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OZET

Fungemi Etkeni Candida albicans ve non-albicans Ayriminda Kullamilan Germ
Tiip Deney Siiresinin Azaltilmasinda Yontemlerin Karsilastirmal Olarak
Arastirilmasi

Candida albicans ve non-albicans tiirlerinin ayriminda kullamilan germ tiip
(GT) deneyinin pozitif reaksiyon verme siiresinin azaltilmasina yonelik
arastirmalarin yapilmasi icin farkhh deney ortamlar1 karsilastirllmis ve benzer
sonuclarin fungemili hastalarin kan kiiltiirlerinden alinan 6rneklerle de elde edilip
edilemeyeceginin arastirilmasi1 amaclanmistir.

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Laboratuvari’na Mart-Agustos 2009 tarihleri arasinda gonderilen, Gram boyama
ile maya pozitif saptanmis 105 kan Kkiiltiir sisesi ile cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen 73 Candida susu calisma kapsamina alinmistir. Hazirlanan 21 farkh deney
ortaminda, klinik izolat kolonilerinden hazirlanan maya siispansiyonlar1 ve maya
pozitif BACTEC siselerinden dogrudan inokiilasyonlar 37°C’deki inkiibasyonlari
sirasinda 15’er dakika (dk) arayla mikroskopik olarak incelenmistir.

KDS-MUS (1 kan donér serumu+3 musirunlu sivi besiyeri) 45. dk’da
%53,33, 60. dk’da %90 oranminda, taze donmus plazma ve kan donér serumu ise
60. dk’dan itibaren %60’ 1n iizerinde GT pozitifligi veren deney ortamlar1 olarak
belirlenmistir.

Misirunlu sivi besiyerine %25 taze donmus plazma ve kan donoér serumu
ilavesinin GT olusturmada basar1 orammm arttirdifi gozlenmistir. Sabouraud
Dekstroz, Mueller-Hinton ve misirunlu sivi besiyerleri ile biyolojik iiriinler olan
seroloji serumu, taze donmus plazma ve kan donor serumuna %10 Tween80 veya
safra ilavesinin GT olusturmada basar1 orammm arttirmadigi saptanmistir.

Maya pozitif kan Kkiiltiir siselerinin Gram boyama sonuclar1 ile KDS
besiyerinde GT olusum siirelerinin birlikte degerlendirilmesiyle Candida
tiirlerinden ozellikle C. albicans’in ayriminda daha da hizh tamya gidilebilecegi
olanakh goziikmektedir.

Anahtar Kelimeler: C. albicans, Fungemi, Hizh Germ Tiip Testi, Germ Tiip
Deney Ortamlari, %25 Kan Donor Serumlu Misirunlu Sivi Besiyeri
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ABSTRACT

The Compare Investigation of Methods in Decreasing Time Period of Germ Tube
Test Used in the Differentiation of Fungemia Agent Candida albicans and non-
albicans

The aim of this study is to compare different test media in terms of reducing
the time of positive reaction by germ tube (GT) experiment method used for
differentiation Candida albicans and non-albicans fungemia agents and to detect
the performance of these methods on blood culture samples of fungemic patients.

Between March-August 2009, 105 yeast positive blood culture bottles
detected by Gram staining and 73 clinical Candida isolates which were collected
from Mersin University Faculty of Medicine Department of Medical Microbiology
Laboratory were included into this study. Yeast suspensions prepared from
colonies of clinical isolates and yeast positive BACTEC blood culture bottles were
inoculated directly on to 21 different test media, incubated at 37°C and examined
microscopicaly in every 15 minutes.

At the 45™ and 60™ minutes, positive ratio was 53,33% and 90%
respectively for the test medium prepared from blood donor sera+corn meal broth
(1:3) and it was determined as the most successful media in detecting GT
positivity, after 60™ minutes, GT positivity ratio was 60% for the test medium
prepared from freshly frozen plasma and blood donor sera.

Addition of 25% freshly frozen plasma and blood donor sera into cornmeal
broth increased the success rate in GT formation whereas addition of 10% Tween
80 or bile into Sabouraud Dextrose, Mueller-Hinton and cornmeal broth media
with biological products like serology sera, freshly frozen plasma or blood donor
sera did not increased the success rate in GT formation.

It seems to be possible that differentiation of Candida species, especially for
C. albicans, evaluation of both Gram stain results and GT formation times in blood
donor sera medium results in yeast positive blood culture bottles would provide a
rapid diagnosis of fungemia.

Key words: C. albicans, Fungemia, Rapid Germ Tube Test, Germ Tube
Experiment Medias, Corn Meal Broth plus 25% Blood Donor Sera
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1. GIRIS VE AMAC

Dogada cok sayida mantar tiirli bulunmakla beraber (yaklasik 100,000-150,000)
cok az1 (150-200) insanlarda hastalik olusturur. Candida tiirleri dogada yaygin olarak
bulunan ve Cryptococcaceae ailesinde yer alan eseysiz maya mantarlaridir. Bu cins
igcerisinde 200’e yakin tiir bulunmaktadir (1, 2).

Candida tirleri normalde insan deri ve mukoza florasinda bulunan
mikroorganizmalardir. Dogum sirasinda veya dogumdan kisa bir siire sonra yenidogana
bulasarak soz konusu flora iginde yerlerini alirlar. Normal bireylerin %30-50’sinin
agzinda ve gastrointestinal kanalinda bulunurlar. Bazi1 hazirlayici faktorlerin varliginda
kandidemi olarak tamimlanan yiizeyel ve/veya kronik infeksiyonlara neden olurlar.
Florada bulunmalar nedeniyle infeksiyonlarinin ¢cogu endojendir. Sistemik mikozlar
arasinda en sik goriilen kandidozdur (3).

Saglikli kisilerin ¢ogunda hastalik yapmazken konak savunmasinmin bozuldugu
kisilerde infeksiyon yapan mantarlarlara firsatct mantarlar denir. Firsat¢1 patojen
mantarlar arasinda Candida tiirleri ve bunlar arasinda da C. albicans en sik hastalik
nedeni olanlardir (4, 5).

Son 20 yilda firsatgr mantar patojenleriyle olusan hastane kaynakli
(nozokomiyal) infeksiyonlarin sikliginin  giderek artmasi giinimiiziin  6nemli
sorunlarindan biridir. Firsat¢i mantar infeksiyonlarimin gelismesine zemin hazirlayan
klinik kosullar arasinda derinin maserasyonu (6rnegin, nem ile), Diabetes Mellitus
(DM), hiicresel immun yetmezlikler, genis etki alanli antibiyotikler, kortikosteroitler ve
immunosupresif ilaglar, bazi1 viral infeksiyonlar, nétropeni (malignite veya malignitenin
tedavisi nedeniyle), bazi ameliyatlar (organ nakilleri, kalp ve gastrointestinal kanal
ameliyatlar1), ciddi yaniklar, invazif girisimler (katater, diyaliz, aspirasyon, skopi
uygulamalari), kazanilmis immun yetmezlik sendromu (Acquired Immune Deficiency
Syndrome-AIDS), kronik yataga baglayici hastaliklar, damardan narkotik kullanimi yer
almaktadir. Ayrica yogun bakim {iinitelerinin geliserek destek tedavisindeki hastalarin

artmasi fungal infeksiyonlara duyarl hasta sayisini ve ¢esidini degistirmistir (3, 4, 6, 7).



Candida turleri hem yiizeyel hem derin sistemik infeksiyonlara sebep
olabilmektedir. Yiizeyel infeksiyonlar ¢cogunlukla toplumda goriiliirken, derin sistemik
infeksiyonlar hastane kokenlidir (8).

Firsat¢1 mantar patojenleri arasinda Candida tiirleri onemli bir yer tutmaktadir.
Candida tirleri ile fungemi siklifi ve mortalitesi giderek artan onemli bir sorundur.
Geriye doniik yapilmis olan bir caligmada degisik fungal infeksiyonlarda 6liim orani
%73-84 olarak bildirilmistir. Kandidemiye bagli kan infeksiyonlar1 1980’lerden
giiniimiize %487 artmis ve tim kan infeksiyonlarindaki orani %8-15 olarak tespit
edilmistir (9). Kandidemi, neden oldugu hastane infeksiyonlarinda yiiksek Olim
oranlarina (%40) neden olmaktadir (10). Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (Centers
for Disease Control and Prevention-CDC) ve Ulusal Hastane Infeksiyonlar1 Siirveyansi
(National Nosocomial Infections Surveillance-NNIS) nin verilerine gore 1980-1990
yillar1 arasinda hastane kaynakli fungal infeksiyonlarin orani her 1000 taburcuda 2’den
3,8’e yiikselmistir (11). Diinya ¢apinda en 6nemli firsat¢1 fungal infeksiyonlar arasinda
ilk sirada yer alan Candida tiirleri Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde hastane
kokenli kan dolasim infeksiyonlar arasinda dordiincii sirada yer almakta mortalitesi
%40-70 olarak bildirilmektedir (12, 13).

Candida tiirlerinin albicans ve non-albicans ayriminin yapilmasiyla erken taniya
gidilebilir. Erken tani, tedavi ve klinik gidis bakimindan énemlidir. Candida tiirleri her
tiirli hasta o6rneginden izole edilebilir. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) mayalarin
primer izolasyonunda kullanilan genel iiretim besiyeridir (14).

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan konvansiyonel yontemler germ tiip (GT)
ve klamidospor olusumlarinin izlenmesidir. C. albicans ve C. dubliniensis GT ve
klamidospor olusturan tiirlerdir. C. dubliniensis’in C. albicans’dan fenotipik farki daha
cok sayida klamidospor iiretmesi ve 45°C’de iireyememesidir (15). C. albicans
laboratuvar tanisinda GT olusturmasiyla diger Candida tiirlerinden ayirt edilmekte ve
ayrica misirunlu-Tween80 agar (MUTA)’da olusturduklar tipik klamidosporlar da bu
ayrima yardimci olmaktadir (16).

Insan serumunda kisa zamanda ¢cimlenme borusu olusturmasina dayanan yéntem
ilk defa 1956 yilinda Reynold ve Braude tarafindan rapor edilmistir (14, 17). C.
albicans insan serumu i¢inde 37°C’de 2 saat inkiibe edildiginde gercek hif fasulye

filizini andiran kisa uzantilara benzer GT olusturur (14).



Klinik orneklerden izole edilen Candida tiirlerinin tiplendirilmesi igin
inokiilasyonu takiben en az 18 saatlik bir inkiibasyon siiresi gerekmektedir. Inkiibasyon
sonunda %5 koyun kanli Columbia agar, Eosin Metilen Blue agar (EMB) ve SDA gibi
besiyerlerinde iireyen maya kolonileri ¢cimlenme borusu deneyi icin insan serumunda
37°C’de 2 saat inkiibe edilir ve daha sonra X40’lik 11k mikroskobunda GT varlig
degerlendirilir. Klamidospor, blastospor, gercek hif ve yalanci hif olusumlariin
izlenmesi i¢in Dalmau metodu ile MUTA’a cizgi ekimi yapilir ve lizeri lamelle
kapatilarak 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Koloni rengine gore tiplendirme yapmak i¢in
kromojenik substrat iceren besiyerlerine (Orn. CHROMAgar Candida) ekim yapilir.
SDA’daki koloni morfolojileri Candida tiirleri arasinda farklilik gostermektedir.
Cimlenme borusu, MUTA’da klamidospor ve¢ CHROMAgar Candida besiyerinde yesil
pigment olusturan C. albicans ve C.dubliniensis tiirlerinin ayriminin yapilmasi igin 1s1
tolerans testi (42-45°C’de iireme deneyi), tuz tolerans testi ve Staib agarda klamidospor
olusumu deneyi yapilir. Bu yontemlerle tiplendirilemeyenler ise hizli asimilasyon ticari
kitleri (API 20 C AUX, ATB ID 32 C) veya VITEK maya identifikasyon kartlari
kullanilarak tiir diizeyinde tiplendirme yapilir (3, 18, 19, 20, 21, 22).

Candida tiirlerinin tiplendirilmesinde mikroskopik morfolojik ©zelliklerinin
incelenmesi ve substrat asimilasyonunun degerlendirilmesine dayanan bu metotlar
olduk¢a zaman gerektiren, rutin laboratuvarlarda is yiikiinii arttiran yontemlerdir. Bu
nedenle giivenilir, hizli, daha az zahmetli ve ucuz tam yontemlerine gereksinim vardir.

Bu calismada, Candida albicans ve non-albicans tiirlerinin konvansiyonel
ayriminda ilk bagvurulan hizli test olan GT deneyinde pozitif reaksiyon siiresinin
azaltilmasma yonelik cesitli  yontemlerin  gelistirilmesi ve bu yoOntemlerin
karsilastirilmasi, en kisa pozitif reaksiyon siiresinin elde edildigi yontem veya
yontemlerin maya pozitif kan kiiltiir siselerinden alinan orneklere uygulanarak benzer

sonuclarin elde edilip edilemeyeceginin arastirtlmasi amaglanmgtir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri ve Tam Yontemleri

Mantarlar, (funguslar) dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Dogada 250,000 tiir
mantar saptanmasina karsilik 150 tiir insan ve hayvanlar icin primer patojendir.
Glinlimiizde organ nakli yapilan hasta sayisinin artmasi, uygulanan kemoterapotik
ilaglarin giderek daha saldirgan hale gelmesi gibi bir¢ok faktdrden dolayr infeksiyona
yol agan mantar cins ve tiir sayisinda artis goriilmektedir. Mantarlarla meydana gelen

hastaliklara mikoz ad1 verilmektedir (2, 23, 24).

2.1.1. Genel Ozellikler

Mantarlar, 6karyot yapisinda olan mikroorganizmalardir. Klorofil icermedikleri
icin fotosentez yapamazlar ve bu ozellikleri ile bitkilerden ayrilirlar. Fakiiltatif anaerop
ya da zorunlu aeropturlar. Mantarlar heterotrof mikroorganizmalar olup karbon ve enerji
kaynag1 olarak organik bilesikleri kullanirlar. Hidrolitik enzimlerini dis ortama salarak
besinleri sindirirler ve sindirilmis besin maddelerini absorbsiyon yoluyla hiicre i¢ine

alirlar (23, 24).

2.1.2. Mantar Hiicre Yapisi

Kapsiil, baz1 mantarlarda bulunur ve polisakkarit yapisindadir. Antifagositik
ozellik gostermesi nedeniyle onemli bir virulans faktoriidiir. Kapsiilii olan en 6nemli
mantar Cryptococcus neoformans’tir.

Hiicre duvarinmin %901 kitin, glukan, mannan, kitosan gibi polisakkarit
polimerlerinden, %10’u proteinler, glikoproteinler ve lipidlerden olusur. Ozellikle
mayalarda olmak tizere bir¢ok mantar duvarinda peptidomannanlar bulunur. Mannan,
galaktomannan ve daha az siklikta ramnomannanlar mantarlara karsi olusan bagisik

yanittan sorumludur. Hiicre membrani, memeli membranina benzer sekilde fosfolipit,



protein ve sterollerden olusan iki tabakali bir yapidir. Memeli zarindan farkli olarak
kolesterol yerine ergosterol ve zimosterol bulunur. Hiicre membraninin fonksiyonlari
arasinda sitoplazmay1 korumak, madde alisverisini diizenlemek ve kapsiil ile duvar
sentezine yardim etmek yer alir. Giiniimiizde tedavi amagh kullanilan antifungal grubu

ilaglarin biiylik bir boliimiiniin hedef bolgesi membranda yer alan ergosteroldur (24).
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Sekil 2.1. Mantar hiicresi yapisi (25).

2.1.3. Mantarlarda Ureme Kosullar1 ve Ureme

Mantarlarm iiremesi i¢in gerekli olan optimal inkiibasyon 1s1s1 mayalarda 37°C
iken kiiflerde 20-26°C’dir. Optimal pH mayalar i¢in 3,0-7,5; kiifler i¢in 2,2-9,0 arasinda
degismektedir. Mantarlarda iireme yapilarini sporlar olusturmaktadir. Ureme eseyli ya

da eseysiz yolla olur (23).



2.1.3.1. Eseyli (Seksiiel) Ureme: iki uyumlu mantar hiicresi (haploid)’nin bir
araya gelmesi (plazmogami), haploid niikleuslarin fiizyonu (karyogami) ve sonra
cekirdegin boliinmesi (mayoz) ile olusan haploid hiicre olusumu evrelerinin tiimii eseyli
iiremeyi olusturur. Tibbi 6nemi olan mantarlarda zigospor, askospor ve bazidiyospor

olusumu ile sonug¢lanan eseyli tireme goriiliir (23).
2.1.3.2. Eseyli Sporlar: Eseyli sporlar mayoz boliinme sonucunda olusurlar.

Askospor: Askus kesesi icindeki eseyli sporlardir (4-8 adet) (23).
Zigospor: Iki eseyli hiicrenin birlesmesi sonucunda meydana gelir (23).
Bazidyospor: Tokmaga benzer yapilarin yiizeyinde olusan, parmaksi

goriiniimde sporlardir (23).

A-Askospor: Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum  gibi
mantarlarda askospor olusumu ile sonuglanan eseyli iireme bicimidir. Bir araya gelen

hifler farklilasip keseye benzer yapilar (askus) igcinde askospor olarak adlandirilan

sporlar bulunur (2, 23).
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Sekil 2.2. Askospor olusumu (26). Sekil 2.3. Zigospor olusumu (23).

B-Zigospor: Zygomycetes smifina ait tiirlerde goriilir ve eseyli iireme ile
zigospor olusur. Birbirine benzeyen iki cins gametin birbirine dogru uzamasi ve

birlesmesi sonucu kalin duvarh seksiiel spor (zigospor) olusur (2, 23).



C-Bazidiyospor: Ozellesmis bir hifin u¢ kismmin genislemesi ile bazidiyum
denilen yapilar olusur. Bu temel yapi iizerinde kisa birer sapla tutunan bazidiyosor adi

verilen hiicreler dogar (23).

Sekil 2.4. Bazidiyosporun olusumu (23).

2.1.3.3. Eseysiz (Aseksiiel) Ureme: Eseysiz sporlar ile olur. Cekirdekler arasi

birlesme olmaz (24).

2.1.3.4. Eseysiz Sporlar

Tek bir ana hiicrenin mitoz boliinmesi ile olusur. Mantarlarda baglica 5 tiir

aseksiiel spor olusumuna rastlanmaktadir.

Blastospor: Maya veya maya benzeri koloniler olusturan mantarlarda goriilen
bu sporlanmada, ana hiicrenin cesitli yerlerinden cogunlukla birden fazla sayida

tomurcuklar (blastosporlar) olusur. Ornek: Saccharomyces ve Candida tiitleri (2).
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Sekil 2.5. Maya hiicreleri, psodohif, klamidospor, blastospor (4).



Artrospor: Olgunlasinca hiften kopup ayrilan tesbih tanesi ya da dikdortgen
seklindeki sporlardir. Geotrichum, Trichosporon, Coccidioides gibi mantarlar artrospor

olustururlar (23, 24).

Klamidospor: Isiya ve kuruluga olduk¢a dayaniklidir. C. albicans, C.
dubliniensis gibi mantarlar klamidospor olustururlar. C. tropicalis’in baz1 kokenleri,
ozellikle de ilk ayrildiklar sirada klamidosporlar yaparlar. Ancak bunlar C. albicans’a
ait klamidosporlardan, bir destek (siispansor) hiicrenin bulunmamasiyla farklilik gésterir

ve daha sonra yapilan pasajlarda kaybolur (2, 14).

Konidiyosporlar: Bu tiir sporlara, flamentéz Ascomycetes ve birgok
Deuteromycetes (Fungi imperfecti) mantarlarinda rastlanmaktadir. Sporlar (konidiya),
ozel iiretici hiflerin (konidiyofor) yanlarinda veya uclarinda meydana gelirler. Bu hifler,

havasal hiflerin farlilasmasi sonucu olusur (2, 23, 24).

Sporangiyospor: Sporangiyum kesesi i¢cinde bulunan yuvarlak sekilli sporlardir.

Kesenin patlamasiyla ortama sagilirlar (2).
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Sekil 2.6. Eseysiz sporlar (24).



2.1.4. Mantarlarin Siiflandirilmasi

Mantarlarin siniflandirilmasi; taksonomik, morfolojik, klinige yonelik olarak ve

tibbi 6nemlerine gore yapilabilir (23, 24).

Taksonomik Smiflandirma: Dogadaki tiim mantarlar icin Alexopulos

(1979’da) tarafindan yapilan taksonomik simiflandirma ¢izelgede verilmistir (27).

Cizelge 2.1. Alexopulos tarafindan 1979’da yapilan siniflandirma (27).

