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OZET

Candida’larin neden oldugu infeksiyonlara son 30 yili agskin bir suredir
giderek artan bir siklikta rastlanmaktadir. Bu infeksiyonlar altta yatan ciddi
hastaligi olan hastalar igin mortalite ve morbiditenin dnemli nedenleri arasinda
yer almaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar butun infeksiyonlara ve
mantar infeksiyonlarina duyarlidir. Notropenik hastalarda Candida infeksiyonlari
cesitli klinik tablolar ortaya ¢ikarabilir. Kandidemi bu tablolar iginde en dlduricu
ve tedavisi en zor olanidir. Hastalarin invaziv Candida infeksiyonlarinin tanisi,
mantarin kultdr ile izolasyonu, antijen ve antikorun serolojik olarak arastiriimasi,
invazyonunun histopatolojik olarak gosterilmesi veya mantar nikleik asitlerinin
molekuler yontemler ile gosterilmesi ile konabilir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) bu grup hastalarda fungemiun hizli gosteriimesi ve ¢ok duyarli olusu
nedeni ile tercih edilmektedir. Bu amagla 3 yillik siregte (01.01.2004—
01.01.2007) notropenik atesi olan, ates etyolojisi arastirilan, yogun bakim
unitelerinde yatan ve uzun sure hastanede kalan fungemi agisindan riskli
hastalarin periferik kan kultlrlerinde Ureme saptananlarindan periferik kan
ornekleri alinarak molekuler yontemler (PZR) ile invaziv mantar infeksiyonlarinin
erken tanisi amaglanmistir.

Kalturinde maya Uremesi olan 71 hastaya ait 75 kan 6rneginin 29’unda
(%38.6) ve kulturde Uremesi olmayan 12 hastanin 2 tanesinde (%16.6) mantar
DNA’sI pozitif bulunmustur.

Bu yontemin kandidemi tanisi konmasinda duyarliligi yuksek, maliyeti
dusuk ve invaziv kandidoz tani suresini kisaltarak saatler dlizeyine dusurdugu
icin hizli sonug verebilen ve tedavi takibinde de kullanilabilecek bir yontem
olarak oOzellikle noétropenik hasta grubunda rutin olarak uygulanabilecegi

kanisina variimistir.

Anahtar kelimeler: invaziv mantar infeksiyonu, Candida tiirleri, panfungal PZR,

notropenik ates



INGILiZCE OZET (Abstract)

Infections caused by Candida have substantially increased in incidence
over the past three decades. These infections are significant causes of
morbidity and mortality for severly ill patients. Immun deficiency patients are
sensitive all infections and fungal infections. Candida infections cause different
clinic features in neutropenic patients. Candidemia is the most lethal and
difficult one in these clinical features. Isolation of fungus from culture, detection
of antigen and antibody by serological methods, detection of invasion by
histopathological techniques or detection of fungus by nucleic acid amplification
techniques have been used in diagnosis of invasive Candida infections. PCR
has been used in Candida infections because of its sensitivity and rapidity. In
this study, in 3 years periods (01.01.2004-01.01.2007), patients who has
fungemia risk such as febril neutropenia, searched for ethiology of fever,
patients in intensive care units, a long time hospitalized patients’ bloods have
been studied for early diagnosis of invasive Candida infections by molecular
techniques is aimed.

75 blood samples belonging to 71 patients have been studied. 29
(38,6%) samples found culture positive and 2 (16,6%) found PCR positive while
they were culture negative.

We consider PCR is sensitive, cheap, fast and easy for surveillance of

patients taking antifungal therapy in this study.

Key Words: Invasive fungal infections, Candida species, panfungal PCR, febril

neutropenia



1. GIRIS VE AMAG

Mantar infeksiyonlari hastalarda hizli gelisen, olduricu ve tedavisi zor
klinik tablolar olugturmaktadir. Hematolojik ve solid organ malignitelerinin ve
bunlarin tedavisinde kemoterapoétiklerin kullaniminin artmasi, immun yetmezligi,
otoimmun hastaliklari ve bag dokusu hastaliklari olan hastalarin yasam
surelerinin uzamasi; buyuk cerrahi girisimlerin sik yapilmasi ve bunlarin uzun
surmesi; organ transplantasyonlarinin daha sik yapiimasi; hemodiyaliz
unitelerinin artmasi, gelismis yogun bakim uUniteleri, mekanik ventilator kullanimi
nedeniyle genel durumu bozuk hastalarin daha uzun yasatilabilmesi; genis
spektrumlu ve ¢ok sayida antibiyotik kullaniminin artmasi, yeni ve ¢ok yonlu
tedavi edici stratejiler ve protez kullaniminin yayginlagsmasi sonucunda firsatgi
hastane kaynakl infeksiyonlarin sikliginin artmasina, buna bagh olarak da
hastanede kalig suresinin uzamasina ve mortalite oraninin yukselmesine neden
olmustur. Firsat¢i hastane kaynakli patojenler arasinda da en onemli yeri
mantarlar almistir™ % 3. Tibbi ve cerrahi tedavilerdeki son gelismeler
hastanelerde takip edilen hasta profilini degistirmektedir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar bitln infeksiyonlara ve mantar infeksiyonlarina duyarlidir.
Notropenik hastalarda Candida infeksiyonlari c¢esgitli klinik tablolar ortaya
cikarabilir?. Fungemi bu tablolar i¢cinde en dldurtcu ve tedavisi en zor olanidir.
Sistemik Candida infeksiyonu daha ¢ok Candida turlerinin steril kabul edilen
beyin omurilik sivisi, kan, plevra ve periton sivilarinda, safra veya doku
biyopsilerinde tespit edilmesi ile tani konmaktadir.

Immiin sistemi baskilanmig hastalarda mantar infeksiyonlarinin klinik
goérinimU oldukga karmasik, erken tanisi zor ve tanisinda kullanilan
laboratuvar yontemlerinin duyarlihk ve o6zgullukleri dusuktur. Bu hastalarin
yasamini surdurebilmesi i¢in kandidemi veya sistemik kandidozun erken
tanisinin ve tedavisinin yapilmasi gerekmektedir’. Hastalarin invaziv Candida
infeksiyonlarinin tanisi, mantarin kualtlr ile izolasyonu, antijen ve antikorun
serolojik olarak arastirilmasi, invazyonunun histopatolojik olarak gosterilmesi
veya mantar nukleik asitlerinin molekuler yontemler ile gosterilmesi ile konabilir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bu grup hastalarda fungeminin hizl

gosterilmesi ve cok duyarli olusu nedeni ile tercih edilmektedir® °.



Standart laboratuvar yontemleri ile kan kulturlerinde mikroorganizmalarin
identifikasyonu zaman almakta ve bazen de tani basarisizlikla
sonuglanmaktadir. Son yillarda kudltir yontemlerine bagvurmadan klinik
orneklerde mikroorganizmalarin identifikasyonu igin molekuler tekniklere dayali
yontemler gelistirilmistir. Bu ¢alisma fungal yukin az oldugu disunuilen erken
donemde bile PZR ile kandidemi tanisinin konabilece@ini gostermektedir.
Uygulanan PZR teknigi 1 ml kanda 100 maya hucresi bulunmasi halinde pozitif
sonu¢ vermektedir. Yapilan baska calismalarda uygulanan DNA saflastiriimasi
yontemi degismeksizin sadece tlre 6zgul primerler ile duyarliigin 10 maya
hiicresi/ml’ye kadar indirilebildigi bildirimektedir” & °. Tani amagli yapilan PZR
Ozgullugu c¢ogaltim igin uygun bir hedef dizisi secilerek saglanabilmektedir.
Ozgllik, hedef dizi ve farkli cins veya tiirlerin DNA dizileri arasindaki uyuma
bakilarak belirlenir. TUm mantarlarda ortak olan bir genin ¢ok iyi korunmus bir
bdlgesi PZR icin hedef secildiginde infeksiyonun mantardan kaynaklandigini
gosterir. rRNA genleri olduk¢a korunmus bolgeler icermektedir. Bu amagla
bizde ITS 1-4 primerlerini kullanarak tum mantarlar igin ortak gen bdlgesini
cogaltarak goruntilemeyi amagcladik. Ug yillik siirecte (01.01.2004-01.01.2007)
notropenik atesi olan, ates etyolojisi arastirilan, yogun bakim unitelerinde yatan
ve uzun sure hastanede kalan fungemi agisindan riskli hastalarin periferik kan
kiltarlerinde Ureme saptananlarindan periferik kan ornekleri alinarak panfungal

PZR ile invaziv Candida infeksiyonlarinin erken tanisi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. TARIHGE

Mantar infeksiyonlarina iliskin bilinen en eski belge MO 2000-1000
arasina tarihlenen Hindu kutsal yazitinda (Samhita) bulunmaktadir ve ayakta
misetomadan s6z eder. Candida’lara ait esasli bilgiler 19. ylzyilda toplanmaya
baglamistir. Kandidozun tarihgesi MO. 4. yiizylla istankodyli Hipokrat
(Hippocrates MO 460-337)’a kadar uzanmakla birlikte etkenin kesfi, tifislu bir
hastanin agzindaki pamukguk lezyonundaki kazintida mantari gozlemleyen
Langenbeck tarafindan 1839 (19. yuzyill) yapilmistir. Klasik kitaplarda
pamukgugda ait ilk tanimi 18. ylzyilda Rosen von Rosenstein’in 1771 yilinda ve
Underwood’'un 1784 vyilinda yaptigi yazilmistir. 1853'de Robin Candida
albicans't pamukguklu sahislarin lezyonlarinda incelemis ve basit bir kultarunt
de elde etmistir. Pamukgukta mikroorganizmanin ilk kesfi Langenbeck
tarafindan yapilmis olsa da o gordugu mantar tifis etkeni sanmistir. Mantari
pamukcugun etkeni olarak ilk tanimlayan 1842 yilinda Gruby olmustur. ilk
siniflandirma 1913’'te Castellani ve Chelmers tarafindan yapilmis ve Monilia
cinsi altinda 33 tur belirtilmigtir. 1948'de Unat, Bethesda'daki National Institutes
of Health'de Mikrobiyoloji Enstitiisiiniin infeksiyon Hastaliklari Balimi viroloji
laboratuvarinda c¢aligirken mikoloji laboratuvarinda c¢alisan Dr. Emmons'u
tanimig ve 1955'de c¢ikardigi Tibbi Mikoloji Ders Kitabinin 6nsdzunde "Bir
zamanlar dunyada, ancak birkag¢ kKisinin bildigi zannedilen, fakat aslinda hig
kimsenin icinde emniyetle dolagamadigi karanlik ve karmakarisik bir alem iken,
son zamanlarda bunun sistemli bir sekilde diuzenlenmig, aydinlik ve herkesin
kolaylkla yuruyebilecegi bir ilim sahasi oldugu ilan edilmigtir. Onu bu hale
getirenler biyolojinin kaidelerini taniyan, fizyolojik degismeleri ve mutasyonlari
anliyan mikrobiyologlar olmustur" séziine yer vermistir. Ulkemizde ilk kez,
istanbul Universitesi Tip Fakdltesine bagli Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlar
Arastirma ve Uygulama Merkezi Prof. Dr. Enver Tali Cetin ve arkadaglari,
tarafindan kurulmus ve arastiricilarin yararlanacadr bir mantar kudltar

koleksiyonu olusturulmustur'® ',



2. 2. TAKSONOMI

Candida’lar eseyli ve eseysiz sporlari aracilhigiyla Urerler, reme sekilleri
temel alinarak siniflandinlir. Candida’lar Deuteromycota (Fungi imperfecti)
subesinin Blastomycetes sinifinin Cryptococcales takimindaki Cryptococcaceae
ailesi icinde siniflandirilan, blastosporlarla ¢odalan, yalanci hif yapan, nadiren
gercek hif yapan ve eseyli sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup
anamorf mayadir'® '3,

Candida’larin bugun i¢cin 200 kadar turt bulunmaktadir. Bunlarin yaklasik
%20’si insanlarda infeksiyon olusturabilmektedir. Bu cins igerisinde C. albicans
(Robin Berkhout 1923) infeksiyonlardan en sik izole edilen tiirdiir. insanlarda
hastalik olusturabilen diger dnemli turler ise; C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii, C. keyfr, C. krusei ve C. glabrata'dir ve %50-70 en sik
etkenlerdir. Ancak bunlarin diginda C. lusitaniae, C. lipolytica, C. zeylanoides,
C. norvagensis, C. fomata, C. utilis, Saccaromyces cerevisiae, C. rugosa, C.
fabianii, C. dubliniensis gibi turler de sik olmamakla birlikte infeksiyonlardan
izole edilebilmektedir' 4 1% 16.17.18.19. 20, 21 "B g{inkii yaklasim; artan santral
vendz kateter, injeksiyon, radyasyon, kemoterapi, antibiyotik ve steroid
kullanimi, cerrahi girigsimler, organ nakilleri, malignite, ciddi yaniklar, intraventz
sivi tedavisi, hematolojik hastaliklar ve AIDS gibi bireyin bagigiklik sistemini
baskilayan cesitli sebeplerle diger Candida turlerinin de patojen olabileceqgi

yoniindedir' 22324,

2. 3. MORFOLOJi VE UREME OZELLIKLERI

Candida turleri tek hucreli, hicre duvarinda kitin ve sellloz iceren
Okaryotik organizmalardir. Klinik orneklerde ve kultirlerde 4-6 ym arasinda
degisen boyutlarda, kire seklinde, ovalimsi veya silindirik olabilen,
tomurcuklanan blastokonidyum veya blastosporlar seklinde hucreler olarak
goérulurler. Tomurcuklanarak meydana gelen yavru hiucre ana hucrenin
benzeridir. Ana hucreden ayrilmayi basaramayan yavru hucreler yalanci hif
seklinde zincirler olustururlar. Nadiren C. albicans’da gergek hif olusumu

gorilmektedir’™ %,
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Candida tuarlerinin ¢gogu yaygin olarak kullanilan bakteriyolojik ve
mikolojik kulttrlerde iyi Urerler. Koloniler genellikle 24 saatte belirmesine
ragmen, belirgin Ureme genellikle 48-72 saat arasinda olmaktadir. Onemli
dzelliklerinden biri 37°C’de (ireyebilmeleridir. Ozellikle patojen olanlar 25-
37°C’de, saprofit olanlar ise daha disuk isida Ureme 06zelliklerine sahiptir.
Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerinde oda isisinda ve 37°C’de ureyip
genelikle hamur kivaminda, kirli beyaz veya krem renginde kolonileri dizgun
veya buruguk kenarli, nemli, krem goérunumuinde ve tipik olarak maya kokulu
koloniler olusturur. Koloninin besiyeri Uzerinde kalan bolimu blastokonidyumlar
tarafindan olusturulurken, ylzeyin altinda kalan kisimlar da ise yalanci hifler
bulunur. Mayalarin Ureyebilmesi i¢in besiyeri ortaminda amonyum tuzu, biotin,
fosfat, glukoz ve serbest metallerin (Fe, Zn, Ca gibi) bulunmasi, ortam pH’sinin
2-8 arasinda olmasi yeterlidir. Candida turleri kemoheterotrofturlar, organik azot
ve karbon kaynagina ihtiyaclari vardir. Besinlerini bulunduklari ortamdan
rahatca alabilmeleri i¢cin ortamin nem oraninin %95-100 arasinda olmasi
gerekmektedir. Candida turleri, oksijen varliginda spesifik karbonhidratlari tek
karbon kaynagi olarak kullanabilirler.

