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OZET

Kan Kiiltiiriinden Izole Edilen Candida Tiirii Mayalarin
Repetetive-PCR Ile Klonal Dagilimlarinin Belirlenmesi

Begiim UCAR
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: prof. Dr. Yasemin ZER
78 sayfa, Haziran 2016

Yogun bakim {initeleri (YBU) hastane enfeksiyonlarmin en sik rastlandigi hastane
birimleri olup, son yillarda maya enfeksiyonlarinda da artis gézlenmektedir. Maya
enfeksiyonlarinin ¢ogunun endojen kdkenli oldugu bilinmekle birlikte ¢apraz bulagin da
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu c¢alisma, YBU’sinde yatmakta olan hastalarm kan
kiiltiirti 6rneklerden izole edilmis Candida izolatlarinin DNA parmak izi analizi ile
benzerliklerinin arastirilmasi amaci ile yapilmistir.

Mayis-Aralik 2014 tarihinde, YBU’sinde yatmakta olan hastalarin kan kiiltiirii
orneklerinden izole edilen Candida izolatlar1 ¢alismaya alindi. Kan kiiltiirii 6rnekleri
Bactec (BD, USA) sisteminde degerlendirildi. Ureme olan kan kiiltiirii siselerinden
Onerilen prosediire uygun olarak subkiiltiirler yapildi. Tanimlama, konvansiyonel
yontemler ve Phoenix (BD, USA) kullanilarak yapildi. Candida olarak saptanan
mikroorganizmalarin Diversilab (Biomerieux, Fransa) cihazi ile rep-PCR yontemi ile
DNA parmak izi analizi yapilarak klonal benzerlikleri arastirildi.

Calisma kapsaminda 44 farkli hastadan soyutlanmis izolatta DNA parmak izi
arastirmasi yapildi. Bununla birlikte 40 izolatta sonug¢ alindi. Calismada degerlendirilen
40 izolatin, 21’1 (% 52.5) C. albicans, 12’si (% 30) C. parapsilosis, 7’s1 (% 17.5) C.
tropicalis, idi. DNA parmak izi analizi sonrasinda 9 C. parapsilosis izolatinin ayni klon
oldugu saptandi. Ayrica C. albicans 1zolatlar1 arasinda 3 farkli benzerlik (her birinde iki
izolat bulunan) saptandi.

Kandidemide mikroorganizmanin kaynaginin siklikla endojen oldugu bilinmekle
birlikte, izolatlarin bazilarmin identik saptanmasi kandida i¢in ekzojen kaynaklar
olabilecegini diisiindiirmiistiir. YBU gibi birgok risk faktorii tasiyan hastalarin yattig
alanlarda enfeksiyon kontrol onlemlerinin dogru uygulanmasinin en énemli yaklasim
olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kandidemi, Yogun bakim iinitesi, rep-PCR



ABSTRACT

Detection of clonal distribution of Candida type yeasts
isolated from blood culture with repetetive PCR

Begiim UCAR
Master Thesis, University of Gaziantep, Institute of Medical Sciences
Department of Medical Microbiology
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Yasemin ZER
78 pages, June 2016

Intensive Care Units (ICU) are the most common hospital units for nosocomial
infection and an increase in the Candida infection has been observed in recent years.
Candidas are known to be endogenous origin of the majority of infections which are
thought to be cross-contamination. This study was to evaluate Candida isolates which
are isolated from blood culture samples of patients are investigate the similarity with
DNA fingerprint analysis.

Isolated from blood culture isolates of Candida in patients who were stayed ICU
enrolled in the study in May and December 2014. Blood culture samples were evaluated
in the Bactec system (BD, USA). In accordance with the proposed procedure, sub-
cultures were made from the blood culture bottle of Reproduction. Identification was
performed using convention methods and Phoenix (BD, USA). Microorganisms
identified as candida was searched Diversilab (Biomerieux, France) and rep-PCR DNA
fingerprinting analysis.