Alem (Kingdom): | Mycetae (Mantarlar)

Divizyon: Mycota

Altdivizyon-1: Myxomycota (Hiicre duvart olmayan mantarlar)
Altdivizyon-2: Eumycota (Hiicre duvari olan mantarlar)

Stf-1: Mastigomycotina (Zoosporlu mantarlar)

Sinif-2: Zygomycotina (Zygomycetes)

Sinif-3: Ascomycotina (Ascomycetes)

Sinif-4: Basidiomycotina (Basidiomycetes)

Simif-5: Deuteromycotina (Deuteromycetes, fungi imperfecti)

Morfolojik Smmiflandirma: Mantarlar, morfolojik goriiniimlerine gore mayalar
ve kiifler olmak iizere ikiye ayrilir. Bir grup mantar ise ortam kosullarina gore hem
maya hem de kiif morfolojisi gosterebilir. Bu mantarlara dimorfik mantarlar ad1 verilir
(2, 23).

Mantarlarin Klinige Yonelik Olarak Simflandirilmasi: Klinik 6rneklerden
soyutlanan mantarlarin tamimlanmasi ve adlandirilmasi1 gerekir. Mantarlar birbirinden
ayrilmasini saglayan eseyli ireme bicimleri, yapilari, yasam dongiileri ve bazi fizyolojik
ozelliklerine gore simiflandirilir. Eseysiz tireyen mantarlar Deuteromycota, eseyli iireyen
mantarlar ise Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota smiflarinda incelenir.
Filogenetik siniflandirmaya uygun, klinisyenlere yonelik siniflandirma, klinik mikoloji

laboratuarinda hastalik etkeni olarak soyutlanan mantarlar icerir (23).



Cizelge 2.2. Mantarlarin klinige yonelik olarak simiflandirilmasi.

Zygomycetes Asﬂf:ig; tﬁus Hyalohyphomyces | Feohyphomyces
Rhizopus spp. Aspergillus fumigatus | Penicillium spp. Alternaria spp.
Absidia spp. A. flavus Scopulariopsis spp. | Curvularia spp.
Cunninghamella spp. A. niger Acremonium spp. | Bipolaris spp.

Fusarium spp.
Scedosporium spp.

Dimorfik mantarlar Kromomikoz etkenleri | Dermatofitler | Mayalar
Histoplasma capsulatum Exophiala spp. Microsporum spp. | Candida spp.
Coccidioides immitis Wangiella spp. Trichophyton spp. | Cryptococcus spp.
Paracoccidioides brasiliensis Trichosporon spp.
Blastomyces dermatitidis

Tibbi Onemlerine Gore Mantarlarin Smiflandirilmasi: Mantarlarin tibbi

Oonemlerine gore siniflandirilmasi ¢izelgede verilmistir (23).

Cizelge 2.3. Tibbi 6nemi olan mantarlarin siniflandirilmasi.

Simif Insan patojenlerine 6rnek

Zygomycota (Zygomycetes) Rhizopus ve Absidia tiirleri

Penicillium tirleri, Histoplasma capsulatum,

Ascomycota (Ascomycetes) Aspergillus nidulans

Filobasidiella neoformans (Cryptococcus

Basidiomycota (Basidiomycetes) neoformans)

Deuteromycota Candida tirleri, Blastomyces dermatitidis,
(Deuteromycetes,Fungi imperfecti) | Sporothrix schenckii, Microsporum tiirleri

2.1.5. Mayalar

Deuteromycota (Deuteromycetes, Fungi imperfecti)

Mayalar, tek hiicreli mantarlardir. 1-5 pm eninde, 5-30 um boyunda olan kiiresel
ya da oval sekilde yapilardir. Mikroskopik olarak incelendiklerinde Gram pozitif

boyanma 6zelligi gosteren oval ya da yuvarlak sekilde olusumlar olarak goriiliirler. Bir

kac istisna disinda, Candida cinsi i¢indeki mayalarin makroskopik ve mikroskopik
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ozellikleri farklilik gostermez. Hepsi 25°C ya da 37°C’de 2-3 giinde SDA’da (pH:5,5)
2-3 mm c¢apinda, beyaz veya krem renginde, diizgiin yiizeyli veya gobekli koloniler
olusturur. Uzayan inkiibasyonla birlikte kivrimli hale gelen, mat ya da parlak koloniler
gozlenir (3, 8, 23).

Candida’lar tomurcuklanarak cogalirlar. Tiirlerin ¢ogu “yalanci hif” olusturur.
Bazen tomurcuklanan maya hiicreleri ana hiicrelerinden kopmadan uzamaya devam
eder. Bu yap1 kiiflerin olusturduklart hif yapisina benzedigi i¢in yalanci hif (psddohif)
olarak adlandirilir. Hifte bogumlar bulunmazken yalanci hifte bogumlar bulunur. Pek
cok maya tiirii yalanci hif olustururken, C. glabrata ve C. neoformans’ta bu yapiya
rastlanmaz. Yalanci hif, epitelde kolonizasyonu takiben mayanin derin dokulara
yayilimimi kolaylastirmaktadir. C. albicans blastokonidiyum + yalanci hif yaninda
gercek hif de olusturarak dimorfik 6zellik gosterir (2, 3, 23).

Tomurcuklanan maya hiicreleri (blastospor) ya da yalanci hif gibi mantar
yapilarinin goriilmesi ¢ogu Candida tirii ve Trichosporon tiirleri igin karakteristiktir.
Yalanci hif olmaksizin sadece tomurcuklanan maya hiicrelerinin goriilmesi C. glabrata,
Cryptococcus tiirleri, Rhodotorula tiirleri ve H. capsulatum icin ipucu olabilir. Anne
hiicreden birden fazla tomurcugun meydana gelerek gemi diimenine benzer bir goriiniim
olusturmasi Paracoccidioides brasiliensis igin karakteristiktir (24).

Mayalar tiretmek i¢in en sik kullanilan besiyeri SDA’dir; %2 ya da %4 glukoz
iceren formiilleri kullanilabilir. Bu besiyeri asidik pH’ya (pH:5,5) sahip olmasi

nedeniyle bakterilerin tiremesini inhibe etmektedir (24).

Mantarlarda anamorf tanimi; mantarin aseksiiel durumunu tanimlamada

kullanilirken, teleomorf tanimi; plazmogami ve niikleer rekombinasyonun bir sonucu

mantarlarin yeniden ortaya ¢ikan yapisini ifade etmede kullanilmaktadir.

2.1.5.1. Mayalarin Tamimlanmasinda Kullanilan Yoéntemler

Mayalarin tanimlanmasinda fenotipik ve genotipik yontemlerden yararlanilir

(19, 21).
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2.1.5.1.1. Fenotipik Yontemler

GT olusumu, klamidospor olusturma durumu, SDA’da koloni morfolojisi, maya-
hif dimorfizminin gozlenmesi, kromojenik substrat iceren besiyerlerinde pigment
olusumunun incelenmesi, karbonhidrat asimilasyon testleri, fenol oksidaz (C.
neoformans) ya da tireaz, (C. lipolytica) gibi 6zgiil enzimlerin varliginin arastirilmast,

tuz tolerans testi gibi metotlar kullanilir (19, 21).

GT olusumu: C. albicans, C. dubliniensis ve C. tropicalis’in baz1 kokenleri
“cimlenme borusu (germ tiip, gercek hif)” olusturma 6zelligine sahiptir. insan serumu
icinde 37°C’de 2 saatlik inkiibasyon siiresinde C. albicans hiicreleri gercek hif veya GT
olustururlar. Ancak rutinde izole edilen C. albicans’larin %5’i GT negatif

sonuclanabilmektedir (28).

Klamidospor olusumu: C. albicans safrali jeloz veya MUTA gibi yiizey
gerilimini azaltan ortamlarda tipik olarak iri kiire seklinde klamidosporlar olusturur.
Klamidosporlar, hiflerde bulunan hiicrelerin bazilar1 daha biiyiir, gelisir, hiicre duvarlar
kalinlagir ve protoplazmasi yogun hale gelerek klamidosporlar1 olustururlar. Bu tarzda
meydana gelen ve etrafi kalin bir hiicre duvari ile ¢evrili olan sporlar, ¢evresel kosullara
(mekanik, fiziksel ve kimyasal faktorler) cok dayamklilik gosterirler. Klamidosporlar,

hiflerin, orta ve uglarinda meydana gelebilirler (3, 14, 29).

Misirunlu-Tween80  agar  besiyerinde klamidospor  o6zelliklerinin
belirlenmesi: SDA’da liremis 24 saatlik koloniden igne 6ze ile alinarak MUTA iizerine
1,5 cm uzunlugunda, besiyerini delmeden yan yana 1 cm araliklarla 6ze ile cizgiler
cizilir. Cizgilerin {izeri steril bir lamelle kapatilir. Plaklar oda 1sisinda 24-48 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sirasinda belirli araliklarla mikroskopi ile hif, psodohif ve spor
yapilan incelenir. Tekli, ikili veya {i¢lii zincir seklinde ya da hif ucunda kiime halinde
klamidospor olusturma 6zelligine bakilir. C. dubliniensis bu besiyerinde bol miktarda
ikili, ticlii, grup ya da zincir halinde klamidospor olusturmaktadir. C. albicans ise tekli

ya da nadiren ikili klamidospor olusturabilmektedir (Sekil 2.9., Sekil 2.10.) (21).
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SDA’da koloni morfolojisi: Uzayan inkiibasyon siirelerinde C. albicans
kolonilerinde petri yiizeyine yayilan hifsel uzantilar gozlenir. C. tropicalis besiyerine
gomiilii, mat koloniler, C. krusei tebesir tozu goriiniimlii ince ve mat koloniler,
Trichosporon spp, minik ve sivrimsi kuru ve kotii kokulu koloniler olusturarak iirerler

(30).

Maya hif dimorfizminin gozlenmesi: Oda sicakliginda besiyerlerinde kiif, 35-
37°C’de maya seklinde lireyen mantarlara dimorfik veya difazik mantarlar denir. Kiif
seklinden maya sekline doniisiimii pek ¢ok faktor etkiler. Isinin 35-37°C’ye yiikselmesi,
ortamda basit sekerlerin ¢cokca bulunmasi, sistein gibi siilfidril gruplarinin varligi, bir

organik nitrat kaynaginin bulunmasidir (21, 23).

Kromojenik substrath besiyerlerinde pigment olusumunun izlenmesi: Tiirler
arast morfolojik farkliliklar kromojenik substrat iceren hazir besiyerlerinde saptanabilir.
CHROMAgar Candida (CAC) hazir besiyeri 6ncelikle C. albicans, C. tropicalis ve C.
krusei igin tasarlanmis olup C. albicans yesil, C. tropicalis celik mavi, C. krusei
tozpembe renkte koloniler olusturur. Bu nedenle CAC, C. albicans, C. tropicalis ve C.
krusei’nin tamimlanmasinda sectirici ve ayirt ettirici besiyeri olarak kullanilir. Bu
besiyerinde ayrica C. glabrata parlak beyaz, C. parapsilosis zamanla beyazdan koyu

pembe-mor renge degisen renkte koloniler olusturur (18).

Karbonhidrat asimilasyon testleri: Bu testler mayalarin besiyerlerinde karbon
kaynag1 olarak cesitli karbonhidrat substratlarimi kullanip kullanmamalar1 esasina
dayanir (22). Klasik olarak karbonhidrat kullanma o6zellikleri Wickerham’in
asimilasyon ve fermentasyon yontemleriyle incelenir. Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda
bu testlerin yerini API 20 C AUX, ATB ID 32 C ve Uni-Yeast-Tek gibi hazir ticari test
sistemleri almistir. Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlar API sistemleridir (21).
API 20 C AUX’da bulaniklik artisi, API Candida ve Uni-Yeast-Tek de ise renk
olusumu ile degerlendirme yapilmaktadir. RapID Yeast Plus System ile 4-5 saat i¢inde
sonu¢ alinmaktadir (19). VITEK 2, biyokimyasal reaksiyonlarla 18 saat i¢inde sonug
veren tam otomatik identifikasyon sistemidir. VITEK 2 ileri kolorimetrik maya

identifikasyon kartlar1 (YST) ile API 20 C AUX (API) sistemin kiyaslandigi bir
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calismada YST kartlanin klinik izolatlarin %98,5’ini dogru olarak tanimladig
bildirilmistir. Calismada ayrica YST kartlarin %18,9 oraninda diisiik ayrim olarak
tanimlanan sonug¢ verirken API'nin %30 oraninda diisilk ayrim sonucu verdigi

bildirilmistir (31).

Ozgiil enzimlerin arastirilmasi

. Ureaz testi: Bu test klinik 6nemi olan Candida tiirlerini diger mayalardan
ayirmaktadir. Christensen iire agarda yapilan testte mayadaki iireaz enzimiyle agiga
cikan amonyagin neden oldugu alkali pH’da renk pembeye doniisiirse pozitif, renk
degisimi olmazsa negatif reaksiyon olarak degerlendirilir. Candida cinsi icerisinde hem
iireaz pozitif, hem de negatif tiirler bulunmaktadir. Ancak klinik 6nemi olan tiirlerin
biiyiik ¢ogunlugu iireaz negatiftir (21). C. neoformans, C. laurentii, C. albidus, C.
krusei tireaz pozitif, C. albicans iireaz negatiftir (3, 21).

. Fenol oksidaz testi: C. neoformans membrana bagh fenol oksidaz olusturur. Bu
enzim L-dopa, L-dopamin, klorojenik asit ve kafeik asit gibi cesitli O-difenolik
bilesiklerin oksidasyonunu kataliz eder. C. neoformans bu bilesikleri iceren
besiyerlerinde (Niger Seed Agar) iiretildikleri zaman, substrata bagli olarak bes giin
icerisinde koyu kahve-siyah renkli koloniler olusturur. Bunun sebebi niger seed
ekstraktinin kriptokoksik fenol oksidaz icin substrat olarak kafeik asit icermesidir.

Bir haftadan daha uzun siire 30°C’de inkiibasyona birakilan koloninin rengi agik
kahverengi (Niger Seed Agarda) veya koyu griye (L-dopa veya dopamin agarda)
donerse bu koloni C. neoformans’a ait degildir (21).

Tuz tolerans testi: SDA’da 37°C’de iiremis 24 saatlik kiiltiirden 0,5 McFarland
slispansiyon hazirlanarak i¢inde %6,5 tuz bulunan SDA besiyerine ekim yapilir.
37°C’de 24 saatteki tireme durumlart gozlenir. C. albicans bu besiyerinde iirerken, C.

dubliniensis iireyemez (32).
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Sekil 2.7. Tuz tolerans testi: Soldan saga; C. albicans standart suslar1 ekilmis petri (iireme var),
C. dubliniensis klinik izolat (iireme yok) (Calismamizdan).

Is1 tolerans testii Maya kolonisinin 0,5 McFarland yogunlugundaki
stispansiyonundan SDA {iizerine ¢izgi ekim yapilarak 42-45°C’de inkiibe edilir ve iireme
durumlan izlenir. C. dubliniensis bu sicaklikta iiremezken, C. albicans ise

iireyebilmektedir (22, 33).

Sekil 2.8. Soldan saga; C. dubliniensis klinik izolat (iireme yok), C. albicans standart suslar1
(treme var) (Calismamizdan)

2.1.5.1.2. Genotipik Yontemler

Ozellikle invazif mikozlar olmak iizere erken ve dogru tan1 koymak, miimkiin

olan en kisa zamanda antifungal tedaviye baslayabilmek acisindan biiyiikk ©nem
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tasimaktadir. Son yillarda bu amacla kullanilan klinik 6rneklerde fungal DNA aranmasi
ve antijen tespiti gibi yontemler 6nem kazanmistir. Infeksiyon etkeni mantarlarin
saptanmasi ve tanimlanmasinda niikleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon problarinin
kullanildigr  sinyal amplifikasyon yOntemlerinden yararlamilir. Niikleik asit
amplifikasyon teknolojilerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) veya benzeri

yontemler kullanilir (34).

PZR: Cift iplikli bir DNA molekiiliinde, hedef dizilere iki oligoniikleotid
primerinin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Testin pozitifligi icin gerekli siire iki
giin olup duyarliligi (kan orneklerinde birden fazla calisildiginda) %100’diir. Revers
transkriptaz (RT) PZR’da hedef RNA’nin ¢ogaltilmasi amaclanir. Cesitli mantarlarin
saptanmasini amaglayan PZR-parmak izi (PZR-fingerprinting), mitokondriyal sitokrom
b gen dizi analizi, multipleks PZR, gercek zamanli PZR (real-time PZR), yuvarlanmis
PZR (nested PZR), kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism-RFLP), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA-RAPD) ve PZR ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay-PZR-EIA) yontemleri PZR temeline dayanmaktadir (34).

Kirk iki C. neoformans izolatimn kullanmildig1 bir ¢alismada, C. neoformans
Accu-Probes (Gen-Probe) tekniginin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin %100 oldugu
bulunmustur (21). Kan kiiltiirii 6rneklerinde RFLP ve nested PZR yontemi ile Candida
tiirlerinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada yontemin duyarliliginin %98,

ozgiilliigiiniin ise %50 oldugu bildirilmistir (35).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH): rRNA’y1 hedef alan floresanla isaretli
problarin kullanilarak, hedefin isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda goriintiilenmesi
prensibine dayanan ve kisa siirede tam1 koyan hibridizasyona dayali molekiiler bir
yontemdir (36).

FISH yontemiyle kan kiiltiirii 6rneklerinde Candida tiirlerinin hizli tanisia
yonelik yapilan bir calismada yontemin identifikasyon siiresinin yaklagik 2 saat oldugu,
duyarliligmin  ve oOzgiilliigiiniin %100 oldugu bildirilmisticr (36). C. albicans
tanimlanmasina yonelik yapilan baska bir calismada maya (+) kan kiiltiirii 6rneklerinde

peptid niikleik asit FISH yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii %100 olarak bulunmustur
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(37). PNA FISH yontemiyle C. albicans-dubliniensis ayriminin arastirildigi  bir
calismada kullanilan her iki prob i¢in yontemin %100 duyarlilik ve 6zgiilliik sergiledigi
bildirilmistir (38).

2.1.6. Tibbi Oneme Sahip Candida Tiirleri

Invazif girisimlerin en sik uygulandigi, immun sistem yetersizligi olan hastalarmn
uzun siireli tedavi gordiigii yogun bakim tnitelerinde fungal infeksiyonlara daha sik
rastlanmakta olup albicans/non-albicans oranlarinda tersine artis oldugu
bildirilmektedir (6, 20, 39, 40, 41, 42). Non-albicans Candida (NAC)’lar diger Candida
tiirleri arasinda 1990 yili 6ncesinde %10-40 oraninda saptanirken, 1990 sonrasinda bu

oran %35-63’e ulasmustir (43, 44, 45, 46, 47, 48, 49).

C. albicans: SDA’da diizgiin yiizeyli, beyaz renkli veya genis yiizeyli, yassi,
yiizeyi pirtiiklii (R), gri renkli koloniler olusturur. Kanli agarda ise yildiz seklinde
cikintilart olan koloniler olusturur. Misirunlu  jelozda klamidospor olusturarak
iirediginden diger tiirlerden ayrilir. U¢ kisimlarda genis, kalin ceperli, genellikle tekli
klamidospor olusturur. Insan serumunda 37°C’de 2 saatte GT olusturur. Kromojenik
substrat iceren besiyerlerinde yesil, orta biiyiikliikte mat renkli koloniler yapar. Maya-
hif doniisiimii gostermesi ve bazi hidrolitik enzimleri {iretmesi nedeniyle, virulansi en

yiiksek tiirdiir. C. albicans tiim kandidozlarda en sik goriilen etkendir (3, 24, 30).

C. tropicalis: Koloni morfolojisi kremsi, u¢ kisimlarda parlak miselyal sacaklar
ya da burusuk yapilar goriiliir. SDA’da besiyerine gomiilii, kuru koloniler olustururken
kanli agarda yayvan koloniler olusturur. Kromojenik substrat igeren besiyerlerinde
mavi-yesil, orta biiylikliikte, mat renkli koloniler yapar. Misirunlu jelozda bazi tiirleri
klamidospor olusturabilmektedir (30). Ancak C. albicans’a ait klamidosporlardan, bir
destek hiicresinin bulunmamasiyla farklilik gosterir ve daha sonra yapilan pasajlarda
kaybolur (14). Siklikla paroniki, otitis eksterna, endokardit, endoftalnit, artrit ve
peritonit infeksiyonlarda goriilmektedir (3). Cesitli yonleri ile C. albicans’a benzeyen,

virulans1 yiiksek bir tiirdiir. invazif infeksiyonlarda gastrointestinal kolonizasyonun rolii
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belirgin olup hematolojik maligniteli hastalarda kolonizasyondan sonra %80’e varabilen

oranlarda invazyon yaptig1 gosterilmistir (50).