Klinik érneklerden izole edilen C. krusei ve C. lipolytica suslari disindaki
Candida tirlerinin Greaz enzim aktivitesi yoktur. Ureaz enzim aktivitesi olan
Cryptococcus neoformans’in kafeik asit iceren substrata fenol oksidaz enzim
aktivitesi gostermesi, Rhodotorula tlrlerinin pigmentli olmasi, Trichosporon
turlerinin artrospor olusturmalari ile, gesitli biyokimyasal testlerle ve ayirici
besiyerleri ile ayriir.  Koloninin  besiyeri Uzerinde kalan  bolimu
blastokonidyumlar tarafindan olusturulurken, ytzeyin altinda kalan kisimlar da
ise yalanci hifler bulunur 2131525, 26,

Candida hucreleri besince fakir bir ortam olan misirunlu jelozda yedek
besin depolayan klamidosporlar olusturur. Hiflerin icinde (ara klamidospor),
kenarinda (yan klamidospor) veya uclarinda (ug klamidospor) gelisebilen, buyuk
(8-12 mm), yuvarlak ve kalin duvarli bu olusumlar, aghga ve diger degisik
sartlara karsi hucre canhligini korumaya yonelik uyum saglarlar. Misirunlu
jelozda C. albicans’'in 4 degisik morfolojik sekil olusturarak Uredigi gorulur.
Bunlar; 1) Yalanci hif, 2) Blastosporlar (Blastokonidiler), 3) Klamidosporlar, 4)

seyrek olarak gercek hiflerdir'® '>2°
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Klamidosporlar C. albicans’in en belirgin 6zelligidir. C. tropicalis’in bazi
kokenleri ve C. dubliniensis de klamidospor yaparlar. C. tropicalis’in
klamidosporlari C. albicans’a ait klamidosporlardan bir stspansor hulcrenin
bulunmamasiyla farklihk gosterir ve C. tropicalis sonraki pasajlarinda
klamidosporlarini kaybeder. Buna karsilik klamidospor olusumu C. albicans’da
sabit bir ozelliktir. Ayrica C. tropicalis’e ait klamidosporlar morfolojik olarak
gbzyas! damlasina benzerler ve daha kugukturler. C. dubliniensis’e ait olanlar
daha cok siispansér hiicreye tutunmus kiimeler halindedir'.

Cimlenme borusu (germ tup) testi C. albicans’i diger Candida’lardan ayirt
etmek icin kullanilan diger bir testdir. C. albicans’in maya hucreleri 37°C’de 2-3
saatte fasulye filizine benzer c¢imlenme borusu olugtururlar. C. albicans
kokenlerinde pozitif olan bu deneyin diger sik rastlanan higbir Candida turinde

ayni sartlarda gériilmemesi tani agisindan oldukca énemlidir'® 1% 2728,

2. 4. ANTIJENIK YAPI

Candida htcre duvari antijenik 6geler bulundurur. Candida hticre duvari
en fazla %80-90 karbonhidratlardan, %5-15 protein ve %2-5 lipidlerden olusur.
Karbonhidratlarin ise %20-30'u mannan, %50-60'1 beta-glukan ve % 0.6-3’U
kitin ve kitozan polimerlerinden meydana gelir. C. albicans’da polisakkarit
iceriginin  %40’1 potent immunojen olan mannandir. Mannan’in  yapisal
farklihgina gore A ve B olmak uUzere iki serotipi bulunmaktadir. C. albicans’da
mannan diginda antijenler de saptanmigtir. Bunlarin iginde en o6nemlileri
salgisal proteazlar, enolaz ve 1si sok proteinleridir. Dogumdan itibaren Candida
ile temastan dolayl ¢ogunlukla serumda mantara karsi hem o6zgul antikorlar
hem de hiicresel bagisiklik olusmaktadir' 2% 3°,

Sistemik Candida infeksiyonlarinda gesitli Candida antijenlerine kargi
artan oranda antikor dlzeyleri tespit edilmistir. Ayrica bu hastalarda hucre
duvari mannani, lateks aglitinasyon veya EIA (Enzim immunoassay) ile

gosterilebilmektedir™ 2,
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2. 5. VIRULANS FAKTORLERI

Farkli Candida tdrlerinin konagi farkli derecelerde hastalandirma
yetenedi vardir. Diger yandan deneyler C. albicans kokenleri arasinda da
konadi hastalandirabilme derecesinde farkliliklarin olabilecegi yani virllans
farkhliklarinin varligini ortaya koymustur®'. Hiicre duvari, adezyon ve hiicre dis
proteolitik enzim Uretimi en 6énemli (i¢ virulans faktorudir. Ozellikle konakg
epitel ve endotel hlcrelerine adezyon (baglanma), proteinaz enziminin Gretimi,
germ tUp olusturma en 6nemli virulans faktorleridir. Ayrica fosfolipaz enzimi,
toksinler, fenotip degisimi, hiicre duvari ve ylzey degisimi ile hidrofobisite gibi

faktérler de virulans ve patogenezde &nemli rol oynamaktadir®® 3% 343,

2. 6. PATOGENEZ

Dogada, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde yaygin bir
sekilde bulunan Candida tarleri patolojik potansiyeli olan firsatgi
mikroorganizmalardir. insanlarin mukokiitanéz membranlarinda flora iyesi
olarak yer almalari yaninda toprak ve birgok bitkiler Gzerinde de canliliklarini
surdurebilirler. Mikroorganizmanin topraktan izolasyonu fekal kontaminasyon
olarak kabul edilir. Temel Oozellikleri firsatgi nitelikte olmalaridir ve
gelismelerinde uygun olmayan konak faktérleri 6nemli yer tutmaktadir 2% 2.

Candida turleri normal flora elemani oldugu igin, gelisen infeksiyon ¢ogu
kez endojen kaynaklidir. Genellikle infeksiyondan 6nce kolonize olan mantar
sayis! artar ve kolonizasyonu infeksiyon izler' %,

Candida’lar yuzeysel ve derin infeksiyonlar olmak Utzere baslica iki grup
infeksiyona neden olurlar. Yiuzeysel kandidozlar deri ve mukozalari, derin
kandidozlar ise i¢ organ ve sistemleri tutan infeksiyonlardir™®.

infeksiyonun ilk asamasini Candida’larin mukoza epitel ve endotel
hicrelerine yapismasi olusturur. C. albicans’t bu cins igerisinde en sik
kargilagilan tur olarak one ¢ikaran Ozelliklerin bagsinda mukoza yuzeylerine
yapisma yeteneginin fazla olmasi gelmektedir®'. Yiizeysel kandidozlarda
Candida deri veya mukozadaki bir catlaktan yalanci hifleri ile doku igerisine

girer; enzimleri sayesinde vyalanci hifler ve bunlardan tomurcuklanan
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blastokonidyumlar ile epitelyum hdcreleri igine girerek invazyonunu
gerceklestirir.

Derin veya sistemik infeksiyonlarda 6nce gastrointestinal sistemde bir
kolonizasyon vardir. Gastrointestinal mukozay! gegerek veya baska bir yolla
kana karisan Candida’lar 6zellikle bagisiklik sistemi yetersiz hastalarda hemen
her organ ve sisteme yerlesebilmektedirler. Bobrekler, goz, deri, karaciger,
dalak, kalp ve beyin zarlari siklikla tutulan organlardir®®.

Yiizeysel ve derin kandidozlarda predispozan faktérler'®.
e Derinin maserasyonu
e Diabetes mellitus
e Hucresel immun yetmezlikler
e Genis etki alanl antibiyotikler
o Kortikosteroidler ve baska immunsupresif ilaglar
¢ Notropeni (malignite veya malignitenin tedavisi nedeniyle)
e Bazi ameliyatlar (organ transplantasyonlari, kalp veya gastrointestinal
kanal ameliyatlar)
e Ciddi yaniklar
e Damar kateterleri
e AIDS
¢ Kronik yataga baglayici hastaliklar

e Damardan narkotik kullanimi

2. 7. RiSK FAKTORLERI

Maligniteler, immun yetmezlikler, otoimmun hastaliklari ve bag dokusu
hastaliklari olan hastalarin yasam surelerinin  uzamasi; buyuk cerrahi
girisimlerin stk yapilmasi  ve  bunlarin  uzun  sdrmesi; organ
transplantasyonlarinin daha sik yapilmasi; gelismis yogun bakim uniteleri
nedeniyle genel durumu bozuk hastalarin daha uzun yasatilabilmesi; genis
spektrumlu ve ¢ok sayida antibiyotik kullaniminin artmasi ve protez kullaniminin

yayginlasmasi sonucunda firsatgi hastane kaynakli infeksiyonlarin sikligi da
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artmistir. Firsat¢i hastane kaynakl patojenler arasinda da en onemli yeri

mantarlar almigtir?? 2% 37 38.39,40. 41

Kandidemi gelisimiyle ilgili, ¢esitli kaynaklarda belirtilen risk faktorleri

asagida siralanmistir

13, 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45,

1) Gastrointestinal kolonizasyonun artmasi

Antimikrobik kemoterapi (Kandidemi 6ncesi iki hafta iginde genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi)

Antiasit ve/veya H, reseptor blokdorleri ile tedavi

ileus

Diyareler

2) Parenteral hiperalimentasyon (6nceki 30 gln icinde intravendz

hiperalimantasyon). Hiperalimentasyon sivilari intravaskuler

hiperglisemik ortam saglayarak Candida infeksiyonlarinin geligmesini

kolaylastirir.

3) Sistemik konak savunmasinin bozulmasi

Kortikosteroit tedavisi

Noétropeni (1000/mm? altinda nétrofil sayisi)

Diabetes mellitus

Bobrek yetmezIigi

Malign hastaliklar

Sitotoksik kemoterapi

immiinsipresif tedavi

Hasarli mukozal bariyer (kemoterapi ve radyoterapi sonrasi

maserasyona bagl doku invazyonu gelisebilir).

4) invazif girigimler

Santral vendz kateterler (SVC), dUriner Kkateterler, arteriyel

kateterler
Endotrakeal tlp

Hemodiyaliz

5) Hastaya bagh faktorler

Yas (ileri yas veya prematurite)

Cinsiyet

6) Kan urinu transflizyonu
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7) Yogun bakim Unitesinde kalmak (yogun bakim hastalarinda hastane
infeksiyonlari diger hastalara oranla 5-10 kat daha fazladir)
8) Kan biyokimyasindaki degisiklikler
e Azotemi
e Hiperglisemi (transplantasyondan once gelisen ve insulin tedavisi
gerektiren 2 haftadan fazla devam eden hiperglisemi)
9) Birlikte bulunan bakteriyemi veya diger infeksiyonlar (6ncesinde veya
takip eden haftalar iginde bildirilmis herhangi bir infeksiyon dykusu)
10) Graft Versus Host (GVH) reaksiyonu varhgi
11) Onceki 3 giin icerisinde antifungal proflaksi uygulanmasi
e Yogun bakim tedavisi altinda olmak
e Herhangi bir nedenle cilt veya mukoza butinligunin bozulmasi
e Solid organ transplantasyonu

e Onceden antifungal kullanimi

2. 8. CANDIDA INFEKSIYONLARINDA LOKAL VE SiSTEMIK DIRENG

Dogal Direng

Sistemik infeksiyon icin ilk engel epitelyum hucreleridir. Mukoza epitel
hicreleri dogal ve kazanilmig bagisikhgdi sitokinleri ve membran aracihdi ile
dizenler. Fagositik hlcreler Candida ve diger mantar infeksiyonlarina direncte
oldukg¢a 6onemlidir.

C. albicans’'in blastospor ve hifalari PNL(Polimorf nuveli |6kositler)’in
oksidatif ve non-oksidatif mekanizmalari ile yok edilir. Kullanilan oksidanlar
arasinda hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri, hipoklorik asitler, defansinler,
lizozim, serum proteazlar ve kloraminler sayilabilir. PNL'in bu iglevi TNF, IFNy,
IL-2, IL-8, CSF gibi sitokinlerle artar. Hipoklorik asit ve kloramin sentezi yine
kendi sentez ettigi miyeloperoksidaz (MPO) enzimi sayesinde olur.
Miyeloperoksidaz, klorid iyonunun hidrojen peroksid tarafindan oksidasyonunu

kataliz eder ve sdz konusu Urinler ortaya gikar. Ozellikle, MPO ve hidrojen
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peroksid gibi fungusidal molekiller, PNLin C. albicans’t oldurmesi igin
gereklidir. Buna karsi diger Candida turleri non-oksidatif mekanizmalarla yok
edilebilmektedir. Non-oksidatif mekanizmada, antifungal aktiviteye sahip bazi
protein ve peptidler rol oynar. PNL'in azurofil grandlllerinde bulunan
antimikrobiklerin Candida turlerine karsi aktivite gosterebildikleri ve bazilarinin
C. albicans’t dogrudan oldurebildikleri, yine ayni granullerde bulunan katepsin
G'nin de antifungal aktivitesinin bulundugu kaydedilmistir. PNL ve makrofaj
sistemik infeksiyondan korunmada onemlidir. Notrofil fonksiyon bozukluklari
olan ve noétropenisi olan hastalarda invazif ve sistemik kandidoz insidansinin

artmis olmasi bunun en iyi gdstergesidir*®

Sivisal immiinite

Antikor aracili korunma oldukga tartigmalidir.