During the research, there has been a study on the isolates from 44 different DNA finger
prints. With this study, they reached out their results on 40 isolates.40 isolates that were
evaluated in this study were consisted of, they discovered 21 isolates consist C. albicans
(52.5 %), 12 consist of C. parapisilosis (30 %) and7 consist of C. tropicalis (17.5 %)
out of 40 isolates.

After the DNS fingerprint analysis, 9 C. parapisilosis, isolates was proven to be in the
same clone. Besides, there has shown 3 different similarities in C. albicans isolates. The
source of microorganisms also often known endogenous, that has suggested that it may
be for some isolate determination. It is believed that; the most important approach is to
touce control over the infections that the patiens with intensive care unit or similar risky
factories.

Key words: Candidemia, intensive care units, rep-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Candida’lar insanlarin derilerinde ve mukozalarinda bulunan 6karyotik diploid mayalar
olarak bilinmektedir. Kisilerde genellikle agiz veya gastrointestinal kanalda
bulunmaktadirlar. Insanlarda yiizeyel ya da kronik enfeksiyonlara neden olmaktadirlar.
Candida tirlerinin hepsinin degil sadece belli bir kisminin insanlarda enfeksiyona
neden oldugu bilinmektedir. Cogunlukla C. albicans’in enfeksiyona neden oldugu
bildirilmekle birlikte 6zellikle non-albikan bazi1 Candida tiirlerine de (C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei ve C. glabrat) son yillarda daha

siklikla rastlanmaktadir.

Candida’lar normal florada bulunmalarina ragmen genellikle enfeksiyonlarina karsi
dogal bir diren¢ s6z konusudur. Bununla beraber bu dogal direncin kirilmasina neden
olan oOzellikle tan1 ve tedavi amaciyla uygulanan invaziv islemlerde artis, genis
spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi, immiin siipresif hasta sayisinda artis gibi
major sebepler Candida enfeksiyonlarinin da yayginlagsmasina neden olmustur.
Gilintimiizde hastane enfeksiyonlar1 igerisinde Candida’larin 2. veya 3. siralarda oldugu
rapor edilmektedir. Candida’larin yaptig1 enfeksiyonlarin énemli mortalite, morbidite
nedeni oldugu bilinmektedir. Aslinda diger 6nemli bir problem de antifungal sayisinin
insan-maya hiicresel benzerliginden dolay1 ¢ok olmayisidir. Tiim bunlar géz Oniine
alindiginda diger hastane enfeksiyonlarinda oldugu gibi Candida etkenli hastane

enfeksiyonlarinda da enfeksiyon kontrol prosediirleri 6ne ¢ikmaktadir.

Enfeksiyon kontroliiniin  saglanmasi  amaciyla Onerilenlerden biri  kaynak
enfeksiyonlarinin belirlenmesidir. Giiniimiizde yaygin olarak Candida enfeksiyonlarina
kaynagi endojen oldugu, mantarin konak faktorlerine bagli firsatgr patojen oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada, YBU gibi birgok risk faktorii tasiyan hastalarda fungemi
etkeni olarak saptanan Candida tirii mantarlarin benzerlik analizi ile arastirilmasi ve

enfeksiyon kontrol programlarina katki saglanmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Tarihge

Pamukcuk oldugu diisiiniilen oral lezyonlarin anlatimlar1 Hippocrates ve Galen’in
zamanlarina kadar dayanir. Rosen ve Rosenstein 1771°de pamukcugun oOzellikle
yenidoganlarin hastaligi oldugunu agiklamislardir. Veron 1835°te hastaligin dogum
kanalindan bulastigin1  savunmustur. Langenbeck 1839°da bir hastanin  oral
lezyonlarinda mantar bulmus, fakat bunun tifonun etkeni oldugunu zannetmistir. Berg,
1841°de pamukgugun fungal nedenli oldugunu ispatlamistir. 1843’te Robin organizmay1
Oidium albicans adiyla tanimlamigtir. 1861°de Zenker, ilk 1yi dokiimante edilmis derin
yerlesimli Candida vakasim tamimlamistir. Ik Candida neden liendokardit vakasi
1940’ta tarif edilmistir. C. albicans i¢in bir donem yiizden fazla sinonim mevcut
olmakla birlikte, Zopf taratfindan 1890°da konulan Monilia albicans ve Berkhout’un
1923°te kullandig1 Candida albicans isimleri en fazla kullanilmis ve sonunda ikincisi

kalic1 olmustur (1,2).