C. parapsilosis (C. parakrusei): SDA’da krem renginde koloniler yapar.
Misirunlu agarda, 3 giinliik inkiibasyon sonunda uzun, diizenli olarak dallanan ve “cam
ormanint” andiran yalanci hifler olusturur. Kromojenik substrat iceren besiyerlerinde
koyu pembe-mor renkte koloniler olusturur. Vulvovajinit, bagirsak infeksiyonlari,
bronko pulmoner ve sistemik hematopoetik malignensili, diyabetli ve embolik deri
lezyonlar1 olanlarda daha siklikla izole edilmektedir (3). C. parapsilosis’in son yillarda
Oonemli hastane kokenli patojenler arasinda yer aldigi ve kandidemilerin %7-10’unu
olusturdugu hatta bazi merkezlerde bu oranin %30-50’lere ulastig1 bildirilmektedir (20).
C. parapsilosis yiiksek glikoz konsantrasyonunda daha iyi prolifere olarak akrilik
yiizeylere daha iyi penetre olmakta ve ekzojen kokenli hastane infeksiyonuna neden

olmaktadir (20).

C. glabrata: SDA’da diiz yiizeyli, sarimsi, krema renginde koloniler yapar.
Misirunlu jelozda yalanci hif olusturmadan iirediginden diger tiirlerden ayrilir (24). C.
glabrata nozokomiyal {iriner sistem infeksiyonlarina sebep olan onemli bir patojendir.
C. glabrata’ya bagh kandidemiler genellikle solit tiimorler ve onkoloji dis1 hastalarda
saptanmaktadir. Flukonazole dogal direnci vardir (51). Profilaktik olarak uzun siire
flukonazol kullananlarda C. glabrata kolonizasyonu artmaktadir. Kolonizasyon

solunum yollari, cerrahi yaralar ve genitoiiriner yollarda yogunlasmaktadir (50).

C. krusei: SDA'da diiz yiizeyli, biiyiik ve kuru koloniler olugturur. Kromojenik
substrat igeren besiyerlerinde pembe renkli, biiyilk ve yaygin koloniler yapar. Bir
haftalik inkiibasyon sonunda, uzayan blastosporlarin boyutu 25 pm’ye erisir (24). C.
krusei’nin dogal azol direnci vardir (19). Antifungal tedavi sonrasi C. glabrata’ya
benzer sekilde kolonizasyonu artar (50). Yapilan bir ¢caligmada kan kiiltiirii 6rneklerinde
NAC tiirlerinde yiiksek oranlarda (%62,50) flukonazol direnci tespit edildigi bildirilmis
olup kan kiiltiirii 6rneklerinde rastlanan flukonazole direngli C. krusei suslarimin
bulunmasinin yogun bakim iinitesi servisi profilaktik antifungal tedavi protokollerine

baglh olabilecegi belirtilmistir (51).
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C. kefyr (C. pseudotropicalis): SDA’da diiz, yumusak ve sarimsi koloniler
yapar. SDA’da, 25°C’de 3 giinliik inkiibasyon sonundaki kolonileri, diger tiirlerinkine
gore daha kiigiiktiir. Misirunlu jelozda ise uzayan blastokonidiyalar psodohife paralel

dizilerek tipik nehirde yiizen kiitiik goriiniimiindedir (24, 30).

C. guilliermondii: Insan deri florasinin ve mukozal yiizeylerinin bir parcasidir.
SDA’da baslangicta yassi, diizgiin kenarli, genellikle kremsi renkteki koloniler zaman
gectikce pembemsi renge doniisiir. Ancak bazen Misirunlu jelozda, kdkene bagh olarak
yalanci hif olusumu ¢ok fazla ya da ¢ok seyrek olabilir. Blastosporlar kisa zincirler ya
da kiimeler halinde gozlenebilir (24). Uygun konaklarda derin infeksiyonlar veya
fungemi olusturdugu gozlenmistir. Kan dolasim infeksiyonlari; kanser, yogun bakim

iinitesi hastalarinda goriilmekle birlikte santral venéz kataterle iliskilidir (52).

C. norvegensis: Teleomorfu, Pichia norvegensis adinmi alan ve askosporlan ile
cogalan bir mayadir (24). i1k kez 1942’de Norve¢’te izole edilmistir. Insanlarda nadiren
infeksiyon yapar. invazif infeksiyon olusturan bu tiiriin flukonazole direncli oldugu
bildirilmistir (44). Sandven ve ark. (53) 10 hastadan almis olduklar1 bogaz, kan, idrar
balgam, abdominal drenaj orneklerinden izole ettikleri C. norvegensis’in flukonazole

direncli oldugunu bildirmislerdir.

C. lipolytica: immun sistemi baskilanmis hastalarda ortaya ¢ikan firsatci patojen
bir tiirdiir. SDA’daki koloni morfolojisi kremsi, diizgiin kenarli olmakla birlikte burusuk
da olabilmektedir. Mikroskopik morfolojisi ise; yuvarlak veya oval goriiniimde, 3-6 x 4-
16 um boyutunda, musirunlu jelozda 25°C’de 72 saatte psodohifler septali, gercek

hiflerse kisa zincirlerde katlanan uzun blastokonidiyumlar seklindedir (30).

C. lucitaniae: Immun sistemi baskilanmis hastalarda firsatc1 patojen olarak
karsilagilmaktadir. SDA’daki koloni morfolojisi krema renginde, parlak diizgiin
kenarhidir. Mikroskopik morfolojisi ise; yuvarlak veya oval goriiniimde, 2-6 x 3-10 pm
boyutunda, misirunlu jelozda 25°C’de 72 saatte psddohifler azalan kisa zincirler halinde
olup uzayan blastokonidiyumlar gozlenir. Siklikla amfoterisin B’ye direngli olarak

rapor edilmektedir (30). Kemik iligi transplant alicilarinda sik goriiliir (3). Solunum

19



yollari, genitoiiriner yollar basta olmak iizere endojen kaynakli hastaliklar olusturur
(50). Goriilme sikliginin 1990’dan buyana %2-9 araliginda oldugu bildirilmektedir (44).

C. pelliculosa: Teleomorfu, Hansenula anomali ya da Pichia anomala olarak
adlandirilan ve askosporlariyla ¢ogalan bir mayadir (24). Siklikla toprak, bitki ve diger
organik bilesiklerde bulunmakla birlikte nadiren immun suprese hastalarda fungemiye
yol agmaktadir. Kalkanci ve ark. (54) ¢alismalarinda neonatal yogun bakim iinitesinde

yatan 4 bebegin kan kiiltiiriinden C. pelliculosa izole ettiklerini bildirmislerdir.

C. dubliniensis: 11k kez 1995’te yeni bir tiir olarak tammlanmstir. C. albicans
ile filogenetik agidan yakin akrabadir. SDA’da hamur kivaminda, krema renginde
piiriizsiiz koloniler olusturur. Misirunlu jelozda 25°C’de 72 saatte psodohif ve bazi
gercek hifler olusturur, bu besiyerinde klamidospor olusturma yetenekleri
incelendiginde C. albicans’in u¢ kistimda kalin ceperli, tek ya da nadiren ciftler halinde
klamidosporlar olusturdugu; C. dubliniensis’in ise ince duvarli, bol miktarda ikili, iiglii,
grup ya da zincir halinde klamidosporlar olusturdugu goézlenmistir (29). Septalarda
kiimelenmis yuvarlak blastokonidiyalar yer alir (30). Epidemiyolojik ¢aligmalarda tiim
diinyada yaygin oldugu, Human Immunodeficiency Virus (HIV)’la infekte hastalarda
orofarenjiyal infeksiyonlarla iligkili oldugu belirtilmektedir (33). Cimlenme borusu
olusturabilen bu mikroorganizmay1 C. albicans’tan ayiran baslica oOzellikleri; 42-
45°C’de tireyememesi ya da ¢ok zayif iiremesi, cok miktarda klamidospor iiretmesi ve

beta-glukosidaz aktivitesinden yoksun olmasidir (14, 24).

Sekil 2.9. C. dubliniensis’in misirunlu jelozda Sekil 2.10. C. albicans’in misirunlu jelozda
¢oklu klamidospor iiretimi. tekli ve ikili klamidospor tiretimi

20



2.1.7. Candida’larm Ureme Kosullari

Candida’lar, aerop kosullarda, zenginlestirilmis ya da minimal ortamda, 2-8
arasinda degisen pH ve 20-40°C arasindaki 1silarda iirerler. Biitiin tiirler glukozu
fermente eder, hic biri nitrat1 asimile edemez. Kiiltiirlerinde etanol, asetoin ve asetik
asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, piruvik asit, siiksinik asit gibi organik
asitlerden zengin metabolik son iiriinler olusur (24).

Candida tiirleri aerobik ortamda en iyi lireme gostermekle birlikte, yliksek
COy’li ortamda zayif da olsa iirerler. Tiim patojen tiirler 37°C’de iyi iiremekle birlikte,
bu 1s1 6zellikle C. albicans ve C. tropicalis gibi iki virulan tiir i¢in optimaldir. Cogalma
hizlan ortama gore degismekle birlikte C. albicans ve C. tropicalis i¢in 1 saatten daha

kisa bir stiredir (24).

2.1.8. Candida’larin Hiicre Yapisi

2.1.8.1. Hiicre iskeleti

Fungal iskelet, turgor basincina kars1 koyan dinamik bir sistemdir. iskelet, hiicre
duvart ve hiicre membrani ile baglantilidir. Iskelet bilesenlerinden olan mikrotiibiiller,
membranin dinamizminde rol alirlar. iskeletin bir diger bileseni olan aktin, sitoplazmik
akiskanliktan sorumludur. Miyozin ise, aktinle birlikte organellerin hareketliligini
saglar. Iskelet iceriklerinin birbirleri ile iligkileri acisindan Ca*™, Mg** ve H" iyonlariin
yogunluklar1 6nemlidir. Bu iyonlarin hiicre i¢ine giris ¢ikislart ile organellerin

hareketliligi ve hifsel uzama diizenlenir (24).

2.1.8.2. Hiicre Duvar1 ve Antijenik Yap1

Hiicre duvari, maya hiicresinin degisik yiizeylere tutunmasinda (adezyon)

dogrudan gorev alir. Duvar yapisinda bulunan bazi maddeler antifungal ajanlar i¢in
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hedef olustururken, bazilar1 aym zamanda immunolojik determinantlar1 tasir. Duvar
bilesenlerinin %80-90’1 karbonhidratlar, %5-15’1 protein ve %2-5’i lipidlerden olusur.
Karbonhidratlarin ise %20-30’u mannoprotein, %50-60’1 B-glukanlar ve %0,6-9’u kitin
yapisindadir (24).

2.1.8.3. Hiicre Membranm

Hiicre membrani tasidigi ozmo enzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dis
ortama gecisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi, duvar iceriklerinin sentezinde rolii olan
enzimler de membranda bulunur. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif
doniisiimii ve hifin uctan uzamasi) icin gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz,
adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de membranda yer alirlar. Candida’larin hiicre
membraninda; fosfatidil kolin, fosfatidil etanol amin, fosfatidil serin ve fosfatidil
inozitol gibi fosfolipidler bulunur. Tiim mantarlarda oldugu gibi, Candida’larin da
hiicre membraninda bulunan sterol, membran lipidlerinin %20’sini olusturur. Steroliin

995’1 ergosterol formundadir. Ergosterol, antifungal ilaclar i¢in en 6nemli hedeftir (24).

2.1.9. Candida’larin Virulans Faktorleri

A-Konak Hiicre Yiizeyine Tutunma (Adezyon)

Adezyon, mayanin konak ile iliski kurmasinda ilk basamagi olusturur. C.
albicans, aderansi en yiiksek tiir olmakla birlikte, ayn1 tiir icinde adezyon yetenekleri
farkli kokenler bulunabilir. Maya hiicresinin konak hiicre yiizeyine tutunmasinda
konagin hormonal ve immunolojik kosullarinin yan1 sira, mantarin yiizey 6zelliklerinin
de 6nemi vardir (24).

. Hiicre yiizeyinin hidrofobik 6zelligi: Negatif yiiklii yiizeylerin birbirini
cekmeleri, hidrofobik molekiillerin varligi ile miimkiindiir. Yiiksek galaktoz
yogunlugunda iireyenlerin yam sira, 25°C’de iireyen mayalarin ve hifsel formlarin

hidrofoblugu daha fazladir (24).
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. Yiizey adezinleri: Konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutunmada rolleri olan
molekiillerdir (24).

. iC3b reseptorii: Maya hiicre yiizeyindeki bu molekiil, konak hiicre yiizeyindeki
arjinin-glisin asparajin tabiatindaki reseptorlere tutunur. Bu molekiil memelilerdeki CR-
3 integrin reseptorleri ile benzerlik gosterir (24).

. C3d reseptorii: Komplemanin C3d komponenti icin reseptdr gorevi goren ve
memelilerdeki CR2 integrin reseptorii ile benzerlige sahip bir molekiildiir. Glukoz ve
mannan acisindan da zengin olup dzellikle plastik ylizeylere tutunmada rol alir (24).

. Fibronektin reseptorii: Konak hiicreye tutunmada Ca*™ iyonlarina bagimlilik
gosteren bir molekiildiir. C. albicans ve C. tropicalis kokenleri fibronektin reseptorleri
araciligi ile subendotelyal ekstra seliiler matriks proteinlerine tutunur (24).

. Ostrojen reseptorii: Ureme hormonlarinin vajen epitellerindeki glikojeni
artiric1 etkisi ve maya hiicrelerindeki Ostrojen reseptorleri, vajinal kolonizasyonu
kolaylastirir (24).

. Yapiskan mannoprotein: Bu glikoproteinin ifadesi, yiiksek galaktozlu ortamda
fibriller yapistmin artis1 ile paralellik gosterir. C. albicans’in mannoproteini ile
yiizeyinde fukoz bulunduran epiteller arasi iliski ilgi ¢ekicidir. Gerek *‘O’’ kan grubuna
sahip olan gerekse salgisal olmayip Lewis antijeni tasiyan bireylerin agiz ve vajen
epitellerinde bulunan fukoz ile Candida mannoproteinleri arasi birbirini tanimaya dayal
iligki belirtilen 6zellikteki kisilerde oral ve vajinal kandidemi egilimini agiklamaktadir
(24).

. Salgisal asit proteinaz: Konak hiicrelerinde invazyon ve kavitasyon gibi
olaylardan sorumlu olan bu enzim, ayni1 zamanda hiicrenin infeksiyonuna yol acan bir
adezyon faktoriidiir (24).

. Faktor 6 (Antijen 6): C. albicans serotip A kokenlerinde mannoprotein
katmaniin en diginda yer alan bir epitoptur (24).

. Laminin reseptorii: Bu reseptorlerin araciligi ile Candida’lar, aortik ve
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ligandlara tutunurlar (24).

. Fibrinojen baglayan proteinler: Bu reseptorler C. albicans'n GT ve hifsel
formunda bulunur. Ozellikle bobrek ve iiretral epitellere tutunmada rol alirlar (24).

. ALS (Agliitinin-like sequence) proteinleri: Bunlar, serin-treonin igeren

proteinler olup, insan yanak epitellerine ve fibronektine tutunmakta rol alirlar. ALS 1 p
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proteini Ozellikle infeksiyonun erken doneminde maya hiicresinin agiz mukozasina
tutunmasindan sorumludur (24).
. HWP 1 P ve INT-1 proteinleri: Bu proteinler, maya formundan hifsel forma

geciste ve insan yanak epitellerine tutunmada rol almaktadir (24).

B-Maya-Hif Dimorfizmi

Ozellikle C. albicans kokenlerinde kromozomal diizeyde 6nemli degisiklikler
olabilmektedir. Bu degisikliklerin yansimalar1 arasinda yer alan dimorfizm, maya-GT
(hif) doniisiimiinii belirleyen bir siire¢ olup 6nemli bir virulans faktoriidiir. Bu siireci
etkileyen dig faktorlerden CO,, pH (7,5-8,0), 1s1 (37°C); N-asetil glukoz, prolin ve
aminoasitler maya hiicresinin membranindaki reseptorler tarafindan algilanan sinyaller
olup hiicre igine iletilirler. Hiicre icinde cAMP, cGMP ve bazi iyonlarin miktarlarinda
degisiklikler meydana gelir. Olusan iyon akimi sonucunda hifsel uzama gerceklesir.
Hifsel forma doniisiimiin ilk basamagi GT dir. Sinyalizasyon zayif, 1s1 ve pH diisiik ise
septum yapimi gecikir, iyon akimi olmaz ve daha plastik bir duvar olusur ve buradan

disart dogru balonlagsma sonucu kiiresel hiicre (tomurcuk) sekillenir (24).

C-Fenotipik Degisim

C. albicans kokenlerinde yiiksek siklikta spontan fenotipik degisim saptanmaistir.

Bu degisim, baslica iki kategoride gerceklesmektedir (24).

a) Kolonilerdeki White-Opaque (w-0) (beyaz opak) degisimi, 10* siklikta olusur
ve koloni diizeyinde oldugu kadar mikroskopik olarak da hiicrelerin kiiresel ya da
uzamis sekilde farkli goriintiilerine yol agar (24).

b) Koloni morfolojisinde 102, 107 siklikta olusan degisim sonucu ‘‘Smooth”(s)
(diizgiin ytizeyli) tipinden miselyal forma, yildiz tipi, halka tipi gibi degisik formlara
degisim olabilir. In vivo kosullarda da gergeklesen bu durumun, antifungal ilaglara kars

direng gelisiminde etkili oldugu belirtilmektedir (24).
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D-Salgisal Aspartil Proteinazlar (SAP)

Kimyasal 6zelliklerinden dolay1 karboksil proteinaz, asit proteinaz isimlerini de
alan salgisal aspartil proteinaz, asit pH’da ve nitrojen kaynag olarak bir proteinin
bulundugu ortamda salgilanir. Enzim, C. albicans kokenlerinin ¢ogu tarafindan ve daha
az oranda C. tropicalis ve C. parapsilosis kokenlerince iiretilir. C. kefyr, C. krusei, C.
glabrata, C. guilliermondii ise nadiren salgilar. Proetinaz; serum albumini, ovalbumin,
hemoglobin, keratin, kollajen, laminin, fibronektin, immiinglobulin (Ig) A, IgG’nin Fc
kismi ve komplemanin C3 bilesenini hidrolize ederek, basta C. albicans olmak iizere
Candida kokenlerinin dokularda invazyon olusturma yeteneklerini artirici etki
gostermektedir. C. albicans kokenlerinde bu enzimleri kontrol eden SAP 1, 2, 3 genleri
maya hiicrelerinde; SAP 4, 5 ve 6 genleri ise hifsel formlarda ifade bulmaktadir.
Bunlardan SAP 1 ve 3 yalnizca oral kandidozlu hastalarda saptanirken; 2, 4, 5 ve 6 hem
tasiyicilarda hem de aktif oral kandidozlularda saptanmstir. C. tropicalis kokenlerinde

de SAP 1-4 genleri ve C. dubliniensis'de ise 7 farkli proteinaz saptanmistir (24).

E-Fosfolipazlar

Maya ve hifsel formdaki C. albicans kokenlerinin %79 unda fosfolipaz
aktivitesi saptanmistir. Bu enzimler 6zgiil olarak kopardiklan ester baglarina gore A, B,
C ve D olarak siniflandirilmaktadir. B en sik saptanan siiftir ve hem hidrolaz hem de

lizofosfolipaz transagilaz etkinliklerine sahiptir (24).

F-Not 5 Proteini

CCR-NOT kompleksinde yer alan NOT 5 geni tarafindan kodlanan bu
proteinin, C. albicans kokenlerindeki bazi virulans faktorlerinin transkripsiyonunda
diizenleyici role sahip oldugu saptanmistir. Bu iiriin, mantarin hif olusturmasindan,
sodyum dodezil siilfat deterjanina direncinden ve insan yanak epitellerine

tutunmasindan sorumludur (24).

25



G-Biyofilm

Biyofilmler, bir yiizeye tutunan ve dis polimerik matriks icinde gomiilii olarak
bulunan mikrobiyal topluluklardir. C. parapsilosis santral venoz katateri bulunan
hastalarda katater yiizeyinde olusturdugu biyofilm nedeniyle daha sik soyutlanmaktadir
(50).

2.1.10. Patogenez

Kandidemi; kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan
kiiltiiriinde Candida cinsi maya hiicrelerinin iiremesi, mikoz; mantarlarla meydana
gelen hastaliklar, kandidoz ise Candida cinsine ait tiirlerce meydana getirilen
hastaliklara verilen genel isimdir. Candida normal kosullarda, 6zellikle gastrointestinal
olmak iizere, florada bulundugundan infeksiyonlar1 cogu kez endojen kaynaklidir.
Genellikle infeksiyondan 6nce florada bulunan mantar o bolgede kolonize olur ve daha

sonra infeksiyon gelisir (24).