B hucre anomalisi olan kigiler sistemik ve mukozal kandidoza kargi daha
duyarh degillerdir. Serumda C. albicans’a karsi spesifik 1gG, IgA antikorlari
bulunur. Ozgul antikorlarin olumlu ve olumsuz etkilerini gdsteren calismalar

bulunmaktadir®®.

Hiicre aracilikli imminite:

Lenfositlerin Candida  infeksiyonlarindaki rold  tam olarak
anlasilamamistir. Aktive lenfositlerden salinan lenfokin benzeri maddelerin C.
albicans Uzerinde toksik etkisi bulundugu ©ne surllmuastir. Candida
antifienlerine karsi T-lenfosit yanitinin baslamasinda ve makrofajlar ile
lenfositlerin aktivasyonunda lenfosit-makrofaj etkilesimi dnemli rol oynar. Kronik
mukokutendz kandidozlu hastalarda hicre aracilikli immunite bozukluklarinin
bulunusu, hicre aracilikli immunitenin Candida infeksiyonlarina kargi direngte

onemli oldugu disiindiirmektedir'®.
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2. 9. HASTANE INFEKSIYONLARI VE CANDIDALAR

Hastane infeksiyonu hastaneye ilk yatista mevcut olmayan ya da kulugka
suresi iginde bulunmayan, hastanede kalma siresi icinde ortaya c¢ikan
infeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Firsatgi patojen mantarlarla olusan hastane
infeksiyonlarinin goralme sikhigr giderek artis gostermektedir. Kateter ylzeyinde
olusturdugu biyofilm nedeniyle 6zellikle santral vendz kateteri olan, parenteral
beslenen hastalarda C. parapsilosis'e baglh fungemi gelisiminde artis
olmustur.3® 4748,

Pfaller ve ark 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Gliney
Amerika’yl icine alan 34 merkezde yaptiklari arastirmada kandidemiye neden
olan 306 etkenin %53.3’'Unu C.albicans, %46.7’ini non-albicans Candida
bulmuslardir. Non-albicans Candida’lar icinde de en sik C. parapsilosis
bulunmustur. Bu oran Amerika Birlesik Devletleri’nde %43.8 non-albicans
Candida ve en sik C. glabrata, Kanada’da %47.5 non-albicans Candida ve en
sik C. parapsilosis, Guney Amerika’da %59.5 non-albicans Candida ve en sik
C. parapsilosis olarak belirtimistir*®. Hastanemizde Ota§ ve ark.nin 2005
yihnda yaptiklar bir ¢calismada en sik fungemi etkeni olarak C. parapsilosis
(%51.86) izole edilmistir®.

Son 30 yilda hastane kaynakli mantar infeksiyonlarinda belirgin bir artis
gorilmiistiir®. “National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)” verilerine
g6re Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yapilan bir calismada 1980’li yillarda
%0.2 olan mantar infeksiyonu gorulma sikligi 1990’larda %0.38’e cikmistir’.
Candida turleriyle olusan hastane kaynakli fungeminin hastanede kalis suresini
ortalama 30 gun uzatmakta ve %40’a yakin bir oranda mortaliteye neden
olmaktadir’”.

Bu artisin basglica sebebi; hastanede yatan hasta populasyonundaki
degisikliklerdir. Kanser ve immun sistem yetmezligi olan hastalarin seyrindeki
dizelmeler, yogun bakim Unitelerinin gelismesi, organ nakillerinin daha fazla
yapllmasi hastalarin yagsam OmrUnun uzamasina neden olmus ancak bu
hastalarda mantar gériilme sikhgini da arttirmistir®®. Aimanya’da 49 hastanede,
1995-2002 yillari arasinda 24179 vakay! kapsayan bir ¢alismada kan kultira
infeksiyonu %77 oraninda tek mikroorganizmaya bagli olarak meydana

gelmistir. Mikroorganizmalarin %65’i Gram pozitiflere, %25’'i Gram negatiflere
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ve %9.5’i mantarlara bagh olusmustur. Mortalite %27 oraninda gérilmustar. En
fazla %31 oraninda koagulaz negatif stafilokoklar, %20 S. aureus, %9
Enterokok ve %9 oraninda Candida tirleri bulunmustur®®. En sik goriilen
hastane kaynakli hematojen kandidoz etkeni C. albicans’dir. ABD’de yapilan bir
calismada 1980-1990 yillari arasindaki 24227 hematojen Candida

enfeksiyonunun etkeni %76 oraninda C. albicans olarak bulunmustur®.

2.10. LABORATUVAR TANISI

Candida infeksiyonlarinin tanisi  klinik bulgular ve laboratuvar
sonuglarinin birlikte degerlendirimesine baglidir®,

Candida’lar Gst solunum yolu ve gastro-intestinal sistemin normal flora
elemanlar olduklarindan dolayi laboratuvarda izole edildiklerinde etken patojen
acisindan degerlendirilmeleri zordur. Bogaz suruntusu, balgam, trakea ve brong
salgilari, gastrik sivi, diski 6rnekleri gibi normal florali bolgelerden izolasyonu
hastanin klinik durumu ile birlikte degerlendiriimelidir®®>. Balgam agizdaki
Candida’lar ile kontamine olabildiginden balgam kaltdrlerinin
degerlendirmesinde bronkoskopi ile alinan brons sekresyonlari kolonizasyonu
veya infeksiyonu ortaya cikarma agcisindan daha giivenilir drneklerdir®.
Normalde steril olan kan, beyin omurilik sivisi, eklem, plevra ve perikard

sivilarindan Candida izole edilmesi infeksiyonu gosterir®.

2. 10. 1. Mikroskobik inceleme:

Boyasiz i1slak preparatlarda, hiflerin ve tomurcuklanan maya hucrelerinin
gorulmesiyle ¢ok c¢abuk sonug¢ alinabilmektedir. Derinin kat yerleri
kandidozunda Candida albicans’in siklikla kolonizan olmasi nedeniyle deri
kazintt O6rneginin  mikroskopik incelenmesinde blastosporlarin  gorulmesi
énemlidir®. Floresan mikroskobunda kalkoflor beyazi boyasi ile inceleme
boyasiz preparatlardan daha iyi sonu¢ vermektedir. Kalkoflor beyazi fungal
elementlerdeki sellulozu ve kitini boyar. UV 151§ altinda floresan verir. Tek

dezavantaji uygun ultraviyole filtreli floresan mikroskobu gerektirmesidir. Sitoloji
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preparatlari Gram boyasi ile, fungemili hastalarin kan yayma preparatlari
Giemsa veya Wright boyasi ile histoloji preparatlari Gomori'nin metanamin
gimiis boyasi ile boyanarak incelenmektedir®. Preparatlarda yalanci hiflerin
g6rulmesi Candida’nin dokuya invazyonunu ve infeksiyonun isareti olarak kabul

edilir™.

2.10. 2. Kiiltur:

Tam ornekler antibiyotikli SDA besiyerine ekilerek oda isisinda (22-26°C)
ve 37°C inkube edilirler. Candida turleri genellikle 24 saat icerisinde koloni
olustururlar ancak 48 saatte kolonileri daha belirgindir. Misirunu-Tween 80
besiyerine ekim yapildiginda yalanci veya gergek hif yapip yapamadidi,
blastokonidyumlarin buyuklugu, sekli ve dizilimleri ayrica klamidospor olusturup
olusturamadiklari saptanabilir15. Primer kultirde karisik Candida tdrlerinin
tanimlanmasinda kullanilan  kromojenik  besiyerleri de bulunmaktadir.
Kromojenik substratlar besiyerinde bulunan karbonhidratlara, aminoasitlere
veya fosfatlara tutturulmustur. Kromojenik substratlar kromoforlardan veya
floroforlardan olugur. Hedef mikroorganizma kendine 0zgu enzimlerle bu
substratlari kullandigi zaman kromoforlar veya floroforlar mikroorganizma iginde
serbest kalir ve mikroorganizma kolonileri renkli gdzlemlenir®* % %657,

Candida normal kosullarda agdiz ve gastro-intestinal sistemin normal
florasinda yer aldidi i¢cin balgam ve gaita orneklerinden izolasyonu infeksiyon
tanisi icin yeterli degildir. Bu nedenle Candida’nin bulundugu florayi iceren
orneklerden yapilan kiiltirler dikkatle yorumlanmalidir™.

Pozitif kan kdltarleri, sistemik Candida infeksiyonlari veya enfekte
damarigi kataterlere bagll gecici kandidemiyi gosterir. Damarigi katater ucunun
kdltirinde Candida Uremesi, Ureme yogunluguna bakilmaksizin sistemik

Candida infeksiyonlari agisindan degerlendirilmelidir'® >
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2. 10. 3. Serolojik testler:

Derin kandidoz kuskusunda Candida antikor ve antijenlerini aramaya
yonelik serolojik testler kullaniimaktadir. Ancak bu testlerin duyarliigi ve
6zgiillugl disik bulunmaktadir'®.

Hasta serumu ve vicut sivilarinda anti-Candida antikorlarini, Candida
antijenlerini, metabolitlerini ve hucre duvari komponentlerini tespit eden testler
gelistirilmistir®® .

Anti-Candida antikorlarini saptamak igin kullanilan immunolojik testler
genel olarak Candida hicre duvar mannanini hedef almaktadir. Bu testler,
mannanin saglikh kigilerde de saptanabilmesinden dolayi, ayni zamanda immun
sistemi baskilanmis hastalarda yeterli antikor yaniti olusmadigi igin duyarlilik ve
6zgulligl diisik bulunmustur®.

Candida’larin normal flora Uyesi olmalarindan dolayi, saglikli kisilerde de
antikor cevabi gelismesine neden olmakta bu ise 6zgul antikorlarin serolojik
testler ile saptanmasinin dnemini azaltmaktadir. Kolonizasyon veya yuzeysel
infeksiyona bagl olarak olusmus antikorlar derin kandidozda olusmus
antikorlardan ayirt edilemezler. Ayrica immun sistem yetmezlikli hastalarda
antikor yaniti zayif olabileceginden hatali negatifliklere yol agabilir®> '°. Antikor
Olcen testlerde 6zgullik ve duyarligi en yuksek olan testler, immunoblot ve
enzim immiinoassay (EIA) ydntemlerine dayali testlerdir®.

Serolojik tanida antikorlarin saptandigi bu yéntemin dezavantajlarindan
dolayi, konak bagisiklik durumunun etkilemedigi, antijen aramaya yonelik testler
daha 6nemli duruma gelmistir. Ozellikle immun sistem yetmezlikli hastalarda
antijen saptayan testler daha fazla énem kazanmistir. C. albicans’in 47 ve 48
kDa protein antijenlerini olgen testlerdeki gelismeler umut vericidir. Bunun yani
sira  mannan antijeni EIA ile %65-70 duyarlihkta ve %100 o6zgullukte
saptanabilmektedir®

Serolojik olarak antikor tarama testleri 6zellikle Candida infeksiyonlarinin
tanisinda; bu maya cinsinin normal flora Gyesi olmasi, bunun yaninda Candida
antijenlerinin immunojenitesinin dusik olmasi hem de bu infeksiyonun
goruldigu hasta grubunun genellikle immun yetmezIigi olan hasta grubu olmasi

nedeniyle yeterli antikor yaniti olusamamaktadir®.
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2.10. 4. Molekuler yontemler:

Tanisal mikrobiyolojide temel hedef, etkenin en kisa slrede saptanip
tanimlanmasi ile hasta tedavisinde 6nemli gelismeler saglamaktir™®.

Mantarlarin izolasyon ve tur tanisinda en son olarak tanida uzun sureye
gereksinim olmasi nedeniyle taniyr daha kisa surede sonladiracak molekuler
yontemleri gindeme getirmistir.

Klinik o6rneklerden Candida izolasyonu ve Candida infeksiyonlarinin
erken tanisi igin PZR yontemi kullaniimaktadir. Geleneksel kultir yontemlerinde
fungal ylkun ¢ok az oldugu balgam, BOS ve kan gibi 6rneklerden dissemine
fungal infeksiyon tanisinda PZR testi kultir yontemlerinden daha duyarli
bulunmustur®®. Yeni gelistirilen kiiltire dayali liziz-santrifiigasyon yontemi ile
yapilan karsilastirilmali ¢alismalarda, bu yontemin duyarlihgr %25-75 arasinda
bulunmustur’. Yapilan calismalarda 100 pl kan, idrar, balgam gibi hasta
materyalinde +10 maya hiicresinin saptanabildigi rapor edilmistir” ® °. PZR
temelli taninin geleneksel kan kultir yonteminden daha duyarh oldugu ve
notropenik hastalarda yapilan bir calismada ise %97.5 gibi yuksek negatif
prediktif degere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle fungal yukin ¢ok az
oldugu, kultir ve serolojik taninin yetersiz oldugu durumlarda PZR yonteminin
cok etkin oldugu gériilmektedir®®. Buna goére PZR testi optimal tani yaklagimi
olabilir, ¢unkl; 1) halen gecgerli olan kultire dayali yéntemlerden daha
duyarhdir, 2) bir ¢ok mantar tirine uygulanabilir, 3) cesitli 6rneklerde
calisilabilir® .

