiversiLab

yontemi yontemin ayrim giicliinde 6énemli bir fark bulunamamustir.
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