2.1.11. Kandidozlarin Simiflandirilmasi

Kandidozlar, ylizeyel ve derin/sistemik kandidoz olarak iki grupta
siiflandirilabilir. Yiizeyel kandidozlar deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢
organ ve sistemlerin infeksiyonlaridir. Yiizeyel kandidozlarda Candida deri veya
mukozadaki bir ¢atlaktan yalanc hifleri ile doku i¢ine girer, yalanct hifler ve bunlardan
tomurcuklanma ile olugan blastokonidiyumlari ile dokuya yayilir. Derin veya sistemik
kandidozlarda c¢ogu kez Once gastrointestinal kanalda bir kolonizasyon vardir.
Gastrointestinal mukozay1 gecerek veya baska yolla kana ulasan mantar, fagositik
etkinligi yetersiz olan hastalarda kanda ¢ogalip hemen hemen her organ veya sisteme

yerlesebilir (3).
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2.1.11.1. Yiizeyel Kandidozlar

> Agiz Kandidozu: Dudaklar, dil, damak, disetleri, yanak mukozas1 olmak iizere
agzin her yerinde gelisebilir. Genellikle lezyonlar pamuk¢uk seklindedir. Daha ¢ok
antibiyotik veya kortikosteroit kullanan hastalar, diyabetikler veya hiicresel bagisiklik
bozuklugu gosteren hastalarda gelisir. AIDS hastalarinin biiyiik bir boliimiinde goriiliir.
Yenidoganda goriilen agiz kandidozunda infeksiyon kaynagi genellikle infekte anne
vajinasidir (3).

> Genital Kandidoz: Vulvovajinitlerin en sik etkenlerinden biri Candida'dir.
Vulvovajinal kandidoz, daha ¢ok dogurganlik ¢agindaki kadinlarda goriiliir. Genis etki
alanli antibiyotik kullanimi, dogum kontrol hapi kullanimi, DM ve gebelik onemli
zemin hazirlayan faktorleridir (3).

> Deri Kandidozu: Derinin daha ¢ok koltukalti, memealti, aniis cevresi, el ve
ayak parmak aralar gibi sicak ve nemli kat yerlerinde goriiliir. Sismanlik, DM, travma
veya maserasyon zemin hazirlayan faktorleridir. Lezyonlar, ylizeyel erozyonlar
seklinde kizarik ve nemli olup bazilarinda vezikiiller geligebilir. El parmak aralarinda
goriilen kandidoz daha cok bir meslek hastaligidir. Elleri siirekli nemli kalan ev
kadinlari, bulasik yikayicilar, camasirhane isgileri, asgilar, konserve isgileri ve
balik¢ilarda sik goriiliir (3).

> Onikomikoz: Candida'ya baglh tirnak infeksiyonu ellerde daha sik goriiliir.
Tirnak ile birlikte tirnak c¢evresindeki yumusak dokunun da infekte olmasi
karakteristiktir (3).

> Kronik Muko-Kiitan6z Kandidoz: Genellikle erken c¢ocukluk doneminde
baslayan, hiicresel immun yetmezlikle iliskili bir hastaliktir. Deri ve/veya mukozalarin
bir bolgesinde veya her yerinde siiregen yiizeyel kandidoz lezyonlan ile karakterize

olup antifungal tedavi etkisizdir (3).

2.1.11.2. Derin/Sistemik Kandidozlar

Derin/sistemik kandidoz, kandidemiyi izler. Kandidemiye (Kanitlanmig organ

tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan kiiltiirinde Candida cinsi maya hiicreleri
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iiremesi) neden olan faktorler; santral damar kataterleri, cerrahi girisimler, aspirasyon,
deri veya gastrointestinal mukozadaki harabiyet ve damar ici narkotik madde
kullanimidir. Konak savunmasinin normal oldugu durumlarda, kandidemi gecici olup
viicut kisa siirede mantar1 kandan uzaklastirir. Buna karsilik, yetersiz fagositik etkinlik
durumlarinda Candida kandan uzaklastirilamaz. Mantar kanda ¢ogalip herhangi bir
organ veya sisteme yerleserek infeksiyon odaklar1 olusturur. En sik tutulan organlar,
bobrekler, deri, goz, kalp, karaciger, dalak ve beyin zarlaridir (3).

Sistemik kandidoz en sik kortikosteroit veya baska immunosupresif ilag
kullanan 16semi, lenfoma ve aplastik anemi gibi hematolojik hastaliklar1 olan ve kronik

graniilomat6z hastalikli kisilerde goriiliir (3).

2.1.12. Candida infeksiyonlarinin Tamsimda Kullamlan Serolojik Yontemler

Kan kiiltiirlerinin negatif ¢ikmasi ya da gec¢ pozitif vermesi ve biyopsi gibi
invazif islemlerin durumu agir hastalardaki sinirli uygulanmasi gibi nedenlerle rutin tani
yaklagimlart yetersiz kalabilmektedir. Gerek bu nedenlerden dolay1 Candida
infeksiyonlarinin tanisinda, gerekse infeksiyonlarin kategorik ayriminda ve tedavi
yaklagiminda yardimci olmak amaciyla serolojik testlerden yararlanilma yoluna

gidilmistir (55).

2.1.12.1. Antikor Saptanmasi

Kaba Ekstrelere Karsi Olusan Antikorlarin Saptanmasi

Bu antikorlarin saptanmasi amaciyla pasif hemagliitinasyon ve presipitasyon
testleri kullanilmaktadir. Daha ¢ok 1960 ve 1970’li yillarda uygulanan bu yontemlerde

kullanilan antijenlerin iyi karakterize edilemedigi, dahasi laboratuvarlar arasinda verimli

sonuclar alinabilecek kadar iyi standardize edilemedigi belirtilmektedir (55).
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Sitoplazmik Antijenlere Karsi1 Antikorlarm Arastirilmasi

Invazif ve yiizeyel kandidemi ayriminda serolojik testlerden daha fazla
yararlanmak amaciyla Candida’larin sitoplazmik antijenlerinin saflastirilmast ve
ozelliklerinin belirlenmesiyle ilgili yapilmis olan ¢aligmalarda 40-60 kDA arasinda

degisik antijenler izole edilmistir (55).

Hiicre Duvari (Mannan) Antijenine Kars1 Antikor Arastirilmasi

Hiicre duvarinda bol miktarda bulunan mannan, polisakkarit yapisinda bir
antijendir. Radyo-immun-assay (RIA) ve ELISA ile anti-HDM antikorlarinin invazif
infeksiyonlular kadar, saglikli insanlarin serumunda da varligi gosterilmistir. Kantitatif
ELISA yontemlerinin gelistirilmesi ve birden ¢ok serum orneklerinin test edilmesi gibi
yollarla anti-HDM testinin kantitasyonu ve dolayisiyla duyarlilik ve o6zgiilliigiiniin

arastirilmasi saglanmaya ¢alisilmaktadir (55).

Miselyal Faz Antijenlerine Kars1 Antikor Varh@inin Arastirilmasi

C. albicans’in miselyal fazinin, doku invazyonunda 6nemli bir virulans faktorii
oldugu anlagilmistir. Bu basta olmak iizere, C. albicans’in maya formuna kars1 kemik
iligi nakli yapilanlar ile normal saglikli kisilerin en az %50’sinde aym diizeyde antikor
saptanmig olmasi gibi nedenlerle, 6zellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda,
mantarin GT antijenine karsi antikor varligi arastirilmustir. indirekt immunofloresan
yontemine dayali caligmalarin sonuglarina gore; bu antikorun saptanmasinin invazif,
yiizeyel infeksiyonlarin ayrimi ve Onceden geg¢irilmis bir infeksiyonun varligir ya da
infeksiyonun olmadigi durumun belirlenmesinde ve erken tami ve kemik iligi nakli

oncesinde uygun tedavi yonteminin se¢iminde yararl olabilecegi belirtilmektedir (55).

2.1.12.2. Antijen Saptanmasi

Giintimiizde fungal antijenleri tespit icin kullanilan bir¢cok test (EIA,

Radyoimmunosorbant-RIS, Lateks Aglutinasyon-LA gibi) mevcuttur. Kandidemi
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tanisinda antijen saptanmasi D-arabinitol Candida tiirlerinin bir metabolitidir ve invazif
kandidemide biyokimyasal belirte¢ olarak kullanilmaktadir. D ve L-arabinitol normalde
insan serumunda ve idrarinda bulunmaktadir. Candida tiirlerinin D-arabinitol
olusturmasi nedeniyle invazif kandidemide bu metabolitin seviyesinde yiikselme tespit
edilir. Bunun disinda sitoplazmik enolaz, hiicre duvarinda bulunan mannan,
mannoprotein gibi dolasimda bulunan Candida antijenleri de invazif kandidemi

tanisinda kullanilabilir (24).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismanin cesitli asamalarinda kullanilan, laboratuvarda mevcut olan ya da

BAP destegi ile satin alinan demirbas ve sarf malzemelerin listesi asagidadir.

3.1. Kullamlan Cihazlar

e Bakteriyolojik inkiibator (Memmert, Almanya)

e Santrifiij (ROTINA V20, 2000-5000 rpm)

e Vortex (NM-110)

e Giivenlik kabini (II. Seviye, Nuaire Biological Safety Cabinets, ABD)

¢ Otoklav (Niive-OT 020)

e Hassas terazi (Sartorius, Kanada)

e Pasteur Firim1 (Memmert UE 500)

¢ Basit 151k mikroskobu (Olympus, Japonya)

e Buzdolabi (Ev tipi, Ugur, Tiirkiye)

e Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)

¢ Fotograf makinesi (C7070, Olympus, Japonya)

e Otomatik mikro pipet, 1000 pl (Gilson, Fransa)

e Otomatik mikro pipet, 100 pl (Gilson, Fransa)

e Yatay calkalayic1 (IKA® VIBRAX VXR basic, Brezilya)

o Sterifil Aseptic System (Steril edilebilir membran filtrasyon iinitesi)
(Millipore, ABD) (Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi BAP-SBE T™M
(MS) 2009-1 YL nolu proje kapsaminda temin edilmistir)

e Vakum basing pompast (Millipore, ABD) (Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi BAP-SBE TM (MS) 2009-1 YL nolu proje kapsaminda temin

edilmistir)

31



3.2. Kullanilan Sarf Malzemeleri

e Falkon tiip 50 ml (ISOLAB)

e Tek kullanimlik enjektor filtresi 0,45 pm (Whatman, ABD)

e Tek kullanimlik enjektor filtresi 0,20 pm (MFS, Japonya)

e Petri kaplar1, preparat saklama kutusu, 6zeler, ependorf tiipler, enjektor

e MF, MCE) 1,2 um, 47 mm diiz beyaz membran filtre (Millipore, ABD)
(Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi BAP-SBE TM (MS) 2009-1 YL
nolu proje kapsaminda temin edilmistir)

e MF, (MCE) 0,22 um, 47 mm diiz beyaz membran filtre (Millipore, ABD)
(Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi BAP-SBE TM (MS) 2009-1 YL
nolu proje kapsaminda temin edilmistir)

e (Cam malzemeler,
= Mikroskop lami1
. Mikroskop lameli (20 x 20 mm)
= Deney tiipii (cam, vida kapakli, 16 x 100 mm)

3.3. Kullanilan Standart Suslar

a) C. albicans  ATCC 90028
b) C. albicans  ATCC 10235
c) C. tropicalis RSKK 02011

Standart suslarin tamanmu T.C. Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Bagkanligi’ndan liyofilize sus olarak temin edilmistir. Kullanmadan 6nce 1 ml
distile su ile rehidrate edilen suslar SDA’ya ekilerek 37°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Ureyen kolonilerden her deneyde tek sefer kullanilmak iizere %0,9’luk

serum fizyolojik i¢eren steril ependorf tiiplerde saklamaya alinmistir.

32



3.4. Kullanilan Hazir Toz Besiyerleri, Kimyasal Maddeler, Kullamma Hazir
Ticari Besiyerleri, Kan ve Kan Uriinleri, Hazirladizinmz Deney Ortamlarimz

(DO)

3.4.1. Hazir Toz Besiyerleri

e Mueller-Hinton Broth (MHB) [(MERCK, Almanya)]

e Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) [(HiMedia, Hindistan)]
e Misirunlu Agar (MUA) [(HiMedia, Hindistan)]

e Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) [(HiMedia, Hindistan)]

3.4.2. Kimyasal Maddeler (Yiizey Gerilimini Azaltic1 Maddeler)

e Tween80 (MERCK, Almanya)

e  Sigir safrasi

Sigir safrasi stogu: Mersin Biiyiiksehir Belediyesi Mezbahasi’ndan temin
edilmistir. Steril balon icine alinmis olan safra giivenlik kabininde, etilen oksit ile steril
edilmis kurutma kagitlarindan 10 kez gegirilerek kaba siizme islemine tabi tutulmustur.
Daha sonra 0,20 um’lik membran filtre ile siiziilerek steril edilmistir. Elli ml’lik steril
falkon tiiplere béliinerek c¢aligmada kullanmak iizere -25°C’de derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Kullanmadan once derin dondurucudan c¢ikartilarak ev tipi

sogutucuda bir gece bekletilerek ¢oziinmesi saglanmistir.

3.4.3. Kullammma Hazir Ticari Besiyeri

CHROMAgar Candida (Becton Dickinson, Almanya)
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3.4.4. Kan ve Kan Uriinleri

SS, Seroloji serumu: Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda testleri calisilmigs ve tibbi atifa ayrilmis non-steril serumlarin 50
ml’lik steril falkon tiiplerde havuzlanmasiyla olusturulmustur. Eksi 25°C’de muhafaza
edilen havuzlanmis seroloji serumu deneysel caligmalarda kullanilmadan 6nce ev tipi

sogutucuda bir gece bekletilerek ¢oziinmesi saglanmistir.

KDS, Havuzlanmus kan donér serumu: Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan Merkezi’nden temin edilmistir. Dondr tarama
testleri (HBsAg, Anti-HCV, Anti-HIV 1+2, VDRL) calisilmis ve infektif reaksiyon
veren Ornekler ayiklandiktan sonra serumlar 50 ml’'lik steril falkon tiiplerde
havuzlanarak -25°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Deneysel ¢aligmalarda
kullanmadan once derin dondurucudan c¢ikartilarak ev tipi sogutucuda bir gece

bekletilerek ¢oziinmesi saglanmustir.

TDP, Taze donmus plazma: Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Kan Merkezi’nden raf émrii dolmus 1 iinite TDP temin edildikten
hemen sonra 50 ml’lik steril falkon tiiplere béliistiiriilerek -25°C’de derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Deneysel caligmalarda kullanilmadan once derin dondurucudan

cikartilarak ev tipi sogutucuda bir gece bekletilerek ¢oziinmesi saglanmustir.

3.4.5. Germ Tiip Testi icin Hazirladigimz Deney Ortamlarimz

. MUTA: %2 Tween80’li Misirunlu Agar

o MUS: %75’lik Misirunlu DO

o S-MUS: %25 Safrali Misirunlu DO

. TDP-MUS: %25 Taze Donmug Plazmal1 Misirunlu DO
. SS-MUS: %25 Seroloji Serumlu Misirunlu DO

o KDS-MUS: %25 Kan Donér Serumlu Misirunlu DO

o T-MUS: %25 Tween80’li Misirunlu DO
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. MHB: Mueller-Hinton Sivi Besiyeri DO

. S-MHB: %10 Safral1 Mueller-Hinton DO

o T-MHB: %10 Tween80’li Mueller-Hinton DO

. SDB: Sabouraud Dekstroz Sivi Besiyeri DO

o T-SDB: %10 Tween80’li Sabouraud DO

. S-KDS: %10 Safrali Kan Don6r Serumu DO

o T-KDS: %10 Tween80’li Kan Donér Serumu DO

° T20-KDS: %20 Tween80’li Kan Donor Serumu DO
. S-TDP: %10 Safrali Taze Donmug Plazma Deney Ortami
. T-TDP: %10 Tween80’li Taze Donmus Plazma DO
o S-SS: %10 Safrali Seroloji Serumu DO

. T-SS: %10 Tween80’li Seroloji Serumu DO

o SDA: Sabouraud Dekstroz Agar

3.5. Kullanilan Besiyerleri ve Deney Ortamlarmin Hazirlanmasi

3.5.1. MUTA, %2 Tween80’li Misirunlu Agar’in Hazirlanmasi

Candida tirlerinin gercek hif, yalanct hif ve klamidospor yapilarinin

incelenmesinde kullanilan genel amacl besiyeridir.

Misirunu infiizyonu 2,0 g/L
Agar 15 g/L

Toz besiyeri 17,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak eritildi. Bir
litreye 20 ml Tween80 eklendi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika dk sterilize edildi ve
steril petri kutularna 12,5’er ml dokiildii. Deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.2. MUS, %75’lik Misirunlu DO’min Hazirlanmasi

Misirunlu agar modifiye edilerek hazirlanmistir (17). Misirunlu agardan steril
balon jojeye 17 g tartilip 1 L soguk distile suyla karistirildiktan sonra +4°C’de bir gece
yatay karistiricida birakildi. Ertesi giin ¢6ziinmeyen partikiiller 0,20 pm membran filtre
ile uzaklastirildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi. U¢ kissm MUS ve bir
kisim distile su olacak sekilde hazirlanan sivi karisim 2 ml’lik steril ependorf tiiplerine
boliinerek kullanima hazir hale getirildi. Deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.5.3. S-MUS, %25 Safralh Misirunlu DO’min Hazirlanmasi

MUS 75 ml
Safra 25 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.5.4. TDP-MUS, %25 Taze Donmus Plazmalh Misirunlu DO’nin

Hazirlanmasi

MUS 75 ml
TDP 25 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.5. SS-MUS, %?25 Seroloji Serumlu Misirunlu DO’nin Hazirlanmasi

MUS 75 ml
SS 25 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.5.6. KDS-MUS, %25 Kan Donor Serumlu Misirunlu DO’nin

Hazirlanmasi

MUS 75 ml
KDS 25 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.5.7. T-MUS, %25 Tween80’li Misirunlu DO’nin Hazirlanmasi

MUS 75 ml
Tween80 25 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. iki

ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.8. MHB, Mueller-Hinton Siv1 Besiyeri DO’min Hazirlanmasi

Et oziiti 300 g/L.
Kazein asit hidrolizat 17,50 g/L
Nisasta 1,5 g/LL

Toz besiyerinin 21 grami 1000 ml distile suda siispanse edildi. Kaynayana kadar
wsitilarak suda ¢oziindiiriildii. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi ve iki mI’lik
steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de buzdolabinda

saklanda.

3.5.9. S-MHB, %10 Safralh Mueller-Hinton DO’nmin Hazirlanmasi

MHB 90 ml
Safra 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.5.10. T-MHB, %10 Tween80’li Mueller-Hinton DO’min Hazirlanmasi

MHB 90 ml
Tween80 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.11. SDB, Sabouraud Dekstroz Sivi Besiyeri DO’nmin Hazirlanmasi

Pepton 10 g/LL
Dekstroz 20 g/LL

Toz besiyerinin 30 grami 1000 ml distile suda siispanse edildi. Kaynayana kadar
1sitilarak suda ¢oziindiiriildii. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi ve 2 ml’lik steril
ependorf tiiplerine boliindii. Deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de buzdolabinda

saklandu.

3.5.12. T-SDB, %10 Tween80’li Sabouraud DO’nin Hazirlanmasi

SDB 90 ml
Tween80 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.5.13. S-KDS, %10 Safrali Kan Donor Serumu DO’min Hazirlanmasi

KDS 90 ml
Safra 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. iki

ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.14. T-KDS, %10 Tween80’li Kan Donor Serumu DO’min Hazirlanmasi

KDS 90 ml
Tween80 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.5.15. T5-KDS, %20 Tween80’li Kan Donor Serumu DO’min Hazirlanmasi

KDS 80 ml
Tween80 20 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.5.16. S-TDP, %10 Safral Taze Donmus Plazma DO’nin Hazirlanmasi

TDP 90 ml
Safra 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. iki

ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.17. T-TDP, %10 Tween80’li Taze Donmus Plazma DO’nin

Hazirlanmasi
TDP 90 ml
Tween80 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. Iki
ml’lik steril ependorf tiiplerine béliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.5.18. S-SS, %10 Safrah Seroloji Serumu DO’min Hazirlanmasi

Seroloji serumu 90 ml

Safra 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. ki
ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullamilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.5.19. T-SS, %10 Tween80’li Seroloji Serumu DO’min Hazirlanmasi

SS 90 ml
Tween80 10 ml

Olacak sekilde steril falkon tiiplerde vorteksle 5 dk karistirilarak hazirlandi. iki

ml’lik steril ependorf tiiplerine boliinerek deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
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3.5.20. SDA, Sabouraud Dekstroz Agar’in Hazirlanmasi

Besiyerleri mikrobiyoloji laboratuvarina bagl besiyeri iinitesinde hazirlanmistir.
Besiyerleri 90 mm c¢apindaki petrilere dokiildiikten sonra kalite kontrolleri yapilarak

calismada kullanilmstir.

Papain enzimi ile islenmis soya unu 10 g/LL
Dekstroz 10 g/LL
Agar 15 g/L

Toz besiyerinden 35 g 1000 ml distile suda siispanse edildi. Kaynayana kadar
1sitilarak suda coziindii. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Petri kaplarina
12,5’er ml dagitildi.