Molekuler yontemler sadece klinik 6rnekten mantari tanimlamak igin
degil ayrica tur tayini, ilag direnci ve epidemiyolojik tiplendirme amaciyla da
kullaniimaktadir.

Mantarlarin  epidemiyolojik tiplendiriimeleri icin, genomik DNA’nin
restriksiyon endonlkleaz (RE) ile kesimini takiben Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), DNA’nin dogrudan PFGE ile incelenmesi
(elektroforetik karyotiplendirme), southern hibridizasyon analiz, AP-PZR gibi
DNA bazli ve immunoblot finger printing, hucresel proteinlerin poliakrilamid jel
elektoroforezi, multilokus enzim elektroforezi gibi protein bazli yontemler

kullaniimaktadir.
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2.11. TIPLENDIRME YONTEMLERI

Mantar infeksiyonlarinin klinik 6énemi bilinmesine ragmen mantar ile
kolonizasyon ve infeksiyonun patogenezi, gecis sekli ve epidemiyolojisi
hakkinda bilinenler sinirhidir. Normal flora Uyesi olan C. albicans gibi
mikroorganizmalarin tur duzeyinde tanimlanmasi, etken organizmanin bulas
kaynaginin izlenmesinde, kolonizasyon ve infeksiyon ayriminin yapilmasinda
yetersiz kalir. Bu tur organizmalar igin tur duzeyinin de altinda tiplendirmeye
gereksinim vardir®’.

Epidemiyolojik calismalarin yapilis amaglari ve ideal bir epidemiyolojik
tiplendirme yontemleri agagida 6zetlenmistir.

Epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin baslica amaclar®" 2

1- Salginin kaynaginin belirlenmesi
2
3
4
5

Gegis yollarinin belirlenmesi

Re-aktivasyonun yeni bulastan ayirt edilmesi

Hastane infeksiyonlari ve toplumsal kaynakli infeksiyonlarin belirlenmesi

Epidemiyolojik stirveyans ve kontrol yontemlerinin degerlendiriimesi

ideal epidemiyolojik tiplendirme yonteminin dzellikleri®’

1- Standardize olmali

2- Dogru ve tekrarlanabilir olmall

3- Stabil olmali

4- Benzer ancak identik olmayan mikroorganizmalarin ayriminda yeterli
duyarlihga sahip olmali

5- Uygulanabilir ve ucuz olmali

6- Epidemiyolojik galigmalarda kanitlanmis degeri olmali

C. albicans igin bu 6zelliklerin timand karsilayan ideal bir tiplendirme
yontemi henlUz yoktur. Her yontemin avantajlari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Tiplendirme yontemi izolatlari sadece birbirinden ayirabilme
ozelligine sahiptir®’.

Candida’lar tiplendirmede kullanilan fenotipik yontemler; serotiplendirme,

morfotiplendirme,  resistotiplendirme,  biyotiplendirme,  6ldlrici  maya
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tiplendiriimesi, hlcresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi ile analizi,
immunoblot finger printing, multilokus enzim elektroforezi'dir. Genotipik
yontemler ise; genomik DNA’nin restriksiyon endonukleaz ile analizi, southern
hibridizasyon analizi, pulsed-field jel elektroforez (elektroforetik

karyotiplendirme), baz dizi analizi, niikleik asit cogaltma yéntemleridir®’.

Fenotipik yontemler:

1. Serotiplendirme:

C. albicans suslarinin tiplendiriimesinde, serotiplendirme yontemi ilk kez
1931 yilinda uygulandigi bilinmektedir. Ancak C albicans ile diger Candida
turleri arasinda c¢apraz reaksiyonlarin gorulmesi bu yontemin en Onemli
dezavantaji olarak gorulmustur. C. albicans suslari serotiplendirme ile dnce A
ve B serotipinde ayrilmis daha sonra sik goértilmeyen C serotipi 1969 yilinda
bunlara eklenmistir®®. Yapilan calismalarda A serotipinin flusitozine duyarl, B
serotipinin ise direngli oldugu gorulmustur. Serotiplendirme yontemi ayrilabilirlilik
indeksinin dusuk olmasindan dolayr C. albicans suslarini tiplendirmek igin

uygun bir ydntem olarak gériilmemistir®'.

2. Koloni morfolojisi ile tiplendirme:

C. albicans’in farkli koloni morfolojileri oldugu ilk kez 1935 yilinda
tanimlanmistir. C. albicans’in morfolojik olarak tiplendiriimelerinde farkli
metodlar kullanilmistir. ik ¢alismalarda malt ekstrakt agara C. albicans suslari
cizgi seklinde ekilmis ve 15 ayri morfolojik tip tanimlanmigtir. Daha sonralari bu
yontem gelistiriimis bir kodlama sistemi uygulanarak, c¢izgi ekimde koloniler
kenar ve ¢izgi yuzeyi olarak baslica iki agidan degerlendiriimeye alinmigtir.
Koloni kenarlari dagilim, geniglik ve yapi yontinden, koloni yuzeyi ise; topografi,
kalite, derinlik-gevseklik 6zelliklerine goére degerlendirilmistir. Bu kodlama

sisteminin tekrarlanabilirligini 2.5 yil sonra arastiran arastirmacilar %84 ayni

24



kodlamayi bulmuslardir. Bu yontem ile 446 sus 50 farkli morfolojik tipe ayriimis
ve ayrilabilirlik indeksinin olduk¢a yuksek oldugu gorulmustuar. Yine ayni
kaynakta, yapilan diger bazi ¢alismalarda da ylzey goériunimdu, rengi ve kenar
durumlarina gére tiplendirme yapilabilecegi belirtimistir®. C. albicans’in
morfolojileri genellikle degismedigi icin, 6zel alet ve ekipmanin gerekmedigi,
ucuz ve yonteme gore degismekle beraber 100’den fazla morfotip ayrimi
yapilabilen bu yéntem epidemiyolojik galismalar igin uygun gériilmektedir®.

3. Rezistotiplendirme:

C. albicans’in rezistotiplendirme ile tiplendirilmesi ilk defa 1979 yilinda
uygulanmigtir. Yontemin esasi ¢esitli inhibitdor maddelerin bilinen farkh
konsantrasyonlarinda hazirlanan kati besiyerlerinde, C. albicans’in Ureyip
irememesine gére sus ayriminin yapilmasina dayanir. inhibitér madde olarak
malasit yesili, borik asit, setrimit, sodyum arsenat, bakir suilfat, akrilamid, 4-
kloro-reserkinol, sodyum selenit, gumus nitrat, klorheksimit, 5-florositozin,
sodyum periyodat gibi kimyasallar farkli konsantrasyonlarda kullaniimigtir. Bu

yéntemin ayrim giicii degisik galigmalarda farklilik géstermektedir®” .

4. Biyotiplendirme:

Hucre disi enzim veya karbon kaynaklarinin asimilasyonunu esas alan
bir yontemdir®'. Farkli karbon maddelerinin asimilasyonuna dayanan tiplendirme
c¢alismalarinin sonuglari kullanilan karbon maddelerine goére degismektedir.
Karbon kaynagi iceren ticari kitler kullanilarak yapilan biyotiplendirme
calismalarinda ayrilabilirlik indeksinin dustk oldugu g('jrijlmijstijr%. Enzim
degisikligine gdre yapilan biyotiplendirme c¢alismalarinda valin anil amilidaz,
sistin anil amilidaz, alfa-glukozidaz, N-asetil-beta-glukoz aminidaz gibi
enzimlerin kullaniimig ve C. albicans A, B, C, D olmak uzere dort degisik
serotipe ayrilmigtir. Bu calismada ve bu konuyla ilgili yapilan benzer
calismalarda yontemin tekrarlanabilirligi yuksek olmasina karsin ayrim gucu

zayif bulunmustur®’.
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5. Oldiiriicii maya tiplendirilmesi:

Oldirlicti mayalar duyarli mikroorganizmanin hiicre duvarina spesifik
olarak baglanarak antimikrobiyal etkili ekzotoksin salgillama 0Ozelligine
sahiptirler.Oldurici maya tiplendirilmesi C. albicans suslarinin
tiplendiriimesinde ilk kez Polonelli ve arkadaglari tarafindan 1983 yilinda
tanimlanmistir. Bu ydntemle 25 farkhi tip belirlenmistir®’. Oldiriici maya

tiplendirmesi cesitli bakterilerin tiplendirilmesinde de kullaniimaktadir®”.

6. Protein yapilarina gore tiplendirme:

Bir hlcrenin protein profilinin elektroforetik polimorfizmi ilk defa 1972
yiinda tanimlanmigtir. Bu yontem maya proteinlerinin poliakrilamit jel
elektroforezi (PAGE) sonucu olusan farkh protein profillerinin gosteriimesine
dayanir. Yontemin ayrim gucu farkh proteinlere karsi olusturulmus monoklonal
antikorlar kullanilarak arttirimaya calisiimistir®”. Daha sonra gelistirilen
multilokus enzim profili (izoenzim profili) yontemi ile her organizma igin hucresel
enzimlerin elektroforetik protein farkliliklari gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda

yéntemin ayrim giicli yeterli bulunmustur®®.

Genotipik yontemler

1. Pulsed Field Jel Elektroforez Sistemi (PFGE)

Yaklasik bir megabazdan (Mb) daha blyuk dogrusal cift iplikli DNA
molekulleri geleneksel agaroz jel elektroforezinde gorintlilenememektedir.
Bunun nedeni jelin por buyukligunun dogrudan DNA’nin jelde go¢ edebilmesi
icin yeterli olmamasidir. 1984 yilinda maya kromozomlarini ayirt etmek igin
geligtirien PFGE ydntemi ile 5 Mb boyutundaki DNA parcgalari jel Uzerinde

goruntulenebilmistir. Bu yontemde, DNA molekulleri belirli zaman araliklarinda
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birbirine farkli acida elektiriksel alanlarin etkisine birakilir. Buylk DNA
molekulleri farkli agilardan gelen elektrik akiminin etkisiyle agaroz jel Uzerinde
cozilerek goc eder®?.

PFGE’nin turleri yUksek ayrim gucu, tekrarlanabilirlik o6zelligi ve
yorumlama kolayligi ile bugin molekuler tanida ve epidemiyolojide énemli bir
arac olmustur. Bu yontemle DNA’nin elektroforetik karyotiplendirmesi,
restriksiyon analizi, ribotiplendirme yapllabilmektedir69. Bununla birlikte PFGE
yonteminin kulturd yapilabilen organizmalara uygulanabildigi, yontemin oldukga
uzun surdigu (yaklasik 4-5 gun) ve pahali 6zel araglara ihtiyag duyulan bir

uygulama oldugu unutulmamalhdir.

2. PFGE-Elektroforetik karyotip analizi

C. albicans’in eseyli siklusunun bulunmamasi genetik arastirmalarin
sinirli kalmasina neden olmugstur. Kromozom buyukligundeki DNA molekulinun
genetik ayriminin  (elektroforetik  karyotiplendirme) PFGE yontemi ile
goOsteriimesi  ilk kez 1984 vyiinda Schwartz ve Cantor tarafindan
gergeklestirilmigtir61. Elektroforetik karyotiplendirme metodu sus ayrimi igin

yeterli gesitlilik gosterir.

3. Restriksiyon Enzim Analizi (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(RFLP)

Bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile cift iplikli genomik DNA’nin
kesildikten sonra agaroz jel elektroforezinde kesilen pargalarin ayristirilmasi ve
jelde gorilen bant paternlerinin  karsilastirimasi temeline dayanir®®. Bu
yontemde, sivi veya kati besiyerinde uretilen mikroorganizmalar, dusik erime
Isih agaroza Kkaristirihp kuguk kaliplar igine dokulmektedir. Agaroz igine
karistirilan maya hucreleri, deterjan ve enzim yardimiyla pargalanarak (in situ-
lysis) DNA izolasyonu yapilir. PFGE icin genomik DNA tUim olarak gerekili
oldugundan, DNA’da kirilmalara yol agan geleneksel DNA izolasyonu bu

yontem icin uygun degildir. Agaroz igindeki maya DNA'sI nispeten az sayida ve
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bayuk parcalar olusturan bir restriksiyon enzimi ile kesime ugratilir. Daha sonra
bu DNA kaliplari agaroz jel igersinde PFGE sistemi ile elektroforeze tabi tutulur.
PFGE sistemi ile uygulanan elektrik akimi ile 10-800 kilobazlik DNA pargalari
net olarak ayirt ediimesine imkan saglamaktadir®®. Bu yoéntemin ayrim giicii

kullanilan restriksiyon enzimine bagldir®.

Nikleik Asit Cogaltma Yontemleri:

1. Restriction Fragment Length Polymorphism (PZR-RFLP):

Restriksiyon enzimleri (RE), 6zgul olarak DNA'y1 belirli bdlgelerden
keserek genellikle 1000-20.000 baz ciftlik pargalar olusturan enzimlerdir. PZR-
RFLP icin siklikla kullanilan enzimler arasinda Sfil, Sma, Apal, Hind Il
sayllabilir. PZR-RFLP ile 6nce 6zel bir genomik bodlge amplifiye edilir. Daha
sonra amplifiye edilen bu bolge restriksiyon enzimleri ile kesilir ve agaroz jelde
geleneksel elektroforeze tabi tutulur. Bu yontemle alt-tiplendirme daha kisa

siirede ve yiiksek giivenirlilikte yapilabilmektedir”".

2. Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR) Analizi:

‘Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) olarak da bilinen bu
yontemin temel prensibi, hedef bdlge olmaksizin rastgele secilmis kisa primerler
kullanillarak genomik DNA’daki benzer bdlgelerin  amplifikasyonunun
saglanmasidir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzakhk farkliliklari
agaroz jelde saptanabilen farkli sayli ve uzunluktaki (baz cifti) bantlarin
olusmasina neden olur. Kullanilan primerler genelikle 9-10 bazlik, kisa
primerlerdir ve G-C’ce zengindir. primerlerin baglanma isilari dusurulerek (40-
50°C) hem kendilerine 6zgu boélgelere, hem de o6zgul olmayan bdlgelere
baglanmalari saglanmaktadir. Ayni tur icindeki farkli suslarda baglanma

yerlerinin sayisi ve birbirine olan uzakliklari degisik olacagindan, agaroz jel
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elektroforezinde amplifiye edilen parcalarin sayisi ve buyudkligu de farklihk
goOsterecektir. Cogalan UrlUnleri goruntulenmesi ile tire 6zgu “finger print’ler
olusur. Bu ydntem Candida’larin tiplendiriimesi igin ilk defa 1992 yillinda
kullaniimistir. Uygulama kolaylidi ve kisa surede sonug¢ verebilmesi yontemin
avantajidir. En onemli dezavantaji hanlz standardizasyonun saglanamamig

olmasi ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir®® "',

2. 12. ANTIFUNGALLER

Yirminci yuzyiin basinda mantar infeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilabilecek uygun antifungaller bulunmamaktaydi. 1951 yilinda bulunan
polien bir antibiyotik olan nistatin oral ve topikal, 1956’da bulunan diger bir
polien antibiyotik olan Amfoterisin B (AMB) sistemik tedavide kullaniimaya
baslanmistir. 1957°de sitostatik madde olarak sentezlenen flusitozin tek basina
kullanildiginda direng gelisimine sebep oldugundan AMB ile birlikte kullaniimaya
baslandi. 1958'de griseofulvin ylzeyel mikozlarin oral tedavisinde etkili bulundu.

1960°’li yillardan itibaren antifungal etkili azol tdrevleri, sirasiyla
benzimidazol, klotrimazol, mikonazol, ekonazol, ketokonazol, flukonazol ve
itrakonazol kullanima sunuldu’.

Son yillarda yeni gelistirilen antifungaller iki grup icinde yer almistir.
Bunlar, azol bilesikleri olan vorikonazol, posakonazol, ravukonazol,
albakonazol, isovukonazol ve ekinokandinler iginde yer alan kaspofungin,
mikafungin ve anidulafungindir’.

Antifungal ilaglarin gelistiriimesinin  temelinde iki 6nemli strateji
bulunmaktadir. Bunlardan biri kullanilan antifungallerin daha genis spektrumlu
ve daha dusuk toksisiteye sahip olan turevlerinin geligtiriimesi, digeri ise memeli
hicrelerine zarar vermeden segici toksisite saglayacak hedeflerin bulunmasidir.
Mantarlarin da o&karyotik hlcre yapisina sahip olmasi segici toksisitenin
saglanmasini zorlastirmaktadir®® ™ 7°.

1950’li yillarin sonlarina dogru kullanima giren AMB uzun yillar boyunca
sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde tek secenek olmustur. Mantar

hicre duvarinda bulunan ergosterolle baglanip duvar gegirgenligini bozarak
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etkisini gosterir®. Ancak yol actigi siddetli nefrotoksisite kullanimini
kisitlamaktadir’.

Antifungal ilaglar toksik etkilerini, mantar hdcresinin zarina, duvarina,
sitoplazmasina, mikrotibuller proteinlerine baglanarak gosterirler. Bu etki
“fungustatik” (Gremeyi durdurucu) veya “fungusit” (6ldurGcu) olabilir.

Azoller lanosterolun ergosterole donusumunde gerekli enzim olan
sitokrom P-450 enzimine bagimli C-14 alfa demetilaz enzimini inhibe ederek
etkisini gosterir’?.

Ergosterol fungal plazma membraninda bulunan baslica steroldir. Basta
hidcre zarinin akigkanligi, batunlugu, kitin sentezi gibi zarda bulunan enzimlerin
fonksiyonunun duzenlenmesi gibi hicresel olaylarda onemlidir. Bir nukleozit
analogu olan flusitozin disindaki antifungal ilaglar, ya AMB gibi hucre zarindaki
ergosterole baglanarak veya azoller gibi ergosterol biyosentezinin cgesitli
basamaklarini inhibe ederek etkilerini gdsterirler’?.

Antibakteriyellere gore, antifungal ajanlara diren¢ mekanizmalari
konusundaki bilgilerimiz oldukga sinirlidir. Bunun énemli nedenlerinden biri son
otuz yila kadar sistemik tedavi gerektirecek mantar infeksiyonlarinin oldukga
nadir gorulmesi, bu amagla yalnizca AMB kullaniimasi ve en 6énemlisi fungal
etkenlerin yakin zamana kadar énemli patojenlerden kabul edilmemesidir’®.
Ornegin 1950-1970 yillari arasinda kandidoza bagh 6lim hizi sabit kalmis
bunun yaninda 1970’li yillardan sonra hasta yasamini uzatmaya yonelik gelisen
tibbi uygulamalara bagl olarak bu infeksiyonun gorilme sikhidini da artirmistir.
Fungal infeksiyonlardaki bu artig antifungallere karsi direng gelisimine ve
bunlarin yol actigi toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunun
sonucunda fungal infeksiyonlara karsi etkili ve guvenli yeni ajanlarin
arastirilmasi ivme kazanmistir®.

1980’lerin sonlar1 ve 1990’larin baglarinda daha etkin ve daha dusuk
toksisitesi olan imidazol ve triazol grubu ilaglar, lokal ve sistemik fungal

infeksiyonlarin tedavisinde kullanima girmistir”™.
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Antifungal Direng

Antifungal diren¢g mekanizmasini anlamak igin in vitro direngli suglari
belirlemek gerekir. Direngli suslarin dogru olarak belirlenebilmesi i¢in in vivo
hayvan deneyleri ve serum ila¢g konsantrasyonlari ile klinik sonucu bilinen
suslarla yapilan c¢aligmalari gerektirir76. Derin mikozlardaki artis ve bununla
beraber antifungallerin yaygin kullanilmasi sonucunda bu ilaglara direng
gelistigi, direncin altinda yatan nedenlerin arastiriimasi ve direncin yayilmasini
onleyecek ydntemler gelistiriimesine olanak saglamistir™.

Mantarlar igin standart antifungal duyarlilik testlerinin gelistiriimesi
amaclyla 1982 yilinda NCCLS tarafindan ilk g¢alismalar baslatiimistir’”. 1996
yiinda alt komite tarafindan antifungal ilaclar icin uygulanmasi Onerilen
degisiklikleri iceren mayalar icin refere yontemleri kapsayan NCCLS M27-A
belgeseli hazirlanmistir. Kif mantarlari icin ise NCCLS M38-P refere edilen
yontemdir’®. Yapilan cok merkezli ve kapsamli calismalar sonucunda 1997
yilinda NCCLS tarafindan maya mantarlari icin standart mikrodilisyon duyarlilik
yéntemi dnerilmistir’”.

Antifungal ilaglara yanitta bircok faktér 6nemlidir; bunlar baslica klinik
faktorler, mantar hudcresi ile ilgili faktorler ve molekuiler faktorlerdir. Klinik
faktorler; hastanin bagisiklik durumu, ilacin farmakolojik yapisi veya mikozun
tipi ve derecesi ile ilgili, mantar hicresi ile ilgili faktorler; direng genlerinin dogal
direngli turlerin gen ekspresyonu yoluyla duyarli kokenlere aktariilmasi sonucu
direngli fenotipler ortaya c¢ikmasi, molekuler faktorler; sitoplazma zarinin
engelleyici islevinin bozulmasi, makromolekul sentezinin baskilanmasi,
ergosterol sentezinin  baskilanmasi veya mikrotubdlller ile etkilesim
bicimindedir®® "8,

Candida izolatlarinda AMB direnci olduk¢a nadirdir. AMB tedavisine klinik
olarak yanitsizlik varsa bunun nedeni daha ¢ok konagin bagisiklik sistemi ile
ilgili  faktorlerin dlizelmemesinden kaynaklanir. Kesin direng sinirlar
belirlenmemis olsa da C. krusei, C. glabrata ve C. lusitaniae, C. tropicalis,
Trichosporon beigelii, C. pseudohaemulonii ve C. parapsilosis suslari AMB’ye
kars! azalmis duyarlilik gdstermektedir?* 77 79.80. 81
Amfoterisin B’nin aksine, Candida suslar igin flukanazol MIC degerleri

genig bir aralikta yer almakta ve direngli ve duyarli suslar daha kolay
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ayirilabilmektedir. C.krusei ve C. glabrata flukanazole karsi dogal direng
géstermektedirgz. Antifungal diren¢ primer ve sekonder olarak ayrilabilir. C.
lusitaniae ve Pseudoallescheria boydii kdkenleri AMB’ye, Mucoralles’de yer
alan mantarlar flukonazol’e dogal direng gdsterirler. C. krusei igin elde edilen
MIC degerlerinin yorumlanmasinda MIC degeri ne olursa olsun C. krusei suslari
flukanazole direngli kabul edilir. Buna “primer diren¢” denir. Bazi durumlarda
antifungal maddeye baslangicta duyarli olan mantarlarin daha sonra
duyarhliklarinda azalma ortaya ¢ikabilir veya antifungale karsi direng gelisebilir.
Buna da “sekonder diren¢” denir. Flukanazole karsi kazaniimis direng C.
albicans basta olmak Uzere bircok Candida tiriinde gosterilmistir. Ozellikle HIV
(+) hastalardaki orofaringeal kandidozlar kazaniimis direng olusturmaktadirlar’®
8. 84 Edinilmis direng klinik tedavi ve infeksiyonun seyri acisindan cok daha
onemlidir. Klinik basariyi dogrudan etkileyen bir unsurdur. Azollere karsi
direncgte birka¢c mekanizma rol almaktadir. Bunlarda biri, ilacin aktif pompa ile
disari atilmasi bdylece fonksiyonunu kaybetmesi, daha ¢ok goérilen diger bir
mekanizma 14-a-sterol demetilaz enziminde mutasyon olmasidir. Mutasyon
sonucunda ilag enzime baglanamamakta ve etkisiz kalmaktadir. Diger bir
mekanizma da enzimin asiri sentezlenmesi ve ilacin etkisiz kalmasidir’®. Bazi
mantarlar antifungal maddenin etkisine “tolerans” adini alan bagka bir direng
sekli gosterirler. Kisaca fungusid 6zellikteki antifungal fungistatik 6zellik tasir
hale gecer. Dolayisiyla bazi mantarlar bu ilagin etkisini fungistatik oldugu

noktaya kadar tolere ederler” " "8
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi, Arastrma ve Uygulama

Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’'nda yapiimigtir.

3.1. HASTALAR

Notropenik atesi olan, ates etyolojisi arastirilan, kemoterapi tedavisi
g6rup nuksle gelen, yogun bakim Unitelerinde yatan ve uzun slre hastanede
kalan kandidemi igin riskli grup olusturan hastalar;

1. Grup: periferik kan kulturlerinde Ureme saptanan 71 hasta,

2. Grup: kan kdlturd BACTEC otomatik kan kultur sistemi ile pozitif sinyal

verdigi halde Greme olmayan 12 hasta degerlendirmeye alindi.

3. 2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Kullanilan Cihazlar

e BACTEC 9120 otomatik kan kultur sistemi (Becton Dickinson)

e mini API bakteri otomasyon sistemi (bioMerieux, France)

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

e Guvenlik kabini (Il. Seviye, Nuaire Biological Safety Cabinets)

e Elektroforez Gug kaynagi (Biometra, P30)

o Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goruntuleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
e Sogutmal Mikrosantrifuj (Hettich, Mikro 200 R)

e Mikrodalga Firin (Beko,MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiv (Memmert)
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e Otoklav (Nuve, OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolabi (Ariston, ev tipi)

o Vorteks (NM-110)

e Yatay calkalayici (IKA, Werke Typ VX2)

e Su banyosu (Nuve, BM 402)

e Distile su cihazi (Nlve, NS 108)

e Elektrik ocagi (Beko, 0.710)

e Mikropipet Seti (Gilson, PIPETMAN-P10, Biohit Proline P100-P1000)
e EDTA'h 2ml’lik kapakl steril cam tup

e 10 ml’lik kapakh steril diz cam tup

Kullanilan Besiyerleri ve Ticari Kitler

e BACTEC Plus+Aerobik/F, (Becton Dickinson)

e BACTEC Peds Plus/F, (Becton Dickinson)

e API 20 C AUX, (bioMérieux)

e ATBID 32 C, (bioMérieux)

¢ %5 koyun kanli Columbia agar, (Merck)

e Eozin metilen blue (EMB) agar, (Merck)

e Cikolata agar, (Merck)

e CHROMagar Candida agar, (BBL, Becton Dickinson)
e Saburaud dekstroz agar (SDA), (Merck)

Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

e Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA) (Sigma,
E5134)

e Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Merck, L51736210)

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

e Sodyum klorid (NaCl,) (Riedel-de Haan, Lot 33000/ 13423)
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e Agaroz (Sigma, A-5093)

e Taq DNA Polimeraz (Promega, M1245)

e 10X PZR Buffer (Mg free) (Promega, M190G)
e Etanol absolut (Riedel de Haan/ Lot 32221)

e isopropil alkol (Merck, K-32883695 405)

e (- merkaptoetanol (Sigma, 024K0117)

e Lyticase (Sigma, L4276)

e Proteinaz K (Sigma P2308 lot 065 K8603)

e Potasyum asetat (Sigma K1190)

e dNTP Mix (Sigma, Deoxynucleotide set DNTP-100)
e Distile su

e 100 b¢ Marker (Msp | Sigma D-4797)

e 100 b¢ Marker (Hae lll, Fermentas MBI)

e DNase, RNase Free Su

e Brom fenol mavisi

e Etidyum bromid

e Primerler (Ella Biotech GmbH)

ITS-1: TCC GTA GGT GAA CCT GCG G

ITS-4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

3. 3. GALISMA YONTEMI

Kan kultiri

Calisma kapsamindaki tum hastalar kan kualturd istenen hastalardan
secilmis olup bu hastalarin periferik kan oérnekleri, yetigkinlerde BACTEC
Plus+Aerobik/F, cocuklarda BACTEC Peds Plus/F kan kiltir siselerine
dogrudan inokule edildi ve BACTEC 9120 otomatik kan kultur sisteminde bir
hafta sire (7X24 saat) ile takip edildi. Pozitif sinyal veren sigelerin Ureme

zamanlari not edildi, Gram boyamalari yapildi.
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Kan orneklerinin toplanmasi

1. grup: Gram boyama sonucu maya hucreleri gorulen hastalardan, 2
mllik EDTA’I tlplere periferik kan drnekleri alinarak -20°C’de saklamaya alindi.
2. grup: Gram boyama sonucu mikroorganizma gorulmeyen hastalarin

BACTEC sigelerinden 2 ml kan alinarak -20°C’de saklamaya alindi.