Candida enfeksiyonlarinin tarihinde en ilging zaman araligi, 1940’larda antibiyotiklerin
yaygin olarak kullanima girmesiyle baslamistir. Bu donemden sonra, Candida
enfeksiyonlarinin her ¢esidinde patlama denebilecek kadar bir artis goriilmiis, ayrica

daha 6nce goriilmemis klinik sekilleri ortaya ¢ikmaya baglamistir (2).

2.2. Candida’larin Smiflandirilmasi ve Genel Ozellikleri

Mantarlarla ilgilenen bilim dali olan mikoloji, adim1 Yunanca sapkali mantar anlamina
gelen “mykes”’ten almistir. Mantarlar cogunlukla firsat¢i patojen mikroorganizmalar
olup ayn1 zamanda 6karyotik hiicre 6zelligine sahiptirler. Yeryiiziindeki mantarlar spor
yapilarina, hif yapilarina ve esey 6zelliklerine gore 5 taksonomik sinifa ayrilirlar. Bunlar
Oomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes
smiflaridir. Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes insanda
hastalik olusturan mantar cinslerini igerir. Candida tiirleri Deuteromycetes sinifinda yer
alirlar. Deuteromycetes sinifi yapay bir smif olup, eseyli liremesi saptanamayan

mantarlarin tiimii bu sinifta incelenir. Seksiiel sporlarinin olmamasi nedeniyle bu grupta
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yer alan mantarlar tam olmayan ya da eksik mantarlar (Fungi Imperfecti) olarak da

adlandirilmaktadir (1,3,4).

Candida cinsi igerisinde yer alan mantar tiirleri, normalde insan deri ve mukoza
florasinda bulunan mikroorganizmalardir. Dogum sirasinda veya dogumdan hemen
sonra yenidogana bulasarak c¢esitli viicut bolgelerinde kolonize olurlar. Bazi hazirlayici
faktorlerin varhi§inda kandidoz olarak tanimlanan yiizeyel veya derin, akut veya kronik

enfeksiyonlara neden olurlar (3,5,6).

Candida tirleri, klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerinde, 3-6 pm biiytlikliglinde oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidyum veya blastosporlar) olarak
goriilen, maya seklinde funguslardir. Tiirlerin ¢ogu, yalanci hif (psédohif) olustururlar.
Yalanct hif, pes pese tomurcuklanan blastokonidiyumlarin birbirinden ayrilmayip
uzayarak ve aralarinda bogumlar olusturarak yaptiklar1 hiicreler zinciridir. Candida
tiirleri arasinda C. albicans ve ¢ok daha seyrek izole edilen C. dubliniensis ve C.

norvegensis gercek hifler de olusturabilmektedirler (5,7).

Candida tiirleri, SDA gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda ve 37 °C’de 24 saatte {ireyip
genellikle kirli beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi
kokulu koloniler olusturmaktadirlar. Koloninin besiyeri yiizeyinde kalan boliimii
blastokonidyumlardan olusmustur; besiyerinin ylizeyinin altinda da yalanci hifler
bulunur (5). Bakteri iiretiminde kullanilan genel iiretim besiyerlerinde kolaylikla
iireyebilmektedirler. Bu yilizden, geng¢ [kiiltiirlerde  bakteri  kolonileri ile
karisabilmektedir. Gram pozitif boyanma 6zelligi gostermektedirler (3). En iyi lireme

pH 4.5-5 arasinda olup, pH 3-7.5 arasinda tireyebilen tiirleri de vardir (8).