3.5.21. Modifiye Tuz Tolerans Testi Besiyerinin Hazirlanmasi

Bu deney ortam1 Akgiil (56)’iin ¢alismasinda oldugu gibi yiiksek tuz yogunlugu
kullanmak yoluyla modifiye edilerek hazirlanmistir.
SDA icine %6,5 tuz eklenerek 121°C’de 15 dk steril edildi ve steril petri

kutularina 12,5’er ml dokiildii.

3.6. Germ Tiip Deneyi icin Uygulanan Yontemler

A- Subkiiltiirden GT deneyi: Kan kiiltiirii ve diger klinik 6rneklerden izole
edilen C. albicans, C. tropicalis ve C. dubliniensis suslar1 SDA’ya ekilerek 37°C’de bir
gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin sub kiiltiirii yapilan bu maya kolonilerinden i¢inde
9%0,9’luk serum fizyolojik (SF) iceren 2 ml’lik steril ependorf tiiplere igne Oze ile
alinarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Ependorf tiiplerde muhafaza edilen C. albicans, C. dubliniensis ve C. tropicalis

suslan deneylerde kullanilmadan 6nce vorteksle bir dk karistirnnlmistir. Daha sonra maya
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siispansiyonlar1 SDA’ya pasajlanarak 37°C’de 24-48 saatligine inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda SF ile 2 McFarland yogunlukta maya siispansiyonlari
hazirlanmistir. GT deneylerinde kullanilacak olan besiyerleri ve deney ortamlar1 da
hazirlandiktan sonra maya siispansiyonundan 50 pl ve besiyerinden 1 ml alinarak
37°C’de GT deneyleri uygulanmistir. Deney siirelerinin sonunda steril lam {izerine
otomatik pipetle 20 pl maya siispansiyonu konulup tizeri steril bir lamelle kapatilarak
X40’lik 151k mikroskobunda incelenmistir. Deneyler 2 saat boyunca her 15 dk’da bir ve

daha sonra saat basi olmak iizere toplam 4 saat takip edilerek yapilmistir.

B- Kan Kkiiltir siselerinden dogrudan GT deneyi: Calismada
mikrobiyoloji laboratuvarina kiiltiir icin gonderilen BACTEC kan Kkiiltiir siseleri
(Yetiskinler i¢cin BACTEC Plus+Aerobic/F, cocuklar icin BACTEC Peds Plus/F)
kullanilmistir. Kan kiiltiirleri BACTEC-9120 (Becton-Dickinson, Ingiltere) otomatik
inkiibator sisteminde takip edilmistir. Pozitif sinyal veren ve Gram boyama ile maya
hiicreleri saptanan siselere kiiltiiriinde daha Once maya iiremesi olup olmadigina
bakilmaksizin dogrudan GT deneyi uygulanmistir. Dogrudan GT deneyi icin maya (+)
saptanan kan kiiltiir siselerinden alian 0,5 ml 6rnek iclerinde 0,5 ml besiyeri bulunan
cam deney tiiplerine inokiile edilerek 37°C’de GT deneyleri uygulanmistir. Koloniden
ve kan kiiltiir 6rneklerinden yapilan GT deneylerinde Hilmioglu ve ark. (57)'nin
calismasinda oldugu gibi X40’lik 151k mikroskobunda incelenen 100 maya hiicresinden
en az 1’i cimlenme borusu olusturmus ise GT pozitif kabul edilmistir.

2005-2007 yillar1 arasinda Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari’nda API ID 32 C (Bio-Merieux,
Fransa) ile C. dubliniensis tanisi konmus olan tiirlere C. albicans ve C. dubliniensis

ayrim1 yapmak i¢in 42°C’de lireme deneyi ve tuz tolerans testi uygulanmistir.

3.7. Calisma Orneklerinin Kaydedilmesi

Orneklerin toplanmasi, kaydedilmesi, laboratuvar calismalarinda kolaylik

saglamasi bakimindan calisma Orneklerinin kodlanmasi planlanmistir. Bunun igin
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laboratuvara gonderilen klinik 6rneklerin rutin tanisinda kullanilan laboratuvar kayit
defterinde 6rneklere verilen kayit numaralar1 esas alinmistir.

Ornegin; 3976 kayit numarasi doku 6rnegi olup cocuk cerrahisi servisinde yatan
hastaya ait klinik ornektir. Bu hastanin doku 6rneginde C. albicans tiirii maya izole

edilmistir.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Her deneysel ¢alismadan sonra belirlenen GT sayilar1 hesaplanarak bilgisayarda
Microsoft Excel programinda hazirlanan tablolara yazilmistir. Hazirlanan veriler ¢ok
gruplu oran karsilastirmasi yaparken Marascuillo procedure diizeltilmesi yontemi
kullanilmistir (58). Toplam 16 C. albicans susunun ¢alisildigi koloniden ve dogrudan
GT deneyi sonuglarinin karsilagtirllmasinda; hazirlanan veriler SPSS 11.5 programina
girilerek iki oran karsilastirmasi i¢in “z testi yontemi” uygulanmistir (59).

Asagidaki Cizelge 3.1.’de sonuglarn kaydetmede kullanilan Excel c¢alisma

tablosu 6rnegi gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Sonuglarin kaydedildigi ¢izelge 6rnekleri.

DENEY ORTAMI: KDS C. albicans DENEY ORTAMI: SS C. albicans
Kayit Siire (dk) Kayit Siire (dk)
No | 15(30|45|60|75|90] 105|120 180 | 240 No | 15(30|45|60|75|90] 105|120 180 | 240
1 ATCCH . + [+ |+ | + + + + 1 ATCCH . + [+ [+ ] + + + +
10235 10235
2 ATCCH + [+ |+ | + + + + 2 ATCCH + [+ [+ ] + + + +
90028 90028
313976 | - | - | - |- |+ |+]| + + + + 313976 | - | - | - | -1|-|- - + + +
41380 | - |- |-|-|-|+]+ + + + 41380 | - |- |-|-|-]-1]+1]H+ + +
S| ISI7T | - | - |- -|-|+]|+ + + + S| ISI7T | - | - |- |- |-+ + |+ + +
6111606 | - | - | - |- |+ |+| + + + + 6111606 | - | - | - |- |- |+ | + | + + +
T15695 | - |- |-|-|-|+]+ + + + TL15695 | - |- |-|-|-|+]+ ]+ + +
81380 | -|-|-|+ 813890 | - [ -1|-|-]-1]-+-
9 83 - -] -] - 9 83 N
10| 683 S N N N O + + + 10| 683 EO N N I
11| 327 S N N N O + + + 11| 327 S N N e e e 2 + + +
12 96 -l - - - - -] + + + 12 96 EE T I I A + + +
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4. BULGULAR

Mart-Agustos 2009 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na kan kiiltiirii i¢in gonderilen 6rneklerden 105 maya susu,
C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC 10235, C. tropicalis RSKK 02011
standart suslar1 ve ayn1 donemde diger klinik 6rneklerden izole edilen 73 Candida susu
calisma kapsamina alinmistir.

Calismaya alman 105 kan kiiltiir 6rneginden konvansiyonel yontemlerle ve
gerektiginde API ID 32 C hizli asimilasyon kitleriyle toplam 23 farkli hastadan 83 tane
C. parapsilosis, 10 farkli hastadan 16 tane C. albicans, 2 farkli hastadan 4 tane C.
tropicalis, 1 hastadan 1 tane Cryptococcus albidus ve 1 hastadan 1 tane Geotrichum
capitatum izole edilmistir. Kan kiiltiirlerinden izole edilen mayalarin servislere gore

dagilimlan Cizelge 4.1."de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kan kiiltiiriinden izole edilen mayalarin servislere gore dagilimi.

(n=105) Sus sayis1 Hasta sayisi
C. parapsilosis (n=83) 83 23
Genel cerrahi 28 5 farkli hasta
Cocuk hastaliklar1 17 7 farkli hasta
Genel yogun bakim iinitesi 10 1 hasta
Kadin hastaliklar1 ve dogum 6 1 hasta
Neonataloji 5 2 farkli hasta
Kardiyoloji 5 1 hasta
Cocuk yogun bakim tinitesi 4 2 farkli hasta
Beyin cerrahisi 4 1 hasta
Noroloji 2 1 hasta
Nefroloji 1 1 hasta
Enfeksiyon hastaliklar1 1 1 hasta
C. albicans (n=16) * 16 10
Cocuk hastaliklar1 7 3 farkl hasta
Genel cerrahi 4 3 farkli hasta
Enfeksiyon hastaliklari 2 1 hasta
Hematoloji 2 2 farkli hasta
Beyin cerrahisi 1 1 hasta
C. tropicalis (n=4) 4 2
Genel cerrahi 3 1 hasta
Enfeksiyon hastaliklari 1 1 hasta
C. albidus (n=1) 1 1
Enfeksiyon hastaliklari 1 1 hasta
G. capitatum (n=1) 1 1
Hematoloji 1 1 hasta

* Hastalarin birinden C. albicans ile birlikte Trichosporon asahii’de izole edilmistir.
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Kan kiiltiirleri en erken birinci giin, en gec altinci giin pozitif sinyal (ortalama
1,97 giin=47,28 saat) vermistir.

KDS’ler 192 erkek (yas ortalamasi 35,34), 4 kadin (yas ortalamasi 48) toplam
196 saglikli kan donoriinden temin edilmistir.

Diger klinik orneklerden izole edilen 73 Candida susu; 58 C. albicans, 10 C.
tropicalis, 5 C. dubliniensis’ten olusmustur. Bu suslarin servislere gore dagilimi Cizelge

4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis olarak tanimlanmis
73 susun servislere gore dagilimi.

Servisler - A‘det. —
C. albicans | C. tropicalis | C. dubliniensis
Cocuk acil 9 0 1

Gogiis hastaliklart

Hematoloji

Gogiis cerrahisi

Nefroloji
Onkoloji

Noroloji

Reanimasyon

Genel cerrahi

Kardiyoloji

Beyin cerrahisi

Cocuk hastaliklar1
Kardiyovaskiiler cerrahi
Acil

Cocuk cerrahisi
Endokrin

Dahiliye

Dermatoloji

Enfeksiyon hastaliklar1

Cocuk enfeksiyon

Gastroloji

Kulak burun bogaz

Plastik ve rekonstriiksiyon cerrahisi

[« NN NN Nl I I B B I I B O SN G I Ol SN G I O3 IS BN N e N BN Y %)
Il el Bl B=2 K= =1 E=2 E=] E=1 Bl K=} =l N=l ol Nl il Il JUVH Nl Nl Bl Nel N}

Uroloji
Toplam

V=) ol ol Ll Jol o) Jol Jol Joj Nl § Sl Joll Jol o) Foll F=2 = =] k=) R=) o) ) R

wn
=
o
=
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Klinik 6rneklerden konvansiyonel yontemlerle tamimlanan 58 C. albicans susu
44 farkl hastaya ait 16 balgam ve kan, 7 katater idrari, 4 trakeal aspirat kiiltiirii (TAK),
4 orta akim idrari, 3 yara, doku ve agiz ici siiriintiisii, 1 periton sivist ve bogaz kiiltiirii
omeginden, 10 C. tropicalis susu 9 farkli hastaya ait 3 kan, 2 gaita, 1 balgam, katater
idrar1, yara, apse ve TAK orneginden, API ID 32C ile identifikasyon, 42°C’de iireme
deneyi ve tuz tolerans testi ile C. dubliniensis olarak konfirme edilen 5 C. dubliniensis

susu ise 4 farkli hastaya ait 2 yara, katater idrar1 ve 1 balgam Orneginden izole

edilmistir.
Cizelge 4.3. C. albicans, C. tropicalis ve C. dubliniensis olarak tanmimlanmis
73 susun klinik 6rneklere gore dagilimi.
Klinik 6rnekler Adet
C. albicans | C. tropicalis | C. dubliniensis
Balgam 16 1 1
Kan 16 3 0
Katater idrar1 7 1 1
TAK 4 1 0
Orta akim idrart 4 0 0
Yara 3 1 2
Doku 2 0 0
Agiz ici siiriintii 2 0 0
Her tiirlii materyal 1 0 0
Mantar kiiltiirii 1 0 0
Periton s1visi 1 0 0
Bogaz 1 0 0
Gaita 0 2 0
Abse 0 1 0
Katater 0 0 1
Toplam 58 10 5

Calismaya dahil edilen C. albicans en ¢ok balgam ve kan, C. tropicalis kan, C.
dubliniensis ise yara 6rneginden izole edilmistir.

Elli sekiz C. albicans susu, C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC
10235 standart suslan toplam 60 C. albicans susu ile yapilan GT deneyi sonuglar ve 21
farkl1 DO’larinda gozlenen GT pozitiflik (+) durumlan Cizelge 4.4."te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. C. albicans (42 klinik, 16 hemokiiltiir 6rnegi, 2 standart sus) suslarinin
21 farkli deney ortamindaki GT (+)’lik sayilar1.

Sub kiiltirden GT deneyi (n=60) C. albicans
Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45| 60 | 75 | 90 105 120 180 240
1 SDB 0 0 0 0 0 0 0 0
2 T-SDB 0 0 0 0 0 0 0 0
3 MHB 0 0 0 4 12 | 30 48 60* 60 60
4 T-MHB 0 0 0 0 4 18 45% 57 60 60
5 S-MHB 0 0 0 8 | 22% | 43 53 58 60 60
6 MUS 0 0 0 0 9 26 46* 60 60 60
7 T-MUS 0 0 0 0 5 21 41 60* 60 60
8 S-MUS 0 0 0 7 | 31% | 46 54 60 60 60
9 TDP-MUS 0 0 1 [ 24% | 45 | 54 59 60 60 60
10 SS-MUS 0 0 13 | 44% | 55 | 60 60 60 60 60
11 KDS-MUS 0 0 32 | 54*% | 58 | 60 60 60 60 60
12 SS 0 0 0 8% | 20 | 41 54 60 60 60
13 T-SS 0 0 2 12 | 25% | 46 57 60 60 60
14 S-SS 0 0 0 7 40 | 51% 57 60 60 60
15 TDP 0 0 6 | 43* | 60 | 60 60 60 60 60
16 T-TDP 0 0 0 | 14% | 33 | 47 56 60 60 60
17 S-TDP 0 0 0 10 | 34 | 41 51 54% 60 60
18 KDS 0 0 12 | 36% | 47 | 54 58 60 60 60
19 T-KDS 0 0 2 | 21%| 49 | 59 60 60 60 60
20 T,0-KDS 0 0 19% | 44 | 58 60 60 60 60
21 S-KDS 0 0 1 17# | 43 | 54 58 60 60 60

(*)-C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC 10235’in ilk GT olusturdugu siire

C. albicans suglar ile yapilan koloniden GT deneylerinde, DO’larin hi¢ birinde
30. dk’ya kadar GT (+)’lik goriilmezken 45. dk’dan itibaren GT (+)’lik goriilmeye
baglanmis olup 45. ve 60. dk’larda en fazla GT (+) KDS-MUS, 75. dk’da TDP, 90.
dk’da SS-MUS, KDS-MUS ve TDP, 105. dk’da SS-MUS, KDS-MUS, TDP, T-KDS ve
T20-KDS DO’larinda gériilmiistiir. Tiim DO’larina bakildiginda 120. dk’da 3 DO harig
diger DO’larinda 60 susun 60’1 da GT (+) bulunurken 180. dk’da tiim DO’larinda GT
(+)’lik saptanmistir.

C. tropicalis RSKK 02011 ve diger klinik 6rneklerden izole edilen 10 C.
tropicalis susu ile yapilan koloniden GT deneylerinde, GT sonuglar ve 21 farkli deney

DO’da goriilen GT (+)’lik durumlari Cizelge 4.5.’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. C. tropicalis (10 klinik 6rnek, 1 standart sus) suslarinin 21 farkli deney
ortamindaki GT (+)’lik sayilar

Sub kiiltirden GT deneyi (n=11) C. tropicalis
Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | 105 120 180 240
1 SDB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 T-SDB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 10* 11
4 T-MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 10* 11
5 S-MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 6* 11
6 MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 11%* 11
7 T-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 9% 11
8 S-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 11%* 11
9 TDP-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
10 SS-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 10%* 11
11 KDS-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 11%* 11
12 SS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
13 T-SS 0 0 0 0 0 0 0 0 11%* 11
14 S-SS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
15 TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
16 T-TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 10%* 11
17 S-TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 9% 11
18 KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
19 T-KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11
20 T,0-KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 11* 11
21 S-KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 11% 11

(*)-C. tropicalis RSKK 02011’in ilk GT olusturdugu siire

C. tropicalis ile yapilan koloniden GT deneylerinde tiim DO’larinda 120. dk’da

GT (+)’lik goriilmezken 240. dk’da tiim DO’larinda 11 susun 11’1 de GT (+) olarak

saptanmuagtir.

Standart C. tropicalis RSKK 02011’in SDB ve T-SDB DO’lar hari¢ diger 19

DO’nin tamaminda 180. dk’da GT olusturdugu saptanmistir. Klinik 6rneklere ait C.

tropicalis ve standart C. tropicalis suslarmin tamaminin 19 farki DO’nin hepsinde 240.

dk’da GT (+) olarak tespit edilmistir.
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Standart suslardan C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC 10235 ve 5 tane
muhtemel C. dubliniensis tiirlerinin modifiye tuz tolerans testi ve 42°C’de iireme

ozelliklerini gosteren durum Clizelge 4.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. C. albicans ve C. dubliniensis tiirlerinin modifiye tuz tolerans testi ve 42°C’de iireme
durumlari (+: Ureme pozitif, -: Ureme negatif).

ORTAM 42°C-SDA 37°C-SDA  |37°C & % 6,5 lik SDA
Siire: Saat 24 (48172196124 |48 (7296 24 | 48 | 72 | 96

1 C. albicans zayif +
ATcc1023s || T T T [dreme| *

2 C. albicans +
ATCCO0028 | ||| |+ |+ |+|+ + + +

Kayit no:1400
C. dubliniensis

Kayit no:2130
C. dubliniensis

Kayit no:526
C. dubliniensis
Kayit no:342
C. dubliniensis

Kayit no:2109
C. dubliniensis

Subkiiltiirii yapilarak -25°C’de gliserinli buyyon iceren ependorf tiiplerde
bekletilen C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC 10235, cesitli kilinik
orneklerden izole edilen ve laboratuar kayit nolar1 1400, 2130, 526, 342, 2109 olan C.
dubliniensis suslari, 1s1 ve modifiye tuz tolerans testleri ¢alisiilmadan énce +4°C’de bir
gece bekletildikten sonra SDA ve %6,5’lik SDA’ya ekilip inkiibe edilmistir.

C. albicans standart suslar1 24. saatte SDA’da 37°C ve 42°C’de iirerken C.
dubliniensis sadece 37°C’de iireme gostermistir. Diger taraftan C. albicans ATCC
10235 %6,5’lik SDA’da 24. saatte zayif iireme gostermis, 48. saatten itibaren iireme
pozitif saptanmistir. C. albicans ATCC 90028 ise 24. saatten itibaren tireme pozitif
bulunurken %6,5’lik SDA’da C. dubliniensis suslarmin hi¢ birinin iiremedigi

saptanmugtir.
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Toplam 5 C. dubliniensis ile 21 farkli DO’da yapilan GT deneylerinde GT (+)

goriilme durumlar1 Cizelge 4.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. C. dubliniensis (5 klinik 6rnek) suslarinin 21 farkli deney ortamindaki
GT (+)’lik sayilar1.

Sub kiiltirden GT deneyi (n=5) C. dubliniensis
Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 105 120 180 240
1 SDB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 T-SDB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 MHB 0 0 0 0 0 1 2 5 5 5
4 T-MHB 0 0 0 0 0 1 4 5 5 5
5 S-MHB 0 0 0 0 0 0 4 5 5 5
6 MUS 0 0 0 3 4 5 5 5 5 5
7 T-MUS 0 0 0 0 1 2 3 5 5 5
8 S-MUS 0 0 0 0 0 3 5 5 5 5
9 TDP-MUS 0 0 0 0 3 4 5 5 5 5
10 SS-MUS 0 0 0 0 3 4 5 5 5 5
11 KDS-MUS 0 0 0 1 4 5 5 5 5 5
12 SS 0 0 0 0 0 2 4 5 5 5
13 T-SS 0 0 0 0 0 2 3 5 5 5
14 S-SS 0 0 0 0 0 4 5 5 5 5
15 TDP 0 0 0 2 4 5 5 5 5 5
16 T-TDP 0 0 0 2 3 5 5 5 5 5
17 S-TDP 0 0 0 0 0 1 4 5 5 5
18 KDS 0 0 1 2 5 5 5 5 5 5
19 T-KDS 0 0 0 0 2 4 5 5 5 5
20 T,0-KDS 0 0 0 0 0 1 3 5 5 5
21 S-KDS 0 0 0 0 1 3 5 5 5 5

C. dubliniensis ile yapilan koloniden GT deneylerinde, 30. dk’ya kadar GT (+)
goriilmezken 45. dk’da KDS DO’da 1 tane GT (+) goriilmiis, 60. dk’da en fazla GT (+)
MUS DOr’da, 75. dk’da KDS DO’da, 90. dk’da MUS, KDS-MUS, TDP, T-TDP ve
KDS DO’larinda goriilmiistiir. C. dubliniensis suslarinin tamami 120. dk’da GT (+)
olarak saptanmustir.