Kiiltiir ve suslarin identifikasyonu

Pozitif sinyal veren sigelerin Gram boyama ile maya hucresi
gorulenlerinden %5 koyun kanh Columbia agar, EMB agar, gikolata agar,
CHROMagar Candida ve antibiyotiksiz SDA’ya kulturleri yapildi. 37°C’de 24—-48
saat sureyle inkube edildi.

Pozitif sinyal verdigi halde kultirde Greme olmayan kan o6rneklerinden 48
saat sonra tekrar ekim yapildi.

Ureyen maya kolonileri konvansiyonel yéntemlerle ve hazir ticari kitler
kullanilarak tur dizeyinde tanimlandi:

a. Maya kolonilerinin 0.5 McFarland salindeki suspansiyonlarindan bir
0ze dolusu insan serumuna inokule edilerek 2 saat sureyle 37°C’de
inkiibasyonu suresinde “gcimlenme borusu” varligi takip edildi.

b. Maya kolonilerinden misirunu-Tween 80 agara c¢izgi ekimi yapilarak
oda isisinda 48-72 saat inkUbasyonu suresinde “klamidospor” varligi takip
edildi, hif ve blastokonidyumlarin yapilari incelendi.

c. CHROMagar Candida besiyerinde uUreyen maya kolonilerindeki renk
degisikligi incelendi. Yesil renkli koloniler C. albicans, ¢elik mavi renkli koloniler
C. tropicalis, kuru, tiylimsu ve pembe renki koloniler C. krusei, sut beyaz renkli
koloniler C. parapsilosis olarak degerlendirildi.

d. SDA besiyerinde Ureyen maya koloni goéruntlleri taniya yardimci
olmasi agisindan incelendi.

e. Yukardaki yontemlerle (a, b, ¢ ve d) sonu¢ alamadigimiz durumlarda
API 20C AUX veya ATB ID 32C hazir ticari kitler kullanildi. Mini API cihazi ve

bilgi islem menustndeki mikroorganizma tanimlama boliumadnden yararlanildi.

36



Polimeraz zincir reaksiyonu

Mantar DNA’si elde etmek amaciyla hastalardan toplanan

orneklerine uygulandi.
a. Primerlerin Seg¢imi:
Tdm mantarlara 6zgu ITS—1 ve ITS—4 primerleri secildi:

ITS-1: TCC GTA GGT GAACCT GCG G
ITS—4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

b. Gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

- Eritrosit pargalama stok tamponu (ELB):

e 10 mM Tris 0,604 gr
e 5 mM MgCl, 2,380 gr
e 10 mM NaCl, 0,292 gr

kan

Tartilan kimyasal maddeler 500 ml distile su ile eritildi. +4°C’de koyu

renkli siselerde muhafaza edildi.

- Lokosit pargalama stok tamponu (LLB):

e 10 mM Tris 604 gr

e 10 mM EDTA 1,60 gr
¢ 50 mM NaCl2 1,440 gr
e %0,2 SDS 1,0 ml

e 200 pg/ ml proteinaz K

Tartilan kimyasal maddeler 500 ml distile su ile eritildi. +4°C’de koyu

renkli siselerde stok olarak muhafaza edildi. Proteinaz K kullanim

sirasinda taze olarak eklendi.
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- Sferoblast pargalayici stok tampon:

e 50 mM Tris 3,02 gr

e 1mMEDTA 0,18 gr

e %0,2 B- merkaptoetanol 1 ml

e Litikaz (Lyticase) 100 p'de 2 U

Tartilan kimyasal maddeler 500 ml distile su ile eritildi. +4°C’de koyu
renkli siselerde muhafaza edildi. Kullanim sirasinda stok tamponun 500

MI'sine 100 ul'de 2 U/ bulunacak sekilde litikaz eklendi.

- %10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS)
e SDS 10 mg

Tartilan kimyasal maddeler 90 ml distile su ile eritildi. iyice calkalandi.
- 5 M Potasyum asetat
- isopropil alkol (iPA)
- %70’lik Etil alkol
o  %98lik Etil alkol 70 ml

Olgtlen etil akol 30 ml distile su ile karistirildi.

- Elektroforez yiiriitme tamponu (Tris-Borate-EDTA) (1XTBE)

e Tris base 108 gr
e Borik asit 55 gr
e NasEDTA 9.3 gr

Tartilan maddeler 1It suya pH 8.3 olarak ayarlanarak tamamlandi. 10X
TBE tampon stok solisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmig
olan 1X TBE tamponu elektroforez yurtitme tamponu olarak elektroforez

tankina konularak kullanildi.
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- Etidyum bromid
- %1,5 Agarose Jel Soliisyonu

30 ml 1X TBE tampon icerisine 0,45 gr agaroz mikrodalga firinda
eritildikten sonra 0,3 pl etidyum bromid ilave edildi.

c. DNA ekstraksiyonu

DNA eldesi icin van Burik ve ark® ile Einsele ve ark®'nin kullandiklari
yontemler Uzerinde Kalkanci ve ark®”nin yaptigi degisikliklerle olusturduklari
yontem kullaniimigtir:

Eksi 20°C’'de EDTA'lI tlp igerisinde saklanan kanlar +4°C’ye alinarak bir
gece bekletildi. Daha sonra 37°C’de 2 saat bekletildi. Her bir EDTA’lI tlp
icerisindeki kan orneklerinden 10 ml’lik diz tipe 1,5 ml. si aktarilarak Uzerine
1:3 oraninda ELB eklendi. Yatay calkalayicida oda isisinda 2500-3000 devirde
10 dakika calkalandi. 6000 rpmX15 dakika santrifiij edildi. Ust kisim dokdildi.
Cokeltiye 1000 pl LLB ve 200 pg/ ml proteinaz K eklendi. 65°C’de 2 saat etiivde
bekletildi. 10000 rpmX5 dakika santrifij edildi. Ust kisim atildi. Mantar hiicre
duvari ¢okeltiye 100 ulI'sinde 2 Ullitikaz bulunan pargalama taponundan 500 pl
eklenerek parcalandi. 37°C’lik etiivde 90 dakika bekletildikten sonra her bir
ornek 2’ser dakika vortekslendi. Olusan sferoblastlar Gzerine 50 pl %10’luk
SDS'den  eklenerek  hlcre  ¢ekirdeklerinin  pargalanmasi  saglandi.
Vortekslenerek 60°C’lik benmaride 20 dakika ve kaynayan su igerisinde 5
dakika bekletildi. Protein ¢okturtlmesi igin 200 pl 5 M potasyum asetat eklenip,
karisim buzda 25 dakika bekletildi. 13000 rpmX10 dakika santrifijlendi. Ust
kisim yeni tiipe alindi. Niikleik asitlerin ¢dktiiriilmesi igin 600 pl iPA eklenerek
vortekslendi. 30°C’de 30 dakika bekletildi. 13000 rpmX30 dakika 4°C’de
santrifijlendi. Ust kisim doékildi. Yikanmalari icin 600 pl %70’lik etil alkol
kullanildi. 13000 rpmX15 dakika santriflijlenerek Ust kisimdaki alkol tamamen
bosaltildi. DNA pelletleri oda i1sisinda kurutulduktan sonra, 30 pl distile su ile

sulandirldi.
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d. PZR reaksiyon karigimi:

Son Son hacim
konsantrasyon
H.O 1X 16.4 pl
10X tampon 1X 2.5 ul
MgCI2 ( 25 mM) 2 mM 2yl
dNTP ( 10 mM) 30 uM 0.3 ul
ITS-1(100 uM) 1.2 uM 0.3 ul
ITS-4 (100 pM) 1.2 uM 0.3 ul
Taq ( 5U/ul) 0.04 U/l 0.2 ul
DNA 3l
Toplam Hacim 25 pl
e. Amplifikasyon programi:
Reaksiyon agamasi Sicakhik Sire Dongi Sayisi
On 1sitma (Baslangig 94°C 5 dakika 1
denatiirasyonu)
. 94°C 20 saniye 40
Denatlrasyon
58°C 45 saniye 40
Primer baglanmasi
o 72°C 90 saniye 40
Zincir uzama
72°C 7 dakika 1
Son uzama
4°C 0 o
Muhafaza
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f. Agarose jel elektroforez:

Amplifikasyonla elde edilen PZR drunun 8 pl'sine 3/4 oraninda brom
fenol mavisi eklendi. %1,5’lik etidyum bromid ile boyanan agaroz jel igindeki
kuyucuklara yerlestirilerek 1X TBE tampon ile doldurulmus tank i¢cinde 80 V’ta
30 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

g. Sonuglarin gézlenmesi:
Elektroforez islemi sonunda elde edilen bantlar Jel Goruntlileme Sistemi

(Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kullanilarak UV 1s1g1 altinda

g6runtulenip fotograflari gekildi.
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4. BULGULAR

4. 1. HASTA VE CANDIDA iZOLATLARI

Yas ortalamasi 49.31 olan hastalarin (en ki¢ugu 2 aylik, en buyugu 86
yasinda) 46’sini (%55,4) erkekler, 37’sini (%44,6) kadinlar olusturdu.

83 hastanin 42’si cesitli kliniklerin yogun bakim unitelerinde (YBU); 15’
reanimasyon, 6’si genel cerrahi, 6’si i¢ hastaliklari, 4’0 beyin cerrahi, 4’U
ndroloji, 4'U plastik ve rekonstruktif cerrahi, 1'i goégus hastaliklari, 1’i Groloji, 1i
kardiovaskuler cerrahi servisinde, kalan 41 hastanin 10'u hematoloji, 8’
onkoloji, 4’4 genel cerrahi, 4’0 pediatri, 2’si pediatrik onkoloji 2’si beyin
cerrahisi, 2’si i¢ hastaliklar, 2’si kardiovaskuler cerrahi, 2’si udroloji, 1’
dermatoloji, 1’i gégus hastaliklari, 1’i plastik ve rekonstriktif cerrahi servisinde
yatan hastalardi. Bunlarin 25’inde (%30) malignite tablosu hakimdi.

Kan kultarleri en erken 12 saatte, en ge¢ 88 saatte pozitif sinyal (ort. 36
saat) verdi. Pozitif sinyalle otomatize sistemden ¢ikarilan kan kultir siselerinden
yapilan Gram boyamasi sonucunda 83 hastanin 71’inde maya hucreleri
goraldu.

Pozitif siselerden %5 koyun kanli Columbia agar, EMB agar, ¢ikolata
agar, CHROMagar Candida ve SDA besiyerine ekim yapilan kuilttrlerde maya
kolonileri 24—72 saatte Ureme gosterdi.

Birinci grup hastalarin kan kudlturlerinin  konvansiyonel ydntemlerle
yapilan tiplendirmesinde 54 (%72) C. parapsilosis, 11 (%14.7) C. albicans, 4
(%5,3) C. tropicalis, 3 (%4) C. glabrata ve birer Geotricum capitatum (%1,3), C.
lipolytica (%1,3) ve C. guilliermondii (%1,3) izole edildi.

Pozitif sinyal verdigi halde kulturde tdreme olmayan kan orneklerinden 48
saat sonra tekrar ekim yapildi, fakat ikinci yapilan ekimlerde de Greme olmadi.

Kalturinde maya Uremesi olan 71 hastaya ait 29 (%38.6) kan drneginde
ve kilturde Uremesi olmayan 12 hastanin 2 tanesinde (%16.6) mantar DNA’sI

pozitif bulundu.
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Tum hastalara antibiyotik tedavisi, birinci grup hastalarin 38’ine (%53,5)
antifungal tedavisi uygulanmistir. Bu hastalarin 12’sinden antifungal tedavi
almadan 6nce kan alinmis olup, bunlarin sadece 4’unde PZR pozitif bulundu. 9
hastadan antifungal tedaviye baslandigi gun kan alindi ve bunlarin 3 tanesinde
PZR pozitif bulundu. Pozitif bulunan bu hastalardan birinde 6. gtin alinan 2. kan
orneginde pozitiflik devam etmistir. Bu hasta ile beraber 18 hastadan en kisasi
2 gunluk antifungal kullanimi sonrasi olmakla birlikte araliklarla 50 gunlik
antifungal kullanimi sonrasi kan alinan hasta olmustur. Bu hastalarin 5’'inde
PZR pozitif bulundu. Bu 5 hastanin 3’Unde en fazla 6 gunlik antifungal
kullanimi sonrasi PZR pozitifligi bulunmustur. Diger iki hastanin birinde 19
gunluk flukanazol kullanimi, digerinde 10 gunluk AMB kullanimi mevcuttu.

ikinci grup hastalardan PZR igin periferik kan érnekleri toplanmamustir.
Bu hastalarin 4’Gne antifungal tedavisi uygulanmistir. Antifungal kullaniminin 2.
gununde kan kultira pozitif olan hastanin PZR’si pozitif bulunmustur. Diger
PZR’si pozitif bulunan hastalarin antifungal kullanim dykusu yoktur.

Hastalarin 4’Gnden farkli zamanlarda 2 kan 6rneg@i alindi. Bu hastalarin
ilkinden (Tablo 1, H50) antifungal kullaniminin ilk ve 6. gunleri alinan kan
orneklerinde PZR pozitif bulundu. Antifungal kullanimi olmayan diger bir
hastadan (Tablo 1 ve 2, H52) 10 gun arayla alinan iki kan 6rneginin PZR’si
pozitif bulundu. Tablo 2, H33 no’lu hastadan antifungal kullaniminin 9. ve 22.
gininde alinan kan o&rneklerinin  PZR sonuglari negatif bulundu.
Sonuncusundan (Tablo 1 ve 2, H65) antifungal kullaniminin 2. gtiniinde alinan
kan oOrneginin PZR’si pozitif bulunurken, 15. guninde alinan kan Orneginin
PZR’si negatif bulundu.