Cok sayida olan kandida tiirlerinden sadece bazilar1 insanda enfeksiyon etkenidir. En sik
goriilen kandidoz etkeni C. albicans’tir. Insanda hastalik olusturan diger 6nemli tiirler;
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei ve C. glabrata’dur.
Ancak bunlar disinda C. lusitaniae, C. norvegensis, C. famata, C. zeylanoides, C. utilis

gibi bazi tiirler de, sik olmamakla birlikte, enfeksiyon etkeni olarak goriilebilirler (5).

Candida albicans iki morfolojik test ile diger kandida tiirlerinden ayirt etmek

miimkiindiir. Serumda 37 °C’de iki saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerden bogum
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olusturmadan uzayan c¢imlenme borulart (germ tiip) veya gergcek hif olustururlar.
Misirunu-Tween 80 agarda ise C. albicans tipik olarak iri ve kire seklinde
klamidosporlar (klamidokonidyum) olusturur. Bu iki 6zellik tiir i¢in tan1 koymakta

olduk¢a 6nemlidir (5,7,9).

Candida tirleri, SDA gibi rutin besiyerlerinde olusturduklari kolonileri ve misirunu-
Tween 80 gibi besinden fakir besiyerlerinde saptanan blastokonidyumlarinin 6zellikleri
ve blastokonidyumlarin yalanci hif boyunca dizilimlerine gore farklar gosterirler. Ancak
tiirlerin kesin tanis1 sonradan yapilan seker fermentasyon ve asimilasyon deneyleri ile

konulur (5, 10) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Baz1 6nemli Candida tiirlerinin biyokimyasal (asimilasyon) 6zellikleri (5)
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C. albicans + + |+ |+ + - + " - - - - -
C.guilliermondii | + + [+ |+ + + + + - + + - -
C. parapsilosis |+ + |+ |+ |+ - + - - - - - -
C. tropicalis + + |+ |+ + + + - - - - - -
C. kefyr + - |+ |- + + + + - - - - -
C. krusei + |- |- |- - - - - + |- i I
C. glabrata + - |- |+ - - - - - - - - -




Candida’larin hiicre duvari konak ile baslica etkilesimden sorumlu olan yapidir. Cesitli
molekiillerin i¢ ve dis ortamlar arasinda gecislerinde rolii vardir ayrica maya hiicresinin
degisik ylizeylere tutunmasinda (adezyon) dogrudan gdrev alir. Ayrica mantarin maya
veya hif formunun karakteristik seklinin korunmasindan sorumludur ve hiicreyi

osmotik, kimyasal ve fiziksel hasarlara kars1 korur (8,11,12).

C. albicans’in hiicre duvari, hiicrenin kuru agirhiginin yaklasik % 30’unu
olusturmaktadir (12). Hiicre duvarinin ana bilesenleri (% 80-90) karbonhidratlardir.
Proteinler (% 6-25) ve lipidler (% 1-7) mindr duvar bilesenleri olarak bulunurlar.

Karbonhidratlar ise baglica {i¢ temel polisakkarit yapisinda bulunur:

1) Proteinlerle kovalent olarak baglanmis mannoz veya mannan polimerleri
(mannoproteinler),

2) B-1,3 ve B-1,6 7 baglar1 i¢eren dallanmis glukoz polimerleri olan B-glukanlar,

3) B-1,4 baglar1 iceren, dallanmamis N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc) polimerlerinden
olusan kitin (11,13,14).