Calismamizda kullamilan C. albicans, C. tropicalis ve C. dubliniensis suglariin

SDB ve T-SDB DO’larinda GT olusturmadigl gézlenmistir.
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Calismamizin ilk asamasinda 42 klinik 6rnek, 16 hemokiiltiir ve 2 standart C.
albicans susunun GT (+)’lik oranlar1 21 DO’da denendikten sonra ikinci agamasi olan
BACTEC maya (+) siselerden dogrudan GT deneylerine gecilmistir. Calismanin ilk
asamasindaki kan kiiltiir orneklerinde koloniden GT deneylerinde saptanan GT (+)’lik
sayilar1 Cizelge 4.8.’de gosterilmistir. Cizelge 4.8. ve Cizelge 4.9.’da belirtilen sira

nolar Cizelge 4.4. teki sira nolar baz alinarak listelenmistir.

Cizelge 4.8. BACTEC-albicans pozitif (16 hemokiiltiir 6rnegi) suslarinin 13 farkli deney ortaminda
koloniden GT deneyinde goriilen GT (+)’lik sayilari.

Koloniden GT deneyi (n=16) C. albicans

Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 105 120 180 240
MHB 0 0 0 0 16 16 16 16
4 T-MHB 0 0 0 0 4 13 16 16 16
5 S-MHB 0 0 0 2 3 12 14 16 16 16
12 SS 0 0 0 3 10 | 16 16 16 16 16
13 T-SS 0 0 0 0 0 8 16 16 16 16
14 S-SS 0 0 0 0 10 | 14 16 16 16 16
18 KDS 0 0 6 15 | 16 | 16 16 16 16 16
19 T-KDS 0 0 1 3 10 | 16 16 16 16 16
21 S-KDS 0 0 0 12 | 16 16 16 16 16
15 TDP 0 0 3 14 | 16 | 16 16 16 16 16
16 T-TDP 0 0 0 8 15 16 16 16 16
17 S-TDP 0 0 0 2 14 | 16 16 16 16 16
11 KDS-MUS 0 0 8 13 | 14 | 16 16 16 16 16

Kan kiiltiir orneklerinde yapilan koloniden GT deneyinde DO’larin hi¢ birinde
30. dk’ya kadar GT (+)’lik goriilmezken 45. dk’dan itibaren GT (+)’lik goriilmeye
baslanmis olup en fazla GT (+) goriillen DO 45. dk’da KDS-MUS, 60. dk’da KDS, 75.
dk’da KDS ve TDP, 90. dk’da SS, KDS, T-KDS, S-KDS, TDP, S-TDP ve KDS-MUS
olurken 105. dk’da T-MHB ve S-MHB hari¢ diger tim DO’larda GT (+)’lik
saptanmistir. Calisilan 16 susun 16’s1 da 120. dk’da GT(+) olarak tespit edilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda, klinik o©rneklerle yapilan koloniden GT

deneylerinin 60. dk sonuglara gére GT olusturmada basarili bulunan 13 DO’da
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dogrudan GT deneyleri uygulanmistir. BACTEC-albicans pozitif siselerden dogrudan
GT deneylerinde saptanan GT (+)’lik sayilan Cizelge 4.9.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. BACTEC-albicans pozitif (16 hemokiiltiir 6rnegi) suslarinin 13 farkli deney ortaminda
dogrudan GT deneyinde goriilen GT (+)’lik sayilar1.

Dogrudan GT deneyi sonucu (n= 16) C. albicans

Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 105 120 180 240
MHB 0 0 0 0 6 16 16 16 16
4 T-MHB 0 0 0 0 2 8 16 16 16 16
S-MHB 0 0 0 0 5 15 16 16 16 16
12 SS 0 0 0 4 13 | 16 16 16 16 16
13 T-SS 0 0 0 0 1 12 16 16 16 16
14 S-SS 0 0 0 2 11 | 16 16 16 16 16
18 KDS 0 0 3 15 | 16 | 16 16 16 16 16
19 T-KDS 0 0 0 1 12 | 16 16 16 16 16
21 S-KDS 0 0 0 7 13 | 16 16 16 16 16
15 TDP 0 0 2 14 | 16 | 16 16 16 16 16
16 T-TDP 0 0 0 0 7 15 16 16 16 16
17 S-TDP 0 0 0 3 16 | 16 16 16 16 16
11 KDS-MUS 0 0 0 12 | 12 | 14 16 16 16 16

Calismanin 45. ve 60. dk’larinda en fazla GT (+)’lik gorillen DO, KDS, 75.
dk’da KDS, TDP ve S-TDP, 90. dk’da SS, S-SS, KDS, T-KDS, S-KDS, TDP ve S-TDP
olurken 105. dk’da tiim DO’larinda 16 susun 16’s1 da GT (+) saptanmistir.

BACTEC-tropicalis pozitif 4 kan kiiltiir 6rnegiyle yapilan dogrudan GT
deneylerinde 120. dk’ya kadar hi¢ bir DO’da GT (+)’lik goriilmezken 180. dk’dan
itibaren GT (+)’lik goriilmeye baslanmis olup 4 C. tropicalis’in 4’1 de 240. dk’da GT
(+) olarak saptanmistir (Cizelge 4.10.).

Toplam 60 C. albicans susunun c¢alisildigt 21 farkli DO’nun 15. ve 30.
dk’larinda GT olusturma acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi
saptanmistir (P>0,05).

Atmis C. albicans susu ile yapilan ¢alismada GT olusturma agisindan en fazla
anlamli farkliligi olusturan DO, KDS-MUS olurken DO’lan arasinda GT olusumu

acisindan anlaml farklilik gosteren siireler 45., 60., 75. ve 90. dk’lar olmustur.
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Cizelge 4.10. BACTEC-tropicalis pozitif (4 hemokiiltiir 6rnegi) suslarimn 13 farkli deney ortaminda
dogrudan GT deneyinde goriilen GT (+)’lik sayilar1.

Dogrudan GT deneyi sonucu (n=4) C. tropicalis
Sira no Deney Siire (dk)
ortami 15 | 30 | 45| 60 | 75 | 90 105 120 180 240
MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
4 T-MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
S-MHB 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
12 SS 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
13 T-SS 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
14 S-SS 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
18 KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4
19 T-KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
21 S-KDS 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
15 TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
16 T-TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
17 S-TDP 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
11 KDS-MUS 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4

Kan kiiltiir 6rneklerinde dogrudan ve koloniden GT deneyleri karsilastirildiginda
sadece 45. dk’da KDS-MUS DO’da GT olusturma acisindan anlamli farklilik
saptanmistir (P<0,001). Bunun haricinde diger zaman periyotlarinda ve DO’lar
arasinda GT olusturma agisindan anlamh farklilik saptanmamistir (P>0,005).

Toplam 60 C. albicans susu ile yapilan GT deneylerinde 90. dk ve sonrasinda
calisilan 21 farkli DO’nun hi¢ birinde GT olusturma agisindan anlamli farklilik
saptanmamistir (P>0,005).

C. tropicalis ve C. dubliniensis suslan ile yapilan koloniden GT deneylerinde 21
farkli DO’nun hig¢ birinde, hi¢ bir zaman periyodunda GT olusturma ag¢isindan anlaml
farklilik saptanmamistir (P>0,005).

Cizelge 4.11-Cizelge 4.22.°de 60 C. albicans susu ile koloniden GT
deneylerinde DOQO’lar1 arasinda GT olusturma acisindan istatistiksel farkliliklar
gosterilmistir. Cizelgelerde GrpA; ifade edilen siirede en ¢ok sayida GT (+)’lik veren
DO’m ifade ederken GrpB, GrpA ile ayni siirede ancak daha az GT (+)’lik sergileyen

DO’larimi gostermektedir.
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Cizelge 4.11. KDS-MUS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu a¢isindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden C. albicans 60 sus koloniden C. albicans 60 sus koloniden C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 45. dk GT deneyi 60. dk GT deneyi 75. dk GT deneyi 90. dk
GrpA GrpB P GrpA GrpB P GrpA | GrpB P GrpA GrpB P
MUS MUS MUS MUS
T-MUS T-MUS T-MUS _ | T-MUS
KDS
<0,001 MUS <0,001
MHB MHB MHB MHB
T-MHB T-MHB T-MHB T-MHB
S-TDP S-TDP KDS- | S-TDP | =0,023
MUS
S-MUS S-MUS S-MUS | =0,002
S-MHB S-MHB S-MHB
<0,001
SS <0.001 KDS- SS SS <0,001
KDS- ’ MUS
MUS T-SS T-SS T-SS
T-TDP T-TDP T-TDP | =0,011
T-KDS T-KDS
Tz()- TZ(I’
KDS KDS
S-KDS S-KDS
S-SS S-SS
TDP- TDP-
MUS mus | =001
TDP =0,032

Cizelge 4.12. KDS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu a¢isindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT C. albicans 60 sus koloniden GT C. albicans 60 sus koloniden GT
deneyi 60. dk deneyi 75. dk deneyi 90. dk
GrpA GrpB | GrpA GrpB P GrpA GrpB P
MUS MUS MUS =0,007
T-MUS T-MUS KDS T-MUS
<0,001 KDS <0,001 <0,001
T-MHB T-MHB T-MHB
KDS MHB MHB
S-MHB =0,001
S-MUS
S-SS =0,004
SS =0,013

Cizelge 4.13. TDP-MUS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT C. albicans 60 sus koloniden GT C. albicans 60 sus koloniden GT
deneyi 60. dk deneyi 75. dk deneyi 90. dk

GrpA GrpB P GrpA GrpB P GrpA GrpB P

MUS MUS MUS =0,007
TDP-MUS T-MUS =0,005 T-MUS TDP-MUS T-MUS
TDP-MUS <0,001 <0,001
T-MHB T-MHB T-MHB
MHB
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Cizelge 4.14. T-KDS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 60. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB P GrpA GrpB P GrpA GrpB P
MUS MUS MUS
T-KDS | T-MUS | =0,040 T-MUS T-MUS
<0,001 T-KDS <0,001
T-MHB MHB MHB
T-KDS
T-MHB T-MHB
S-MHB | =0,045
NN =0,010

Cizelge 4.15. SS-MUS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 60. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB | GrpA GrpB P GrpA GrpB |
MUS MUS MUS
MHB MHB MHB
TAMUS US| <0001 | | SS-MUS = <0.001
T-MHB || SS-MUS | T-MHB T-MHB
$S-MUS S-:/ISHB <0,001 Tszs o
S-MUS S-MHB <0.001
S-TDP
S-sS
T-SS
T-TDP | =0,005

Cizelge 4.16. TDP ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 60. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden
GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB | GrpA GrpB P GrpA GrpB |
MUS MUS MUS
MHB MHB MHB
T-MUS T-MUS TDP - rvos | <0001
T-MHB | 0001 T-MHB T-MHB
S-MUS S-MUS

TDP | S-MHB TOP svmp | <0001
S-TDP S-TDP
T-TDP | =0,013 T-TDP
T-SS | =0,002 T-SS
SS SS
ssg ] <0001
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Cizelge 4.17. T»-KDS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB | GrpA GrpB |
MUS MUS <0,001
MHB MHB =0,001
Tz()-KDS T-MUS <0,001 Tz()-KDS T-MUS
T-MHB T-MHB <0,001

Cizelge 4.18. SS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB | GrpA GrpB |
T-MUS T-MUS =0,003
<0,001 S-SS
T-MHB T-MHB <0,001
S-SS
MUS =0,001
MHB =0,025

Cizelge 4.19. S-KDS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu acisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk

GrpA GrpB P GrpA GrpB P
MUS MUS =0,007
T-MUS <0,001 S-KDS T-MUS
S-KDS <0,001
T-MHB T-MHB
MHB =0,002

Cizelge 4.20. S-MUS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk

GrpA GrpB P
T-MUS =0,023
S-MUS
T-MHB =0,007
C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk
GrpA GrpB P
S-MUS T-MHB =0,029
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Cizelge 4.21. T-TDP ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk
GrpA GrpB P
T-TDP T-MUS =0,005

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk
GrpA GrpB P
T-TDP T-MHB =0,012

Cizelge 4.22. S-TDP ve T-SS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 75. dk
GrpA GrpB P
T-MUS =0,002
S-TDP T-MHB <0,001
C. albicans 60 sus koloniden GT deneyi 90. dk
GrpA GrpB |
T-SS T-MHB =0,029

BACTEC maya (+) kan kiiltiir 6rneklerine uygulanan dogrudan GT deneyleri
sonucunda istatistiksel olarak GT olusturma agisindan saptanan anlamli farkliliklan

gosteren cizelgeler asagidaki gibidir.

Cizelge 4.23. BACTEC-albicans pozitif suslari ile dogrudan GT deneyinde KDS ile diger DO’lar
arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 16 sus dogrudan GT C. albicans 16 sus dogrudan GT
deneyi 60. dk deneyi 75. dk
GrpA GrpB P GrpA GrpB P
T-SS T-SS
MHB MHB
S-MHB KDS T-MHB <0,001
T-MHB S-MHB
<0,001
KDS T-TDP
T-KDS
S-SS
S-TDP
SS =0,002
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Cizelge 4.24. BACTEC-albicans pozitif suslari ile dogrudan GT deneyinde KDS-MUS ile

diger DO’lar arasinda GT olusumu acisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus dogrudan GT deneyi 60. dk

C. albicans 16 sus dogrudan GT deneyi 75. dk

GrpA GrpB P GrpA GrpB P

T-SS T-SS
MHB KDS-MUS MHB =0002

T-MHB <0,001 T-MHB =0,050

KDS-MUS S-MHB

T-TDP

T-KDS =0,002
S-SS =0,050

Cizelge 4.25. BACTEC-albicans pozitif suslari ile dogrudan GT deneylerinde TDP ile diger DO’lar
arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 16 sus dogrudan GT deneyi 60. dk

C. albicans 16 sus dogrudan GT deneyi 75. dk

GrpA GrpA | GrpA GrpB |
T-SS T-SS
MHB MHB
TMHB TDP TMHB <0,001
S-MHB <0,001 S-MHB
TDP T-TDP
T-KDS
S-SS
S-TDP =0,004
NN =0,050

Cizelge 4.26. BACTEC-albicans pozitif suslari ile dogrudan GT deneylerinde MHB ile diger DO’lar
arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus dogrudan GT deneyi

90. dk

GrpA

GrpB

P

S-TDP

S-SS

S-KDS

MHB

KDS

=0,009

T-KDS

SS

TDP
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Cizelge 4.27. BACTEC-albicans pozitif suslari ile dogrudan GT deneylerinde S-TDP, S-KDS, SS, S-SS,

T-KDS ile diger DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 16 sus dogrudan GT
deneyi75. dk
GrpB GrpA P
T-SS
MHB
S-TDP <0,001
T-MHB
S-MHB
T-SS
<0,001
S-KDS MHB
T-MHB =0,004

T-58 <0,001
SS MHB
T-MHB =0,004
T-SS
S-SS =0,029
MHB
T-SS
=0,002
T-KDS MHB
T-MHB =0,050

Maya (+) kan kiiltiir 6rneklerinden, konvansiyonel yontemlerle identifikasyonu

yapilan ve C. albicans tanis1t konmus olan 16 C. albicans’a uygulanan koloniden GT

deneyi sonucunda istatistiksel olarak GT olusturma acisindan saptanan anlamli

farkliliklar gosteren cizelgeler asagidaki gibidir.

Cizelge 4.28. BACTEC-albicans pozitif suslari ile koloniden GT deneylerinde KDS ile diger DO’lar
arasinda GT olusumu acisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 60. dk

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 75. dk

GrpA

GrpB

P

GrpA

GrpB

P

KDS

MHB

T-MHB

S-MHB

SS

T-SS

S-SS

S-TDP

<0,001

S-KDS

=0,029

T-KDS

T-TDP

<0,001

60

KDS

MHB

T-MHB

S-MHB

<0,001




Cizelge 4.29. BACTEC-albicans pozitif suslari ile koloniden GT deneylerinde KDS-MUS ile diger

DO’lar arasinda GT olusumu agisindan anlaml farkliliklar.

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 60. dk C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 75. dk
GrpA GrpB P GrpA GrpB P
MHB MHB
<0,001 <0,001
T-MHB T-MHB
S KDS-MUS | 0,004
-MHB 0,004 -MHB =0,
KDS-MUS T-SS T-SS <0,001
<0,001
S-SS
S-TDP =0,004
T-TDP <0,001

Cizelge 4.30. BACTEC-albicans pozitif suslari ile koloniden GT deneylerinde TDP ile diger DO’lar

arasinda GT olusumu acisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 60. dk

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 75. dk

GrpA GrpB | GrpA GrpB |
MHB MHB
T-MHB TDP T-MHB <0,001
S-MHB <0,001 S-MHB
S-TDP
TDP S-SS
SS =0,004
T-55 <0,001
T-TDP
T-KDS =0,004

Cizelge 4.31. BACTEC-albicans pozitif suslari ile koloniden GT deneylerinde S-TDP, S-KDS, T-KDS,
SS, ve S-SS ile diger DO’lar arasinda GT olugumu ag¢isindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 75. dk
GrpA GrpB P
T-SS
MHB <0,001
S-TDP T-MHB
S-MHB =0,004
T-SS <0,001
S-KDS MHB
T-MHB =0,050
T-KDS T-SS =0,009
SS T-SS =0,009
S-SS T-SS =0,009
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Cizelge 4.32. BACTEC-albicans pozitif suslari ile koloniden GT deneylerinde T-MHB ile diger DO’lar
arasinda GT olusumu agisindan anlamli farkliliklar.

C. albicans 16 sus koloniden GT deneyi 90. dk
GrpA GrpB P
SS <0,001
S-SS =0,050
TDP
<0,001
S-TDP
T-MHB T-TDP =0,002
KDS
S-KDS
<0,001
T-KDS
KDS-MUS
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S. TARTISMA

Mantar hastaliklari, 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olarak insan
sagligindaki Onemini korumaktadir. Bir yandan yiizeyel mikozlar ve allerjik mantar
hastaliklar1 en az eskisi kadar sik goriilmeye devam ederken, ote yandan, firsatgi
mikozlar, immun sistemi baskilanmis olgularin artmasi ve tan1 ve tedavideki sorunlar
nedeniyle daha da 6nemli bir grup olarak karsimiza ¢ikmaktadir (60, 61).

Insanlarda infeksiyon olusturabilen ve en sik goriilen firsat¢1 patojen
mantarlardan olan Candida tiirleri, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
invazif olmayan yiizeysel infeksiyonlardan, derin dokular tutan sistemik infeksiyonlara
kadar genis hastalik spektrumuna sebep olurlar. Yiizeysel kandidoz agiz boslugu,
farinks, 6zofagus, barsaklar, mesane ve vajinay1 kapsayan mukozalar, tirnak ve deriyi
tutarken, derin kandidozun siklikla gozlendigi organlar; bobrekler, karaciger, dalak,
beyin, gozler ve kalptir. Candida’lar bu organlar1 tutarak derin yerlesimli sistemik
infeksiyon ve kandidemi gibi ¢esitli infeksiyonlara neden olmaktadir (11, 62).

C. albicans ve non-albicans ayriminda konvansiyonel yoOntemler; GT,
klamidospor olusumunun incelenmesi (MUTA veya safrali agar ile) ve ayrica SDA’da
koloni morfolojisi, kromojenik substrat iceren besiyerlerinde koloni rengi, hizl
asimilasyon ticari kitleri (API 20 C AUX, ATB ID 32 C) veya VITEK maya
identifikasyon kartlar1 ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (3, 18, 19, 20, 21, 22).