Risk grubunda yer aldigi igin periferik kan kultaru ile beraber PZR igin
kan 6rnegi aldigimiz bir hastanin hem kan kultirG hem PZR sonucu negatif
bulundu (Tablo 2 devam’da H70).

Birinci grup icinde antifungal tedavi almayan 33 hastanin 16’sinin PZR
sonucu pozitif bulundu. Bunlarin 13’4nden C. parapsilosis izole edildi.

Hastalarin hepsine invaziv girisim uygulanmis olup, 1. grup hastalardan
14 hasta, 2. grup hastalardan 2 hasta olmak Uzere toplam 16 hasta mekanik
ventilatore baglanmistir. 2. hasta grubunda PZR pozitif bulunan 2 hastanin

mekanik ventilatére baglanma dykisu bulunmamaktadir.
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Tum hastalarin hastanede kalis sureleri 6 gun ile 6 ay arasinda
degismek olup, hastalarin 45’ (%54,2) iyilesme ile sonuglanmistir. lyilesme ile
sonuglanan hastalarin 38’i (%84,4) PZR ile DNA tespit etmedigimiz hastalardan

olusmustur.
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Tablo 1. Kan kalturt pozitif, PZR pozitif hastalarin 6zellikleri

Jel
Yatis . . no
Cins/ siiresi BACTEC* Klinik Ornek ** Antifungal/
Hasta | Kiiltir Klinik Yas (yil) | (giin) pozitifligi gidis toplama siire*** Tani
. 1
H1 Ctrop PRC YBU K/15 107 60. tab 2. AB/6 Trafik kazasi
. Subaraknoid 2
H2 Ctrop BC YBU E/42 38 27. tab 8. kanama
Aort yetm., Trafik 3
H16 Cpara Ort K/71 121 27. ex -2 kazasi
. . 4
H25 Calb UroYBU E/50 30 19. ex 0. Mesane Tm
Subaraknoid 5
H27 Cpara BC YBU E/71 38 26. ex 6. F/4 kanama
6
H28 Calb Hemato K/30 57 36. tab 0. F7-19AB/3 AML
7
H32 Cpara Rea E/38 10 4. ex 4. Aort anevrizmasi
) ) Pankreas 8
H34 Cpara IH YBU K/7 33 17. ex 2. AB/1,F/4 yaralanmasi
9
H36 Cpara Hemato E/64 51 44. tab 4. NHL
10
H38 Gcap Hemato K/39 32 28. ex 3.,0. AML
11
H41 Calb GH YBU E/69 57 13. tab 4. AB/-2 SVH
12
H43 Cpara Onko K/64 25 11. ex 3. Rektum selim Ca
. 13
H44 Cpara | Noro YBU E/70 50 11. tab 2. SVH
14
H45 Cpara Onko E/52 27 17. tab 3. AB/-1 Larinks Ca
15
H49 Ctrop Hemato E/81 28 23. ex 1. MDS, AML
16
H50 Cpara Rea E/21 34 15. ex 3. AB/0 Trafik kazasi
H50 Cpara Rea E/21 34 15. ex 9. AB/-6 Trafik kazasi
17
H52 Cpara Rea K/56 41 13. ex 4. Addison krizi
18
H52 Cpara Rea K/56 41 13. ex 14. Addison krizi
- 19
H55 Cpara Rea E/55 42 10. ex 2. Ozofagus Ca
Subaraknoid 20
H57 Cpara Néro YBU K/80 18 11. ex 1. AB/0 kanama
N 21
H59 Cpara GC YBU E/56 28 13. ex 2. AB/5 Pankreas basi Ca
. . 22
H60 Cpara GC YBU E/59 26 3. tab 3. Ince barsak Tm
. 23
H61 Cpara | PRC YBU K/54 35 7. tab 3. Yiizde malign Ca
) ) Akut bébrek 24
H62 Cpara IH YBU K/64 17 11. ex 1. AB/Q yetmezligi
25
H65 Cpara Rea K/82 40 32. tab 3. AB/-2 Meningiom
27
H68 Cpara Rea E/66 67 60. tab 0. Akciger Ca
Enfekte diabetik 28
H69 Cpara Rea K/59 26 16. ex 0. ayak
29
H71 Cpara Rea E/62 35 26. ex 4. Kolon Ca
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Tablo 2. Kan kuiltart pozitif, PZR negatif hastalarin 6zellikleri

Cins/ | Yatis "
Hasta | Kiiltiir Klinik Yas siresi BACTEC™ | Klinik Ornek ™ Antifungal/ Tani
pozitifligi | gidis toplama slire**
(yn) | (giin)
H3 Ctrop | Pedonko | E/4 55 6. tab 1. F/0-AB/4 ALL
H4 Cpara PRC E/51 186 11. tab 4. Sakral kordoma
H5 Cglab Onko K/56 57 41. tab 6. AB/16 Orofarinks Ca
H6 Calb Ped E/N 51 45, tab 6. F/1 Kalp yetmezligi
H7 Cpara Ped E/2ay 6 1. tab 4. Bronsiolit
H8 Calb GCYBU | E/73 46 37. tab 3. Ozofagus Ca
H9 Cpara Onko E/49 30 13. tab 4. AB/O Ozofagus Ca
H10 Calb Onko K/35 48 31. tab 4, Karsinomatozis peritonei
H11 | Cpara iH YBU E/61 44 15. tab -1 Nekrotizan pankreatit
H12 Cglab Hemato K/55 96 34. tab 4. AB/-11 KML
H13 | Cpara | Néro YBU | K/80 39 28. tab 5. AB/-8 SVH
H14 Cpara KVC K/66 33 18. tab 7. F/-14 Kronik akciger hastaligi
H15 Cpara | PRCYBU | E/33 48 13. ex 1. AB/1 Atesli silah yaralanmasi
H17 Calb Uro K/49 33 19. tab 0. AB/O Mesane Tm
H18 Cpara GC E/62 52 38. ex 5. Mezotelyoma
H19 Cpara GH K/44 37 15. tab 4. Behcget hastaligi
H20 Cpara Hemato E/29 69 21. tab 3. AB/1 AML
H21 Calb Derm E/77 34 30. tab 5. F/-12 Psoriazis
H22 | Cpara | Néro YBU | K/81 50 24. ex 0. F/4 SVH
H23 Cpara Rea K/50 17 10. ex 6. Trafik kazasi
H24 Cpara | KVCYBU | K/39 41 36. tab 3. Aort koartasyonu
H26 Cpara | Ped Onko | E/5 61 1. tab 2. AB/-18 NHL, Burkit lenfoma
H29 Cpara Onko K/61 67 56. tab 3. Meme Ca
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Tablo 2. Devam

Cins/

Yatis

Hasta | Kiiltir Klinik Yas siresi BACTEC” | Klinik | Onek** | Antifungall Tani
pozitifligi | gidis | toplama siire ***
(ym) | (giin)

H30 Cguil Onko E/12 112 48. tab 13. F/-50AB/20 AML
H31 Cpara Onko E/62 40 25. ex 5. AB/2 Pankreas periampuller Tm
H33 Cpara Rea E/68 47 9. ex 3. AB/-9 Myastenia gravis
H33 Cpara Rea E/68 47 9. ex 3. AB/-22 Myastenia gravis
H35 Cpara | PRCYBU | K/74 156 130. ex 2. Dekuibit Ulseri
H37 Clipo iH YBU K/44 30 11. tab 4. AB/-11 Kronik bobrek yetmezligi
H39 Cpara Rea E/86 15 14. ex 2. Akut kolesistit, sepsis
H40 Calb Uro K/42 14 3. tab 4. AB/-7 Sag hidronefroz
H42 | Cpara iH YBU K/90 16 1. tab 4. Kronik bébrek yetmezligi
H46 Cpara Rea E/56 32 21. ex 5. AB/-12 Ozofagus Ca
H47 Cpara GC YBU E/65 34 19. ex 2. AB/1 Pankreas periampuller Tm
H48 Cpara Rea E/55 47 35. ex 7. KOAH
H51 Cpara Rea E/20 40 12. tab 2. AB/-13 Trafik kazasi
H53 Cpara BC E/84 86 79. ex 4, Disme
H54 Cpara GC YBU E/81 15 10. tab 3. Duodenum dlser perforasyon
H56 Cpara Rea E/18 86 4. tab 4. AB/3 Subdural hematom
H58 Calb iHYBU K/38 26 9. tab 4. AB/-9 Kronik pankreatit
H63 Calb KVC K/57 34 31. ex 3. AB/O Mitral yetmezlik
H64 Cpara BC YBU E/51 51 16. tab 3. AB/0 T10 Fraktir
H65 Cpara BC YBU K82 40 32. tab 1. AB/-15 Meningiom
H66 | Cpara | GCYBU | E/68 135 26. ex 3. AB/-20 ileus
H67 Cglab GC K/28 45 15. tab 3. Crohn hastaligi
H70 negatif Hemato K/25 57 negatif tab AB/O AML
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Tablo 3. BACTEC pozitif, kan kilturd negatif, PZR negatif/pozitif hastalarin

ozellikleri
Cins/ | Klinik | Antifungal/ PZR Jel no
Yas
Hasta | Kilinik (yl) gidis siire Tani
H72 GC K/65 ex Nekrotizan pankreatit neg 1
H73 BC K/47 ex Subdural hematom neg 2
H74 Ped K/2 tab Akut bobrek yetmezligi neg 4
H75 iH E/26 ex Testis tm, akciger metastazi neg 5
H76 Ped E/4 tab AB/-12 Sistemik mantar inf neg 6
H77 | Hemato | E/60 ex AB/-14 MDS neg 7
H78 | Hemato | K/37 tab AB/-17 AML-M2 neg 8
H79 | Hemato | E/36 ex AB/2 ALL poz 3
H80 | Hemato | E/32 tab NHL neg 9
H81 iH K/62 tab Kronik bébrek yetmezIigi neg 10
H82 GC E/54 tab Trafik kazasi neg 12
H83 Ped K/6 tab Karaciger yetmezligi poz 11

H, Hasta; E, Erkek; K, Kadin;Tab, Taburcu; Ex, Exitus; F Flukanazol; Ab, Amfoterisin B; neg, Negatif; poz,

Pozitif,

Cpara, C.parapsilosis; Ctrop, C.tropicalis; Calb, C. albicans; Cglab,C.glabrata; Cguil, C. guillermondii;

Clipo, C. lipolytica; Gcap, Geotricum capitatum

BC, Beyin Cerrahi; GC, Genel Cerrahi; GH, Gégiis Hastaliklari; Hemato, Hematoloji; IH i¢ Hastaliklar;

KVC, Kardiovaskiiler Cerrahi; Onko, Onkoloji; Ort, Ortopedi; Ped, Pediatri; Rea, Reanimasyon; Uro,

Uroloji; YBU, Yogun Bakim Unitesi;
ALL, Akut lenfositik L6semi; AML, Akut Myeloblastik Lésemi; KML, Kronik Lenfoblastik Losemi; NHL, Non-

Hodgkin Lenfoma; MDS, Myelodistrofik Sendromu; KOAH, Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi; SVH,

Serebrovaskiler Hastalik;

* Hasta yatisinin kaginci giiniinde kan kiltiri pozitifligi oldugunu gdsterir.

** BACTEC pozitifliginin kaginci glininde PZR igin kan 6rnegi alindigini gosterir.

= Antifungal/siire, Antifungal adi/(-); kullanimdan sonra, kullanim siiresi, Or; AB/ -2: Amfoterisin B

kullanimindan 2 giin sonra PZRigin kan érnegi alindi
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Sekil 1. BACTEC otomatize kan kiltir sisteminde pozitif sinyal / kultirde Gremesi olanlar. M;
Olcek (Marker, Hae lll, Fermantas MBI), P; pozitif kontrol, N; negatif kontrol, 1-9; H 1, 2, 16, 25,
27,28, 32, 34, 36

Sekil 2. BACTEC otomatize kan kiltir sisteminde pozitif sinyal / kiltlirde Gremesi olanlar. M;
Olcek (Marker, Hae lll, Fermantas MBI), P; pozitif kontrol, N; negatif kontrol, 10-19; H 38, 41,
43-45, 49, 50, 52, 52, 55.
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Sekil 3. BACTEC otomatize kan kiltir sisteminde pozitif sinyal / kiltlirde Gremesi olanlar. M;
Olgek (Marker, Hae lll, Fermantas MBI), P; pozitif kontrol, N; negatif kontrol, 20-29; H 57,59-62,
65, 68, 69, 71.

Sekil 4. BACTEC otomatize kan kultir sisteminde pozitif sinyal/kiltlirde Gremesi olmayanlar. M;

Olcek (Marker, Msp | Sigma, D-4797), P; pozitif kontrol, N; negatif kontrol, 3 ve 11; pozitif
hastalar (H79 ve H83), 1, 2, 4-6, 7-10, 12; negatif hastalar.
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5. TARTISMA

insanlarda infeksiyon olusturabilen en sik gériilen patojen mantarlar olan
Candida turleri, Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda invaziv
olmayan yuzeysel infeksiyonlardan, derin dokulari tutan sistemik infeksiyonlara
kadar genis hastalik spektrumuna sebep olurlar. Yulzeysel kandidoz agiz
boslugu, farinks, 6zofagus, barsaklar, mesane ve vajinayl kapsayan mukozalar,
tirnak ve deriyi tutarken; derin kandidozun siklikla gozlendigi organlar bobrekler,
karaciger, dalak, beyin, gozler ve kalptir. Candida’lar bu organlari tutarak derin
yerlesimli sistemik infeksiyon ve kandidemi gibi cesitli infeksiyonlara neden
olmaktadir>® 88,

Yuzeyel infeksiyonlarin tanisi genel olarak konabilmektedir. Ancak
invaziv hastaliklarin klasik olarak kultire dayali olan tanisinda problemler
yasanabilmektedir. invaziv Candida infeksiyonlari hastanin hayatini ciddi
bicimde tehdit eden ve tedavisinin ¢ok hizli baslanmasi gereken
infeksiyonlardir. invaziv hastaliklarin erken tanisi hayati énem tasidigi halde
kultdr ile en erken 2 ginde sonug alinabilmekte ve etken patojen ¢ogu zaman
{iretilememektedir®®.