Mikrofibriler polimerler olan B-glukanlar ile kitin, duvarin yapisal komponentleridir.
Hiicreye giiclii fiziksel 6zellikler saglayan sert iskeleti olusturmaktadirlar. Miktar olarak
B-glukanlar ve hiicre duvari agirliginin % 47-60’1 olmak iizere ana bilesenidirler. Kitin,
kiigiik (% 0.6-9) ama 6nemli bir komponenttir (11,13). Diisiik kitin diizeyli mutantlarin,
osmotik olarak hassas oldugu ve anormal morfoloji gosterdigi tespit edilmistir (12). Ote
yandan manan yapisal polimerler olan B-glukanlar ve kitinin i¢ine gomiildiikleri amorf
matriksi ve hiicre duvari1 karbonhidratlarinin % 40’11 olustururlar. Bu karbonhidratlar
icerisinde en dnemlisi manandir, hiicre duvarinin major antijenik komponentidir ve ayni
zamanda mannoprotein yapisinda olan fimbriyalarin epitelyal hiicrelere baglanmada

rolleri vardir (11,13,14).

Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalara gore kandidalarin hiicre duvari elektron
dansitesindeki farklihiga gore ayrilan ve degisik kalinlikta en az bes tabaka icerir. Bu
tabakalarin sayisina, kalinligina, tireme formuna (maya veya hif), lireme ortamina ve

susuna bagl olarak degiskenlik gostermektedir (7,15,16).



Genel olarak glukan ile kitin hiicre duvarinin i¢ tabakasinda yogun olarak
goriinmektedir.  Protein ve mannoproteinler ise tim duvar yapisinda bulunmakla
birlikte, hiicre duvariin dis tabakasinda daha baskin goriiniirler (12,13). Birgok ¢alisma
gostermistir ki, hiicre duvarmin tabakali yapisi, mannoproteinlerin hiicre duvari
yapisinda degisik diizeylerde bulunmasindan kaynaklanmaktadir (13). Diger bir deyisle,
tabakalanna, hiicre duvari1 bilesenlerinin (B-glukan, kitin ve mannan) her tabakada
niteliksel olarak degil, niceliksel olarak farkli oranlarda bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (13,15). Maya hiicresi ve germ tiip (hif) hiicre duvar1 kompozisyon
olarak benzemektedir, bununla birlikte relatif miktarlar1 morfolojiye bagli olarak
degiskenlik gosterebilmektedir (11,13). Ornegin, C. albicans hif hiicre duvarinda

mayanin hiicre duvarinda bulunandan {i¢ kati kitin bulunur (13,17).

Hiicre membrani tasidigi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dig ortama
gecisinde rol oynar. Kitin sentetaz gibi, duvar bilesenlerinin sentezinde rolii olan
enzimler de membranda bulunurlar. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif
doniisiimii ve hifal ugtan uzama) icin gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz-
C, adenilat siklaz, proteaz gibi bazi enzimler de membranda yer alirlar. Candida’larin
hiicre zarinda; fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inozitol
gibi fosfolipidler bulunur. Tiim mantarlarda oldugu gibi, Candida’larin da hiicre
membraninda da sterol bulunur ve membran lipidlerinin % 20°sini olusturur. Steroliin %
95’1 ergosterol formunda bulunur. Ergosterol ise antifungal ilaclar i¢in en Onemli

hedeftir (7).

2.2.1. Candida albicans

Candida albicans igin bugiline kadar 100 farkli isim kullanilmistir. Bu tiire ilk olarak
Charles-Philippe Robin (1821-1885) 1853’de Oidium albicans olarak ad vermistir.
Daha ileri ¢alismalardan sonra Zopf, 1980’de bu ismi degistirerek Monilia albicans
isimlendirmistir. Son olarak Berkhout tarafindan 1923’de Candida albicans olarak
adlandirilmistir (18). Cesitli Candida tiirlerinin isimleri degistirilirken C. claussenii ve
C. langeronii tirleri de C. albicans ile birlestirilmistir. C. dubliniensis tiri farklh
blastokonidia ve klamidospor yapilar1 nedeniyle C. albicans’tan ayri tutulmustur (19).
Germ tiip formasyonu ve klamidospor formasyonu C. albicans identifikasyonunda en

onemli morfolojik aranan 6zelliklerdir (20). C. albicans’in tim klinik izolatlar1 diploid
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yapidadirlar (18). Tiim kandidiazis olgularinda en ¢ok izole edilen tiir C. albicans’tir.