Bu calismada C. albicans ve non-albicans ayrimi i¢in koloniden GT deneyleri
21 farkli DO’da gergeklestirilmistir. Kan kiiltiir 6rneklerinden dogrudan GT deneyleri
ise koloniden GT deneylerinde basarili bulunan 13 DO ile yapilmistir. Daha sonra kan
kiiltiirlerinde dogrudan ve koloniden GT deneyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh
farklilik olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Gram boyama ile maya hiicreleri saptanan kan kiiltiir Orneklerinden
konvansiyonel yontemlerle C. albicans’ tanist en erken 48, NAC’larin tiir diizeyinde
tanis1 i¢in 48-72 saatlik bir siireye gereksinim vardir. Bu nedenle kan Kkiiltiir
orneklerinde dogrudan GT deneyi yapilmasi ve miimkiin olan en kisa siirede C. albicans
ve non-albicans ayrimi yapilarak sonucun klinisyene derhal bildirilmesi hayati 6nem

arz etmektedir (18).
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Ulkemizde kandidemilerde C. albicans oram %32-65 arasinda degismektedir
(8). Genel olarak bakildiginda ikinci sirada bulunan tiir C. parapsilosis’tir. C. glabrata
iilkemizde genel olarak diisiiktiir. Ener (8) ¢alismasinda iilkemizde kandidemilerde tiir
dagilimina iliskin bazi calismalara yer vermistir. Buna gore C. albicans goriilme orani
1998°de Kayseri’de yapilan ¢alismada %51,4, Izmirde 1996-2000 yillar1 arasinda
yapilan calismada %31,8, 1998-1999 arasinda yapilan calismada %60, 2000-2003
yillar1 arasinda yapilan ¢calismada %57,7, Ankara’da 1995-2000 yillar1 arasinda yapilan
bir calismada %42, 1996-1998 yillar1 arasinda yapilan bir caligmada %48,2, 1996-2000
yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada %65, Bursa’da 1996-2000 yillar1 arasinda yapilan
bir caligmada ise %34 olarak bildirilmistir.

Yiicel ve Kantarcioglu (63) iilkemizde hastane kaynakli kan dolagim
infeksiyonlarinin %25’inde kandidemi tespit edildigini ve etkenin yaklasik %60’ 1nin C.
albicans oldugunu bildirmislerdir.

Ener ve ark. (39) Ocak 1996-Aralik 2000 tarihleri arasinda 285 hastada fungemi
etkeni saptamuslardir. izole edilen tiirler arasinda %34’likk oramyla C. albicans ilk
sirada yer almistir. Ayni c¢alismada belirtildigine gore 1998’de Kayseri’de yapilan
calismada %51,4, 1996-2000’de [zmir’de yapilan calismada %31,8, 1996-1998’de
Ankara’da yapilan calismada %48,2, 1998-1999 yillar1 arasinda izmir’de yapilan
calismada ise %60 oraninda C. albicans tespit edildigi belirtilmistir.

Giirciioglu ve ark. (64) hastane kokenli kandidemi epidemiyolojisine yonelik
yapmis olduklarn ¢alismada 1996-2007 yillarn arasinda hastanede yatan 392,724
hastanin 743’iinde kandidemi tespit ettiklerini, kandidemiye neden olan Candida’larin
ilk sirada %45’ini C. albicans’1n, sonra sirasiyla %26’sim C. parapsilosis’in, %7’ sini C.
tropicalis ve C. krusei’nin, %3,5’ini ise C. glabrata’nin olusturdugunu bildirmislerdir.

Hastanede yatan cocuk hastalarda Ocak 1991-Aralik 2001 yillar1 arasinda
gelisen fungemi sikligimi arastirmaya yonelik yapilan bir ¢calismada, 1991-1996 yillar
arasinda 32 hastanin 16’sinin (%50), 1997-2001 yillar1 arasinda 65 hastanin 29’unun
(%45) fungemi sebebiyle hayatini kaybettigi bildirilmistir (65).

Dogru ve ark. (66)’min 2007 yilinda yapmis olduklar1 calismada cesitli klinik
orneklerden izole edilen 378 Candida cinsi maya arasinda %85,2’lik goriilme oraniyla
C. albicans ilk sirada yer almistir. C. albicans’lari 52 tanesi (%13,76) kan kiiltiiriinden

izole edilmistir.
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Giirol ve ark. (67) onkoloji servislerinde yatmakta olan hastalardan izole edilen
19 Candida susunun sekizini kan kiiltiiriinden izole ettiklerini bildirmislerdir.

Candan ve ark. (68) cocuk hastaliklar1 boliimiinde malignite tanisi ile takip
edilen ve kemoterapi alan 40 hastanin 79 klinik 6rneginden 70 Candida cinsi maya
tanimladiklarini, bu mayalarin 25’ini kan kiiltiiriinden izole ettiklerini bildirmislerdir.

Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar, hastanede klinik tablosu en agir
seyreden, invazif girisimlerin yogun olarak uygulandigi, parenteral antibiyotiklerin en
cok kullanildig1 ve hastanede yatis siiresi en fazla olan hastalardir. Akcay ve ark. (69)
yogun bakim iinitesinde yatan hastalara ait idrar 6rneklerinden 347 sus izole etmisler ve
izole edilen susglar arasinda Candida spp.’nin %25’lik oranla ilk sirada yer aldigini
bildirmislerdir.

Hematolojik malignitesi olan hastalar, hastaliga ve uygulanan tedavilere bagh
olarak immun sistemi baskilanmus, ciddi infeksiyon riski ile kars1 karsiya, tibbi agidan
genel durumu bozuk ve bir¢ok invazif girisim uygulanmasi gereken bir gruptur. Sahin
ve ark. (43)’nin 2006 yilinda hematolojik maligniteli nétropenik atesli hastalardan izole
edilen Candida tiirlerinin degerlendirilmesine yonelik yapmis olduklan c¢alismada
%44,3 oraninda C. albicans, %55,7 oraminda ise NAC tiirlerinin izole edildigi
bildirilmistir.

Sahin ve ark (41)’nin yogun bakimlarda nozokomiyal kan dolasim infeksiyon
etkenleri (NKDI) ve bunlarin yillara gore dagilimini belirlemeye yonelik calismasinda
ise 134 hastada NKDI saptanmis ve bu hastalardan 174 mikroorganizma izole
edilmistir. izole edilen 174 mikroorganizmanin 2004’te 2’si, 2005’te 10’u ve 2006’da
15’ini Candida spp. olusturmustur. Kandidemi etkenlerinin yillara gore dagilimlarini ise
sOyle bulmuslardir: 2004°de izole edilen 2 Candida spp.’nin 1’1, 2005°de 10 Candida
spp-’nin 3’1, 2006’da ise 15 Candida spp.’nin 3’ii C. albicans olarak tanimlanmaistir.

Krcmery ve ark. (44)’nin calismasinda NAC tiirlerinin genel hasta populasyonu
arasindaki tiim kandidemilerde goriilme oraninin %35-65 arasinda oldugu bildirilmistir.
Calismada NAC’larin hematolojik maligniteli hasta ve kemik iligi alicilarinda (%40-
70), yogun bakim iinitesinde yatan hastalarda ve cerrahi islem uygulanan hastalarda
(%35-55), ¢ocuklarda (%1-35), HIV pozitif hastalarda (%0-33) oraninda goriildiigii

bildirilmistir.
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Dogrumanal ve ark. (6) calismalarinda ¢esitli klinik 6rneklerden %47,4 oraninda
C. albicans, %52,6 oraninda da NAC izole ettiklerini bildirmislerdir.

Giirciioglu ve ark. (64) hastane kokenli kandidemi sikligin1 belirlemeye yonelik
calismalarinda %45 oraminda C. albicans, %55 oraninda ise NAC izole ettiklerini
bildirmislerdir. Calismada NAC tiirleri arasinda en sik C. parapsilosis’in izole edildigi
belirtilmistir. Bizim calismamizda da bu calismaya benzer sekilde C. parapsilosis
NAC’lar arasinda en sik izole edilen tiir olarak saptanmistir.

Horn ve ark. (47). NAC tiirlerince olusturulan kandideminin goriilme sikligini
%54,4 olarak bildiritken, Akcam (49) calismasinda 2003-2007 yillar1 arasinda C.
albicans’in goriilme oraniin %38,3, NAC’larin goriilme oraninin ise %61,7 oldugunu
bildirmistir.

Dimopoulos ve ark. (70)’nin ¢alismasinda yogun bakim {initesindeki hastalardan
%35,7 oraninda C. albicans, %64,3 oraninda ise NAC’lari izole edildigi bildirilmistir.

Zer ve Balci (51)’nmin ¢alismasinda yogun bakim {initesinde yatan hastalarin
1060 klinik 6rneginden 205 Candida cinsi maya (%19,33) izole edildigi, bu 205 susun
24’tintin (%11,70) kan kiiltiriinden elde edildigi ve bu suslarin 8’ini (%33,33) C.
albicans’1n, 16’s1n1 (%66,66) ise NAC tiirlerinin olusturdugu bildirilmistir.

Anunnatsiri ve ark. (71) HIV ile infekte olmayan 142 yetiskin fungemili
hastadan izole edilen 138 Candida cinsi mayanin 40’1 (%29) C. parapsilosis’in,
37’sini (%26,8) C. albicans ve C. tropicalis’in olusturdugunu bildirmislerdir.

NAC goriilme oraninin giderek arttigimi bildiren ¢ok sayida calisma olsa da tam
tersi yoniinde bildirim yapan ¢alismalar da mevcuttur.

Ozkan ve ark. (72) Haziran 2001-Mart 2002 tarihleri arasinda, 0-18 yas grubu 80
cocuk hastadan 80 Candida cinsi maya tamimladiklarini, bu mayalarin 67’sinin C.
albicans oldugunu ve 5 Candida cinsi mayayr da kan kiiltiiriinden izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Erben ve ark. (73) 7 yilik donemde (Ocak 2000-Aralik 2006) toplam 1103
hastada 1236 nozokomiyal iiriner sistem infeksiyonu (NUSI) saptamislardir. NUSI’li
gruplarda en sik E. coli, C. albicans ve NAC izole ettiklerini, 7 yillik dénemde toplam
1236 NUSI etkeni arasinda 222 C. albicans ve 135 NAC tammladiklarini
bildirmislerdir.
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Kaya ve ark. (74) 2010 yilinda yapmis olduklart caligmada cesitli klinik
oreklerden 103 Candida susunu klasik yontemler ve VITEK 2 sistemi ile
tamimladiklarini, ¢alismaya aldiklar1 103 susun 64’inii C. albicans’in, 22’sini C.
glabrata’nin, 6’sim1 C. tropicalis’in, 4’tini C. parapsilosis’in, 3’tinii C. dubliniensis’in,
’ini ise C. kefyr, C. krusei, C. norvegensis, C. lusitaniae’nin olusturdugunu
bildirmislerdir.

Jung ve ark. (75) kan Kkiiltiiriinden izole ettikleri 639 Candida cinsine ait
mayanin %38’ini C. albicans’in, %62’sini ise NAC’larin (%26 C. parapsilosis, %20 C.
tropicalis, %11 C. glabrata ve %5 diger NAC’lar) olusturdugunu bildirmislerdir.
Calismada kan dolasgimindan izole edilen tim Candida’larin yaklagik %60’ 1
NAC’larin olusturdugu belirtilmistir.

Solid organ alicilar1 genel saglik durumlari ve cerrahi komplikasyonlar goz
oniine alindiginda invazif fungal infeksiyonlar acisindan risk altinda bulunurlar. Invazif
fungal infeksiyonlar, immun sistemi baskilanmis konakta Onemli bir morbidite ve
mortalite nedeni olmaya devam etmekte, bu infeksiyonlarda etken olan mantarlarin
dagilimi ve goriillme sikligi yillar icerisinde bir ¢ok faktore bagh olarak degisime
ugrayabilmektedir. Bu degisime yol acan etkenlerin baglicalar1 arasinda, tedavi ve
profilaksi yaklasimlar1 ve konak faktorleri sayilabilir (76). Neofytos ve ark. (77) nin
solid organ transplant alicilarinda invazif fungal infeksiyonlarinin epidemiyolojisine
yonelik yapmis olduklarn ¢alismada %59’luk oranla en ¢ok Candida tiirlerinin invazif
fungal infeksiyonlara sebep oldugu belirtilmistir.

Uyar ve ark. (78) klasik yontemlerle 50 Candida susunun 30’unu (%60) C.
albicans, 7’sini (%14) C. parapsilosis, 6’sin1 (%12) C. glabrata, 3’tinli (%6) C. krusei,
2’sini (%4) T. asahii, ’ini (%2) C. kefyr, 1’ini (%2) Saccharomyces cinsi olarak
tanimlamiglardir. Sobezak’in boya deneyi ile ise 45 (%90) susun klasik yontemlerle
tanimlamada ayni sonucu verdigini, 5 susun ise Sobezak’in boya deneyi ile
tanimlanamadigint  belirtmislerdir. Calismada asimilasyon deneyleri ile mayalarin
tanimlanmasinda ticari kit kullaniminin pahali oldugu belirtilmistir. Sobezak’in boya
deneyi ile tanimlamanin ise ucuz, kisa siirede sonug¢ veren, yorumlamasi kolay bir
yontem oldugu vurgulanmaistir.

GT olusturan Candida tirlerinden C. albicans ve C. dubliniensis ayriminda

cesitli besiyerlerinde klamidospor olusturup olusturmama durumuna gore ayrim

67



yapilabilmektedir. Bu amagla Khan ve ark. (79) Sunflower Seed Agar icine kreatinin ve
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO, ) ekleyerek modifiye ettikleri besiyerinde 25 C.
dubliniensis sugunun tamaminin bol klamidospor olusturdugunu, 53 C. albicans
kokeninin ise bu besiyerinde klamidospor olusturmadigini bildirmislerdir.

Rimek ve ark. (80) calismalarinda C. albicans ile C. dubliniensis ayrimini
yapmak {lizere Sabouraud Glukoz Agar (%2)’da 37°C’de 24-72 saatlik inkiibasyon
sonucunda saf olarak iireyen maya kolonisinden Mueller-Hinton Agara (MHA) ¢izim
yapmuislar ve 37°C’de 2 saat inkiibe etmislerdir. inkiibasyon sonunda 632 C. albicans’in
578inin ve 10 C. dubliniensis’in 6’simin GT olusturdugunu goézlemlemislerdir.
Calismada MHA’1in GT deneyinde kullamilabilecek uygun bir besiyeri oldugu, insan
serumu ile yapilanlara gére daha kolay ve giivenli oldugu vurgulanmistir.

Rutin calisilan kiiltiirde karisik Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan
kromojenik besiyerleri bulunmaktadir. Kromojenik substratlar kromoforlardan veya
floroforlardan olusur. Kromojenik substratlar besiyerinde bulunan karbonhidratlara,
aminoasitlere veya fosfatlara tutturulmustur. Hedef mikroorganizma kendine 6zgii
enzimlerle bu substratlart  kullandii zaman kromoforlar veya floroforlar
mikroorganizma icinde serbest kalir ve mikroorganizma kolonileri renkli gozlemlenir
(81, 82, 83, 84).

Sivakumar ve ark. (85) yaygin Candida tiirlerinin aynminda CHROMagar’in
kullanimina y6nelik yapmis olduklar ¢alismada orofarenjiyal kandidemisi olan HIV’li
hastalardan konvansiyonel yontemlerle (seker asimilasyon ve fermentasyon, GT ve
klamidospor olusumu) 135 Candida cinsi maya izole ettiklerini, izole edilen mayalarin
41’ini C. albicans’in, 40’11 C. krusei’nin, 24’tinii C. guilliermondii’nin, 16’sim1 C.
glabrata’nin, 8’ini C. tropicalis’in, 4’tinii C. parapsilosis’in 2’sini C. kefyr’in
olusturdugunu bildirmislerdir. Caligmalarinda kontrol amach C. albicans ATCC 90028,
C. krusei ATCC 6258 ve C. tropicalis ATCC 13803 standart suslari kullanilmigtir.
Aragtirmacilar standart suslari ve 135 Candida izolatimm CHROMagar Candida
besiyerine ektiklerini, tim C. albicans ve standart C. albicans suglarimin agik yesil
koloni olusturdugunu, 8 C. tropicalis’in sadece 5’inin karakteristik mat, mavi renkli,
kalan 3 koloninin ise acik yesil renkli koloni olusturdugunu belirtmislerdir. Calisma 87
ilave C. tropicalis ile siirdiiriilmiis olup suslarim 85’1 mavi, 2’si yesilimsi koloni

olusturmustur. Calismada kullamilan C. krusei suglart pembe, C. guilliermondii, C.
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kefyr, C. parapsilosis ve C. glabrata tiirleri pembe-mor renkli koloniler olugturmustur.
Calismanin sonucunda CHROMagar Candida besiyerinin C. albicans ve C. krusei
tirlerinin  6n tamsinda kullanilabilecegi diger tim Candida tiirlerinin koloni
morfolojisine goére ayriminda CHROMagar Candida besiyerinin tek kriter olarak
kullanilamayacag1 vurgulanmistir.

Otag ve ark. (20)’nin calismasinda 471 hastaya ait 811 6rnekten izole edilen 872
maya susu konvansiyonel ve gerektiginde API ID 32 C hizli asimilasyon kitleriyle tiir
diizeyinde tanimlanmistir. Tiim 6rnek gruplarinda C. albicans’in, kan orneklerinde ise
C. parapsilosis’in (%51,86) en sik izole edilen tiirler oldugu bildirilmistir. Bizim
calismada da toplam 37 hastaya ait 105 kan kiiltiir 6rneginden izole edilen 105 maya
susu tiir diizeyinde tanimlanmis ve en sik C. parapsilosis (%79,05) izole edilmistir.

Saglik calisanlarinin ellerinde maya tasiyicilifiyla yapilmis calismalarda en sik
C. parapsilosis’in izole edildigi bildirilmektedir (86, 87).

Otag ve ark. (88)’min BACTEC maya (+) siselerden hizli C. albicans tanisina
yonelik calismasinda 6nceden tanimlanmis C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata
suslarinin SF deki 0,5 McFarland yogunluktaki siispansiyonlarindan BACTEC kan
kiiltiir siselerine ekimleri yapilmis ve otomatize kan kiiltiir sistemine yerlestirilmistir.
Pozitif sinyalle inkiibatérden ¢ikartilan siselerden dogrudan MUTA yiizeyine bir damla
ornek birakildiktan sonra lamel ile kapatilip 30-35°C’de inkiibe edilmistir. Klamidospor
ve hif olusumunun saptanmasi amaciyla yarnnm saat arayla mikroskopik olarak
incelenmistir. Calismada C. albicans inokiile edilmis siselerden yapilan damlatma
ekimlerde birinci saatten itibaren klamidospor ve yalanci hif olusumlarinin gézlendigi
bildirilmistir.

Pfaller ve ark. (89)’nin 1997-1999 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada ve Latin Amerika ve avrupay1 kapsayan 71 merkezde yaptiklari bir arastirmada
1184 kandidemi etkeninin %55’inin C. albicans, %15’ inin NAC gruplarindan C.
glabrata ve C. parapsilosis, %9 unun C. tropicalis’ten olustugu tespit edilmistir.
NAC’lar i¢inde en sik C. parapsilosis’in gorildiigii bildirilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde %45 NAC ve en sik C. glabrata’nin Kanada’da %40 NAC ve en sik C.
parapsilosis’in, Latin Amerika’da %65 NAC ve en sik C. parapsilosis’in goriildiigii
belirtilmistir. Calismada ayrica Tiirkiye’de iki merkezden izole edilen C. albicans’in

goriilme oranlarinin sirasiyla %73 ve 74 oldugu bildirilmistir.
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Yapilan bir ¢alismada yillik ortalama 200,000 bakteriyemi ve fungemi vakasinin
meydana geldigi ve bu vakalarda olim oraninin %20 ile %50 arasinda oldugu
belirtilmistir. Fungal kan kiiltiirlerde 1972-1992 yillar arasinda 889 hastaya ait 3038
pozitif kiiltirde C. albicans, 274 hastaya ait 682 pozitif kiiltiirde C. tropicalis, 261
hastaya ait 666 pozitif kiiltirde C. glabrata ve 302 hastaya ait 612 pozitif kiiltiirde C.
parapsilosis izole edildigi bildirilmistir (90).

Calismamizin ilk asamasinda 42 klinik 6rnek, 16 hemokiiltiir ve 2 standart C.
albicans susunun GT (+)’lik oranlar 21 farkli DO’da denenmistir.

KDS-MUS 45. dk’da %53,33, 60. dk’da %90 oraninda GT (+)’ligi veren en
basarili DO olarak saptanmistir. TDP ve KDS ise 60. dk’da itibaren %60’1n {izerinde
GT (+)’lik veren DO’lar olarak belirlenmistir.

MUS’a %25 TDP ve KDS ilavesinde GT olusturmada basart oraninin arttigi
gozlenmistir. Sabouraud Dekstroz, Mueller-Hinton ve misirunlu sivi besiyerleri ile
biyolojik {iiriinler olan SS, TDP ve KDS’ye %10 Tween80 veya safra ilavesinde GT
olusturmada basar1 oraninin artmadig1 saptanmastir.

Nakamoto (17)’nun %75’lik MUS DO’da 60. dk’da elde ettigi GT (+)’lik %82,4
iken calismamizda aynm1 DO’ya %25 KDS ekleyerek %90 oraninda GT (+)’ligi saptadik.
Calismamizda MUS’a %25 KDS eklenmesi %7,6 oraninda basar1 saglanmasina neden
olmustur.