Yaptigimiz ¢alismada, bir haftalik takibe programlanmis BACTEC 9120
otomatik kan kultlr sisteminde bir hafta slre ile takip edilen kan kulttrleri en
erken 12 saatte, en ge¢ 88 saatte (ort. 36 saat) pozitif sinyal vermistir.
Kalturintn tdremesi en erken 24 saatte olan maya hucrelerinin identifikasyonu
iki gunu gegmektedir. Pozitif sinyal verdigi halde Gram boyamada maya hicresi
saptanamayan kandidemi olgulari da bulunmaktadir. lwen ve ark.’nin, ESP I
otomatik kultur sistemi (TREK diagnostic Systems, Inc.) ile kan kulturlerini takip
ettigi 142 kandidemi icin riskli gruptaki hastanin kultar pozitifligini, Gram boyama
ve PZR ile karsilastirdiklari galismalarinda sadece 3 pozitif sinyal veren siseden
yapilan boyamada maya hiicresi saptanmamistir®®.

Uyguladigimiz molekuler yontem, 7,5 saatlik DNA eldesi, 2 saatlik DNA
¢ogaltiimasini takip eden 30 dakikalik elektroforez agamalarindan olugsmaktadir.
Kan oOrnegi laboratuvara ulastiktan sonra 10 saat iginde hastaya sonug
verilebilmektedir. Gegici kandidemi olasiligi hatirlatilarak klinisyenin en hizli

sekilde tedaviye baglamasi 6nerilmektedir.
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Bu durum invaziv kandidoz tanisinda PZR yodntemlerinin gelistiriimesine
neden olmustur. invaziv kandidoz tanisinda en biiyiik 5nem primer patojen ajan
olan C. albicans’i saptama yontemlerinin gelistirimesine yonelik olmakla birlikte
albicans digi Candida turleri, Aspergillus, Pneumosistis carinii ve Cryptococcus
gibi diger patojenler ile ilgili gelismeler de vardir®™.

Mantar infeksiyonlarinin tanisinda ilk PZR yontemlerinden biri 1990
yilinda Buchman ve arkadaglari tarafindan yayinlanmigtir. Cogaltim i¢in hedef
olarak Candida turlerinin ergosterol biyosentezinde yer alan sitokrom P450
L1A1 (lanosterol-14a-demetilaz) gen kodu segcilmistir. Duyarlihk 100 ul érnekte
10 maya hucresi olarak saptanmistir. Cerrahi travmali 6 hastanin kan, yara
akintisi, balgam ve idrarina PZR uygulanmis ve 15 pozitif sonu¢ alinmistir.
Ancak bu PZR'in 6zgullugu degerlendiriimemis ve PZR pozitif klinik drnekleri
baska bir ydntem ile karsilastiriimasi yapilmamistir®’.

Uyguladigimiz PZR teknigi 1 ml kanda 100 maya hucresi bulunmasi
halinde pozitif sonug vermektedir. Yapilan bagka ¢alismalarda uygulanan DNA
saflastirlmasi yontemi degismeksizin sadece ture 6zgul primerler ile duyarliligin
10 maya hiicresi/ml'ye kadar indirilebildigi bildirilmektedir®.

Fujita ve ark. ise, Candida tlrlerinin PZR yontemi ile gogdaltilan DNA’larini
saptamak amaciyla bir enzim immunoassay gelistirmislerdir. ilk énce 5.8 rDNA
geni ve buna bitisik ITS bolgesinden kaynaklanan primerler kullanarak Candida
turlerini tespit eden bir Universal PZR tanimlamislardir. Daha sonra C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve C. glabrata’nin PZR Grunlerini spesifik
olarak tespit etmek igin ITS-2 bdlgesinden segilen 6zgul problari olan bir enzim
immunoassay kullanmiglardir. Etidyum bromid boyasi yerine kullanilan
kolorimetik saptama duyarlihgi millitrede 10 hiicreden 10 hiicreye kadar
artirmistir®.

Van Burik ve ark. kan serileri veya kemik iligi transplantasyonu
uygulanan hastalardan saglanan tam kan orneklerini test etmek icin iki major
fungal organizmanin small-subunit rRNA gen dizisini tespit eden yeni bir
panfungal PZR yontemi gelistirmislerdir. Panfungal primerlerle ¢ogaltiimadan
sonra 580 baz cifti iceren bir PZR urunu identifiye edilmis ve hibridizasyonda
245 baz ciftinden olusan bir bolum prob olarak kullaniimistir. PZR testinin tespit
alt sinin 1 ml kan igin ortalama 4 organizma olarak saptanmistir®®. Van

Deventer ve ark. 1995 yilinda kuguk subunit rRNA genindeki V4 bolgesini PZR
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icin hedef olarak sec¢miglerdir. Duyarlihgi southern blotting ve tlire 6zgull problar
ile 1 ml kanda 10-15 maya hucresi olarak saptamiglardir. PZR ve kan kulturu
kargilastinldiginda PZR kullanimi ile pozitif érnek sayisinda kan kultirine
nazaran buyuk bir artis gostermislerdir (PZR %89-100, kultir %44-100). Bu
yontem ile sadece C. albicans arastiriimis olmasina ragmen arastirmacilar,
degisik problar kullanilarak bu yontemin diger turlerin saptanmasinda da
kullanilabilecegini belirtmislerdir®.

Holmes ve ark., 5S rRNA ve bitisik transkribe olmayan interjenik spacer
(IGS)’dan kaynaklanan iki primer seti tanimlamiglardir. Primer setlerinden biri C.
albicans ve 5 albicans digi tirden 105 baz cifti iceren bir tGrln ¢ogaltirken 2 set
sadece C. albicans’dan 684 baz cifti iceren bir Gran c¢ogaltmigtir. Duyarlilik
tanimlanmis olan PZR’larla karsilastirilabilir bir dizey olan 1 ml kanda 15 maya
hiicresi olarak saptanmistir™.

Bu da bize fungal yukin az oldugunu distndigumuiz erken dénemde
bile PZR ile Candida izolasyonu ve tur tayinini yapabilecegimizi
gostermektedir®. Fakat derin kandidozda kiiltiir ve 6zellikle kan kultiiri
genellikle negatif sonu¢ vermektedir. Lizis santrifigasyon yontemi gibi yeni
gelistirilen teknikler ile kan kiltirinin bu grup hastalarda %50 olarak bildirilen
duyarhih@ini yukseltememigtir. 66 pozitif kan kulturin sadece 20 tanesi pozitif
bulunmus (%30) fungemisi olan 20 hastanin 14’G bu yontem ile pozitif bulunmus
(%70), standart kan kultur sistemi ile bu oran 20 hastada 16 (%80) bulunmustur.
Her iki sistem ile yalnizca 10 hasta ortak pozitif bulunmustur. Ustelik lizis
santrifigasyon yonteminin yuksek oranda yanhs pozitifik problemi
bulunmaktadir®. Bu nedenle mortalitesi yiiksek olan ve erken taninin
sagaltimda o6nemli oldugu kandidemi tablosunda molekuler ydntemlerin
kullanilmasi  énerilmektedir’. Morrel ve ark kan kiiltirinin mantarlarin
izolasyonunda ekonomik olmadigini bildirmislerdir®. Kalkanci ve ark nétropenik
hasta grubunda yaptiklari calismada panfungal PZR ydnteminin oldukga hesapli
bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Bu ydntem igin en blyudk tutar DNA
¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan primerler ve taqg DNA polimeraz enzimine aittir.
Boyle olunca pahali oldugu dusinulen molekuler yontemlerden PZR’in bu grup
hastalarda diger incelemeler ile karsilastirildiginda oldukga ucuz oldugu

gorilmektedir®’.
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PZR yéntemi kandidemi tanisi yaninda antifungal tedavinin takibinde de

kullanilabilmektedir®® *°

. Kalkanci ve ark calismalari sirasinda PZR pozitif
bulunan hasta 6rneklerinden birinde Candida DNA’sinin AMB baslanmasinin
onuncu gununde, tedaviye flukanazol eklenmesinden sonraki besinci glnde
negatiflestigini gormislerdir®’. Calismamizda bir hastadan antifungal tedavisinin
2. gununde alinan kan orneginde mantar DNA'’s1 pozitif bulunmus ayni hastanin
antifungal tedavi sonrasi 15. gunde alinan kan 6rneginde mantar DNA’sInin
negatiflestigi gorulmustir ve hasta taburcu edilmigtir. Bagka bir hastadan alinan
kan kultart ornedinde tedavi dncesi DNA pozitifligi AMB tedavisinin 6. guninde
tekrar pozitif bulunmustur. Antifungal kullaniminin 2. gininden 50. gulnine
kadar degisik zamanlarda kan ornekleri alinan 18 hastamizin 5’'inde PZR pozitif
bulundu; 3 hastadan 6. gunde, flukanazol kullanan bir hastadan 19., AMB
kullanan hastadan 10. gun kan 6rnekleri alinmisti. Bu hastalarin 5'inde PZR
pozitif bulundu. Bu 5 hastanin 3’Unde en fazla 6 gunlik antifungal kullanimi
sonrasi PZR pozitif bulunmustur. Diger iki hastanin biri 19 gunluk flukanazol
kullanimi sonrasi alinan kan 6rneginde, digeri 10 gunluk AMB kullanimi sonrasi
alinan kan érneginde PZR pozitifligi bulundu.

Candida parapsilosis son yillarda énemli hastane kaynakli patojenler
arasinda yer aldigi ve kandidemilerin %7 ile 10’unu olusturdugu hatta bazi
merkezlerde bu oranin %30-50’lere ulagsan oranlarda izole edildigi bildirilmigtir.
C. parapsilosis yuksek glikoz konsantrasyonunda daha iyi prolifere olarak akrilik
yuzeylere daha iyi penetre olmakta ve ekzojen kokenli hastane enfeksiyonuna
neden olmaktadir. Deride siklikla kolonize halde bulunmaktadir. Saglk
¢alisanlarinin ellerinde mayalarin tanimlanmasi ile ilgili caligmalarda en sik C.

parapsilosis izole edilmistir’® 10 101

. Kateter ylzeyinde olusturdugu biyofilm
nedeniyle santral vendz kateteri bulunan hastalarda daha sik
soyutlanmaktadir®® 48 192193 p7R jle DNA’sinI negatif buldugumuz 45 hastaya
ait kan kualtdranin 30’unda (%73,33) C. parapsilosis, 8inde (%13,33) C.
albicans, 3’Unde (%6,66) C. glabrata ve 1’er tanesinde C. tropicalis, C.
guillermondii ve C. lipolytica tremesi olmustur. PZR ile negatif buldugumuz
diger bir hastanin da kan kultiru negatif bulunmustur. Yatan hastalardan kan
kaltarleri igin ornek alinirken daha c¢ok kateter yolunun kullaniimasi kan

kaltdrlerinden Ureyen C. parapsilosis’in izolazyon oranini artirmaktadir.
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Tek bir enzim kullanarak uygun yontem kullanildiginda kisa surede alti

énemli Candida tiir diizeyinde de tanimlanabilmektedir'®*1%°.

Serolojik taninin tartismali sonuglar verdigi nétropenik hasta grubunda en
avantajli ydntem PZR olarak gériilmektedir'®. Bu yéntemin kandidemi tanisi
konmasinda duyarhligi yuksek, invaziv kandidoz tani suresini kisaltarak saatler
dizeyine dustrdugu igin hizhh sonug verebilen ve tedavi takibinde kullanilabilen
bir yontem olarak 0Ozellikle notropenik hasta grubunda rutin  olarak

uygulanabilecegi kanisina variimigtir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AP-PZR : Arbitrarily Primed PZR

Bp (B¢) : Base Pair (baz cifti)

CSF : Colony Stimulating Factor

EIA : Enzim Immunoassay

GVH : Graft Versus Host

IFNy : Interferon Gama

g : Immunglobulin

IL : Interldkin

kDa : Kilodalton

Mb : Megabaz

ml : Mililitre

MPO : Miyeloperoksidaz

NCCLS M27-A : Antifungal duyarlilik testi referans yontemi
NCCLS M38-P : Kifler igin referans yontem

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards
NNIS : National Nosocomial Infections Surveillance
°Cc : Santigrat derece

PAGE : Poliakrilamit Jel Elektroforezi

PCR : Polymerase Chain Reaction

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis

PNL : Polimorf Nlveli Lokositler

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA

RE : Restriksiyon Endonukleaz

RFLP : Restriction Fragment Lenght Polymorphism
SDA : Sabouraud Dekstroz Agar

TNF : Tumor Nekroz Faktor

uv : Ultraviyole

pl : Mikrolitre
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SEKILLER VE RESIMLER DiZziNi

Sekil 1.: BACTEC otomatik kan

uremesi olanlar.

Sekil 2.: BACTEC otomatik kan

uremesi olanlar.

Sekil 3.: BACTEC otomatik kan

uremesi olanlar.

Sekil 4.: BACTEC otomatik kan

uremesi olmayanlar.

kultir sisteminde

kaltir sisteminde

kultir sisteminde

kultir sisteminde

pozitif sinyal / kulturde

pozitif sinyal / kuiltirde

pozitif sinyal / kultirde

pozitif sinyal / kulturde
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TABLOLAR DiziNi

Tablo 1.: Kan kulturu pozitif, PZR pozitif hastalarin 6zellikleri

Tablo 2.: Kan kulturu pozitif, PZR negatif hastalarin 6zellikleri

Tablo 3.: BACTEC pozitif, kan kultari negatif PZR negatif / pozitif hastalarin
Ozellikleri
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