Calismamizda Cizelge 4.4.’te yer alan 1, 2, 6, 7, 8 ve 20 sira nolu DO’larda 60.
dk’da GT (+)’lik oranlan daha diisiik seyrettiginden, 9, 10 ve 11 sira nolu DO ise kendi
aralarinda 60. dk’da GT olusumlar1 agisindan kiyaslandiginda 9 ve 10 sira nolu
DO’larin 11’e gore daha basarisiz olmasindan dolayr kan kiiltiir 6rnekleri ile yapilan
dogrudan GT deneylerine dahil edilmemistir.

SDB ve MHB DO’larinin hem tek baslarina, hem %10 Tween80 ve safra
ilavesinde GT olusturmada basarili olmadiklar1 goriilmiistiir. Ayni durum biyolojik
iriinler olan SS, TDP ve KDS’ye %10 Tween80 veya safra ilavesinde de saptanmistir.
MUS’a %25 TDP ve KDS ilavesinde ise GT olusturmada basar1i oraninin arttigi
gbzlenmistir.

Hilmioglu ve ark. (57) 2007°de yapmis olduklar1 calismada farkli inkiibasyon
stireleri ile 12 farkli sivi besiyerinin Candida tiirlerinde GT olusumu iizerine olan

etkilerini kiyaslamislardir. Bu amacgla 193 Candida cinsi maya (157’si C. albicans,
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36’s1 C. tropicalis) susunu 7 biyolojik iiriin (insan, keci, koyun, tavsan domuz, at, fotal
dana serumu) ve 5 farkli besiyerinde (triptik soy, pepton, Sabouraud Glukoz, beyin kalp
infiizyon siv1 besiyerleri, RPMI), 37°C’de 2, 2,5, 3 ve 4 saatlik inkiibasyonda
gerceklestirmislerdir. En ¢cok GT olusumunu sirasiyla insan serumu (%98) ve tavsan
serumunda (%89,8) tespit ettiklerini bildirmislerdir. Calismada ayrica C. tropicalis’in 2
saatlik inkiibasyon sonunda GT olusturmadigi ifade edilmistir. Bizim calismamizda da
bu caligmada oldugu gibi 2 saatlik inkiibasyon sonunda C. tropicalis’in GT
olusturmadig1 saptanmustir.

Calismamizin ilk asamasinda 42 klinik 6rnek, 16 hemokiiltiir ve 2 standart C.
albicans susunun GT (+)’lik oranlar1 21 DO’da denenmistir. Yirmi bir DO’nun 60.
dk’daki gostermis oldugu GT (+)’lik oranlarina bakilarak calismamizin 2. asamasi olan
BACTEC maya (+) siselerden dogrudan GT deneylerinde kullanilmak iizere DO sayis1
13’e azaltilmistir.

Dogrudan GT deneylerinde 60. dk’da sirasiyla KDS, TDP ve KDS-MUS en
basarili DO’lar olarak saptanmistir. Bunlara ek olarak 75. dk’da sirasiyla S-TDP, SS,
S-KDS ve T-KDS DO’lar1 basarili bulunmustur.

Dogrudan GT deneylerinde 60. dk’da %10 safra veya Tween80 ilaveli veya
ilavesiz MHB (biyolojik iiriin olmayan) DO’larinda GT (+)’ligi saptanmamistir.
Biyolojik iirtinler (SS, KDS, TDP) iceren DO’larinda ise 60. dk’da GT (+)’likler
saptanmistir. Bu {iiriinlerdeki basar sirasina bakildiginda, koloniden GT deneylerinde
oldugu gibi, sirasiyla KDS, TDP ve en son sirada da SS’in yer aldig1 gozlenmistir.

Calismamizda raf omrii dolmus TDP kullanilmistir. Bdylece hem infeksiyon
etkenlerinin kontaminasyon riski elimine edilmis hem de kan {iriinii kayb1 6nlenmistir.
KDS; Anti HCV, Anti HIV, HBs Ag, VDRL pozitif reaksiyon veren dondr
serumlarindan ayiklandiktan sonra havuzlanmistir. SS’de ise infeksiyon etkeni riski
vardir. Bu nedenlerden dolay1 C. albicans ve non-albicans ayriminda GT olusumunun
incelenmesi amaciyla KDS ve TDP kullanimi SS kullanimindan daha giivenli olup
biinyesinde kan merkezi bulunan hastanelerden temini daha kolaydir.

Serumun in vitro ortamda dermatofitlerin liremelerini inhibe ettigi olduk¢a uzun
yillar once gosterilmis ve serumda dermatofitleri inhibe eden aktiviteden sorumlu
maddelere serum inhibitor faktor (SIF) ismi verilmistir. Simdiye kadar yapilan

calismalara gore, genel olarak SIF her serumda bulunur ve fungistatiktir (91). Kaya ve
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ark. (91) onikomikozlu hasta populasyonunda SIF arastirdiklarin1 ve bu hastalarin
serumlarinda SIF etkisi tespit edemediklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar elde
ettikleri bulgular cercevesinde onikomikozlu hastalarin serumlarinda SIF bulunmadig
yoniinde degerlendirilebilecegini, cogu insanin hayati boyunca dermatofitlere maruz
kalirken, sadece bazilarinda gelisen kronik dermatofit olan onikomikozun, bu kisilerde
SIF eksikligi sebebi ile olustugu hipotezini ileri siirmiislerdir.

Insan serumunun patojenik mayalarn iiremelerinde inhibisyon etkisi
gosterdigine yonelik ¢aligmalar mevcuttur. Frank ve ark. (92) kan 6rneklerinin gobek
bagi ve yasamlarinin ilk 8-10 haftasinda olan infantlardan alinmasi ile inhibitor
aktivitenin biiylik oranda azaltildigin1 bildirmislerdir. Calismada normal yetiskin
serumunun C. albicans’in in vitro iiretilmesinde belirgin bir inhibe etme kapasitesinin
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar akut kan hastaligi olan hastalarda inhibitor
kompleksinin aktivitesinde veya konsantrasyonunda belirgin azalmanin oldugunu,
ancak sistemik mikozlu, kiitanéz kandidozlu, diyabetli, karsinomali ve lupus
eritematozuslu hastalarin serumlarinda boyle bir azalmanin almadigini bildirmislerdir.
Calismada 12 giin boyunca oral tetrasiklin alan hastalarin serumlarinda C. albicans’in
iiremesini inhibe edici bir etkinin olmadigi bildirilmistir. Calismada ayrica NAC
tiirlerinin normal serumda tiremelerinin ciddi bir bicimde baskilandigi, C. albicans’in
ise serumda en az inhibisyona ugradig belirtilmistir. Aym ¢alismada belirtildigi iizere
farkli nitrojen kaynaklarinin, artmis dekstroz ve vitamin konsantrasyonlarinin
kullaniminin serumun inhibitor aktivitesini 6nemli oranda azaltilmasinda basarisiz
oldugu vurgulanmstir.

Kim ve ark. (93) 105’1 C. albicans 198 Candida cinsi maya ile yapmis olduklari
calismada tavsan serumu ve YEPD’de (Yeast extract, pepton, dekstroz,) farkl
sicakliklarda (30, 35, 37, 39, 42 ve 45°C) GT olusumlarin1 degerlendirmislerdir. Tavsan
serumunda 37°C’de 2 saatlik inkiibasyon sonunda C. albicans’in %60’tan fazlasinin GT
olusturdugunu, YEPD’de 39°C’de 30. dk’da GT olusumlarinin gézlenmeye baslandigini
ve 1 saatlik inkiibasyon sonunda 39°C’de C. albicans’in %60’tan fazlasinin GT
olusturdugunu belirtmislerdir. Calismada YEPD ile yapilan GT deneyinde 30, 35,
37°C’de GT (+)’ligin saptanilmadig belirtilmistir. Tavsan serumunda 37°C’de 2 saatlik
inkiibasyon sonunda 105 C. albicans’ 103’ii, kalan 93 Candida tiirlerinden ise 28’1

GT olustururken YEPD’de 39°C’de 2 saatlik inkiibasyon sonunda 105 C. albicans’in
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105’1 GT olusturmus diger Candida tirleri GT olusturmamistir. Arastirmacilar
calismalarinda YEPD’de 39°C’de 2 saatlik inkiibasyon sonunda sadece C. albicans’in
GT olusturdugunu diger Candida tiirlerinin olusturmadigini, bu nedenle C. albicans ve
non-albicans aynminin 39°C’de YEPD ile yapilmasimin hizli ve uygun bir yontem
olacagim vurgulamiglardir.

Terlecka ve ark. (94) dogrudan BacTAlert kan kiiltiir siselerinden C. albicans ve
non-albicans ayrimi i¢in bir calisma yapmislardir. Caligmada otomatize kan kiiltiir
sisteminde pozitif sinyalden sonra Gram boyama ile maya hiicreleri saptanan 31 kan
kiiltiir sisesi 6rnegine TDP ile 35-37°C’de 2 saatlik inkiibasyon seklinde dogrudan GT
deneyi uygulamislardir. Kan kiiltiir 6rneklerinden konvansiyonel yontemlerle 13 C.
albicans olarak adlandirilan suslarin dogrudan GT deneyi ile 12’sini GT (+) olarak
tespit etmislerdir. Koloniden GT deneyinde 13 C. albicans izolatinin 1’ini GT(-) olarak
tespit etmisler ve bu izolatin GT olusturmayan C. albicans oldugunu belirtmislerdir.
Calismada kan kiiltiir siselerinden dogrudan GT deneyinin hizli sonu¢ veren (24-48
saati bulan rutin kiiltiir sonuglarina gore 3 saatin altinda bir siirede sonug alindigini)
pratik, ucuz ve basit bir yontem oldugunu, uygun antifungal tedavisine Kkiiltiir
sonucundan daha kisa siirede baslanmasina imkan sagladigi vurgulanmistir. Bu
calismada GT sonucuna 2 saat sonra bakilmistir. Bizim calismamizda inkiibasyondan
itibaren her 15 dk’da bir GT olusumlar1 degerlendirilmistir. Toplam 105 kan kiiltiir
orneginin 16’s1 konvansiyonel yontemlerle C. albicans olarak tanimlanmig ve bu 16 kan
kiiltiir 6rnegine pozitif sinyalden sonra Gram boyama ile maya (+) saptanir saptanmaz
uygulanan dogrudan GT deneyinde 45. dk’dan itibaren GT (+)’lik goriilmeye
baslanmistir. Calismamizda 60. dk’da KDS’de 16 C. albicans susunun 15’1 (%93,75),
TDP’de 14’ (%87,50) ve KDS-MUS DO’da 12’si (%75,00) GT (+) olarak
saptanmistir. Calismamizin 60. dk’sindaki GT deneyi sonuglarina bakildiginda KDS ile
9%93,75 GT (+)’lik oram1 saptanmistir. Calismamizin, Terlecka ve ark. (94)’min, GT
sonuclarini 2 saatlik siire sonunda degerlendirmis olmalar1 géz 6niine alindiginda erken
GT pozitifliginin saptanmasinda zaman agisindan %50’lik bir avantaj sagladig
goriilmektedir. Calismamizda kan Kkiiltiir ornekleri ile dogrudan GT deneylerinde
KDS’nin TDP’den daha basarili oldugu gézlenmistir.

Harrington ve ark. (95) dogrudan kan kiiltiirlerinden yapilan Gram boyama ile C.

albicans ve non-albicans ayrimi yapmaya yonelik yapmis olduklar1 ¢alismada 60
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ardisik kan kiiltiir sisesinden BACTEC 9240 sistemi pozitif sinyali verdikten sonra
Gram boyama ve kiiltiir yapmiglar. Gram boyama sonucunda goriillen maya hiicreleri
morfolojik degisikliklerine gore degerlendirilmis, bir ya da daha fazla tomurcuklanan
salkim igeren, dallanmig, uzamig ve iist iiste gelmis psodohif iceren maya C. albicans
olarak tanimlanmustir.

Doymaz ve ark. (96) maya pozitif kan kiiltiir 6rneklerinde Gram boyamayla
kiimelenmis psddohif saptanmasina yonelik yapmis olduklar1 ¢alismada maya pozitif 78
kan kiiltiir 6rneginden 31°1 ¢esitli mikolojik testlerle (MUTA, CHROMAgar Candida,
GT, PNA FISH, Vitek 2 YBC) C. albicans olarak tanimlanmigtir. Calismada 31 C.
albicans’in 29’unun dogrudan Gram boyali 6rneklerinde psddohif saptanirken, 2’sinde
saptanmamistir. Diger 47 maya (+) kan kiiltiir 6rneginin Gram boyama sonucunda
yapilan incelenmesinde ise birinde psodohif gbdzlenmis, psddohif gbézlenen bu Ornek
yapilan mikolojik testler sonucunda C. tropicalis olarak saptanmistir. Arastirmacilar
calismalarinda maya pozitif kan kiltiir siselerinden Gram boyama ile psodohif
arastirilmasinin C. albicans’in hizl 6n tanisinda kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Sheppard ve ark. (97) maya pozitif kan kiiltir siselerinden C. albicans’in
dogrudan identifikasyonunda germ tiip testinin yararligmma yonelik yapmis olduklar
calismada Gram boyama ile 67 maya pozitif kan kiiltiir sisesinden 31’ini C. albicans
olarak saptamislardir. Maya pozitif kan kiiltiir siselerinde dogrudan ve SDA’daki sub
kiiltiirlerdeki iiremis koloniden GT deneyi yapmislardir. Calismada dogrudan GT
deneyini tavsan serumu ile koloniden GT deneyini ise tavsan plazmasi ile 37°C’de 3
saat inkiibe ederek gerceklestirmislerdir. inkiibasyon sonunda, dogrudan GT deneyinde
31 C. albicans’m 27’sinin, koloniden GT deneyinde ise 31 C. albicans’in tamaminin
GT olusturdugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar c¢alismalarinda dogrudan GT
deneyinin C. albicans’in hizli 6n tanisinda kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Bizim caliyjmamizda da Gram boyama ile maya saptanan 105 kan kiiltiir
ornegine dogrudan GT deneyi uygulandi. Bu 105 kan kiiltiir 6rneginden konvansiyonel
yontemlerle identifikasyon yapildiginda 16 C. albicans susu saptandi. Bu orneklere
dogrudan GT deneyi uygulandiginda 16 C. albicans susunun tamami 75. dk’da KDS,
TDP ve %10 safrali TDP’de GT (+) saptandi. Koloniden GT deneyi uygulanan 16 C.
albicans susunun tamami yine 75. dk’da KDS ve TDP’de GT (+) saptandi.
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Yapmis oldugumuz calismada Candida albicans ve non-albicans tiirlerinin
konvansiyonel yontemlerle ayriminda ilk bagvurulan hizli test olan GT deneyinde
pozitif reaksiyon siiresinin azaltilmasina yonelik cesitli deney ortamlar1 hazirlandi. Bu
deney ortamlarinda sub kiiltiirii yapilan C. albicans, C. dubliniensis ve C. tropicalis ile
koloniden GT deneyleri yapildi. Hazirlanan deney ortamlarinda en kisa pozitif
reaksiyon siiresi 45. dk olarak tespit edildi ve bu siirede GT olusturmada en basaril
deney ortamlart KDS-MUS, KDS ve TDP olarak saptandi. Maya pozitif kan kiiltiir
siselerinden alinan oOrneklerle GT olusturmada basarili bulunan deney ortamlarinda
dogrudan GT deneyleri yapildiginda benzer sonuglarin elde edildigi gézlendi.

Kan dondr serumlu misirunlu sivi besiyeri (1 kisim kan dondr serumu+3 kisim
misirunlu s1vi besiyeri) 45. dk’da %53,33, 60. dk’da %90 oraninda, taze donmus plazma
ve kan donor serumu ise 60. dk’dan itibaren %60’1n iizerinde GT pozitiflik veren deney
ortamlar1 olarak belirlendi.

Misirunlu sivi besiyerine %25 taze donmus plazma ve kan donér serumu
ilavesinde GT olusturmada basart oranmin arttifi goézlendi. Sabouraud Dekstroz,
Mueller-Hinton ve misirunlu sivi besiyerleri ile biyolojik iiriinler olan seroloji serumu,
taze donmus plazma ve kan donor serumuna %10 Tween80 veya safra ilavesinde GT
olusturmada basar1 oraninin artmadigi saptandi.

BACTEC maya pozitif kan kiiltiir siselerinden Gram boyama ile birlikte KDS’de
GT olusum siirelerinin birlikte degerlendirilecegi ¢alismanin yapilmasi halinde 6ncelikli
olarak C. albicans ayriminda daha da hizl taniya gidilebilecegi olanakli géziikmektedir.

Hazirladigimiz DO’larinda insan kani serumu ve plazmasi gibi biyolojik
giriinlerin 6zelliklerinden bahsederek diger literatiirlerde rastlanmayan bir konuya
deginmis olduk. Biinyesinde kan merkezi ya da istasyonu barindiran hastanelerde
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kolay erisebilecegi bu {iriinlerle mikolojik test

ortamlarinin hazirlanmast maliyet ve is riskini diisiirmesi bakimindan énemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fungemi etkeni C. albicans ve non-albicans ayriminda kullanilan GT deney
stiresinin azaltilmasina yonelik yapmis oldugumuz ¢alismada 21 farkli deney ortami
calisilmis, bu deney ortamlarinin hangisinde en erken GT pozitif verdigi aragtirilmis ve
deney ortamlarinda GT olusturma acisindan istatistiksel olarak anlamli fark olup
olmadig incelenmistir.

Calismamiz, iilkemizde ve diinyada yapilan benzer calismalardan hizli GT
olusumunun saptanmasinda 15’er dk’lik periyotlarla incelenmesi bakimindan
ayrilmaktadir. Calismamizda daha once hi¢ denenmeyen bir deney ortam olan KDS-
MUS ile GT deneyleri yapilmis ve GT deneylerinde 37°C’de 1 saatlik inkiibasyon
sonunda 60 C. albicans’in 54’1 (%90) GT (+) olarak saptanmistir. C. albicans ve-non-
albicans ayriminda en erken GT olusum siiresi 45. dk olarak saptanirken en basarili
deney ortam1 KDS-MUS olmustur.

Calismamizda GT olusturmada KDS ve TDP kullaniminin SS’e gore oldukc¢a
hizl1 sonug verdigi tespit edilmistir. SS ile yapilan GT deneyinde 1 saatlik inkiibasyon
sonunda 60 C. albicans’in 8’1 (%13,33) GT (+) iken KDS ile yapilan GT deneyinde
36’s1 (%60,00), TDP ile yapilan GT deneyinde 43’t (%71,67) GT (+) olarak
saptanmistir.

Yapilan deneyler sonucunda TDP ve KDS’nin SS’ten GT olusturma agisindan
daha basarili oldugu, bu basarinin, TDP’nin havuzlanmamis tek donor plazmasi
olmasia, KDS’nin havuzlanarak kullanilsa bile SIM aktivitesinin veya
konsantrasyonunun akut kan hastaliklar1 olan kisilere gore daha az bulunuyor olmasina,
havuzlanmig SS’te kullanilan ilaglarin metabolik atiklarinin  bulunmasina veya
gecirilen/gecirilmekte olan hastaliga bagli olarak ¢esitli kemoterapotik ajanlarin
bulunmasina bagh oldugunu diisiindiirmektedir.

KDS’nin, biinyesinde kan merkezi bulunan hastanelerden kolaylikla temin
edilebilir olmasindan, GT olusturmada erken sonu¢ vermesinden ve GT deneylerinde
kullaniminin daha giivenli olmasindan dolay1r C. albicans ve non-albicans’m GT ile
ayriminda kullaniminin SS’e gore daha avantajhidir.

Calismamizda sigir safrasi ile yapilan GT deneylerinde bagar1 oran1 Tween80 ile

yapilanlarla hemen hemen ayni sonuglar1 vermistir. Sigir safrasinin biiyiik sehirlerde
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mezbahalardan kolaylikla temin edilebilir olmasindan ve aseptik filtrasyon initesi ile
kolayca steril edilebilir olmasindan dolay1 ticari bir iirtin olan Tween80 yerine sigir
safrasi kullanimimin maliyeti diisiik olacaktir.

Fungemi etkeni Candida tiirlerinin tamimlanmasinda laboratuvar is akisinda GT,
MUTA, API identifikasyon panelleri siras1 izlendigi takdirde, pozitif sinyal veren ve
Gram boyamayla maya hiicresi saptanan siseden ekim yapilan ilk giin petrisi SDA’da
iireyen koloninin saf kiiltiir oldugu varsayildiginda C. albicans suglar1 en erken bir gece
sonra tanimlanabilmektedir. Bu nedenle pozitif sinyal veren kan Kkiiltiir siselerinden
Gram boyamayla maya hiicreleri saptandiktan sonra KDS-MUS, KDS veya TDP ile
dogrudan GT deneyinin uygulanmasi ve inokiilasyondan sonraki ilk yarim saatten
itibaren mikroskopik inceleme yapmak erken GT olusumunu saptamada onemli bir
kriter olacak, laboratuvar is yiikiinii ve maliyeti diisiirecek, klinisyenlere antifungal

secimini hizla yaptirarak hasta mortalite ve morbiditesini diiiirecektir.
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