2.2.2. Candida glabrata

Candida glabrata ilk olarak Anderson tarafindan 1971°de Cryptococcus glabrata olarak
adlandirilmis olup daha sonra Lodder ve de Vries 1938’de Torulopsis glabrata adini
vermislerdir. Tiirlerin kdkenlerine gore siiflandirilmasi diger Candida tirlerinde oldugu
gibi Torulopsis tiirlerinin psddohif olusturamamasi temeline dayanmaktadir. Ancak bu
kriter C. glabrata tiriiniin hatal1 isimlendirilmesine yol agtig1 i¢in uygun
goriilmemektedir (21). Meyer ve Yarrow 1978’de bu tiirii ovoid yapisi ve psddohif

olusturamamasi nedeniyle C. glabrata olarak isimlendirmislerdir.

2.2.3. Candida tropicalis

Aldo Castellani (1877-1971) Sri Lanka’da calistigi donemlerde aralarinda C. tropicalis
tiiriniin de bulundugu ¢esitli Candida tiirlerinin ayrimi lizerine yogunlasmistir (1910)
ve bu tiire Oidium tropicale adini uygun gormistiir. Bu tiirle ilgili verilen diger
isimlerden bazilari; Monilia tropicalis, Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha,
Candida paratropicalis olarak sayabilmek miimkiindiir. C. tropicalis’e bugiine kadar 58
farkli isim verilmistir. Son olarak Berkhout 1923°te bugiinkii ismi olan C. tropicalis
olarak adlandirmistir (18). C. tropicalis germ tiip negatiftir ve klamidospor

olusturmamaktadir. Diploid Asomigetes benzeri mayalardir (21).

2.2.4. Candida parapsilosis

Bu tiir i¢in Monilia onychopila, Monilia parapsilosis, Mycocandida parapsilosis gibi
isimlerle kullanilmistir. Diploid bir maya tiirii olan Candida parapsilosis adin1 Langeron
ve Talice tarafindan 1932’de almistir. Koloni morfolojisi C. albicans tiirline benzer
ancak mikroskopik olarak carpik veya kivrik kisa psodohif goriintlisi olup ayni

zamanda bazen biiyiik hifal unsurlar1 ile dev hiicreler olarak adlandirilir (19).

2.2.5. Candida krusei

Castellani 1910°da C. krusei’i Sacharomyces krusei olarak ve 1912°de Endomyces

krusei olarak anilmistir (22). Chalmers ise 1913’te Monilia krusei ismini vermistir.
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Berkhout 1923°te C. krusei olarak isimlendirmeden once bu tiir i¢in 18 farkli isim
kullanilmis, son olarak C. krusei olarak adlandirmistir. C. krusei kolonileri Sabouraud
dekstroz agarda C. albicans ve diger Candida tiirlerinin olusturdugu kolonilerine benzer
ancak Cornmeal-Tween 80 agarda uzamis blastokonidyalarla psddohif olusturmasi,
capraz (birbirine girmis) kibrit ¢opii veya aga¢ dali goriintiisii ile C. albicans ve diger
Candida tiirlerinden ayrilir (18, 19). C. krusei tiirii flukonazole dogal direncli bir

mayadir.

2.2.6. Candida lusitaniae

Dietrichson bu tiiri 1954°te Candida parapsilosis var. Obtusa olarak adlandirmistir. van
Uden ve do Carmo-Sousa 1959°da C. lusitaniae olarak isimlendirmistir. Bu tiir ilk
olarak Portekiz’de sicak kanli hayvanlarin sindirim kanalindan izole edilmistir. C.
lusitaniae 1979’dan beri insanlarda kan, idrar ve solunum sisteminde firsatg1 patojen
olarak degerlendirilmistir (18). C. lusitaniae tiri C. tropicalis ve C. parapsilosis
tiirlerine benzer ancak sellobiyozu fermente edebilmesi ve ramnozu sindirebilmesi ile
bu tiirlerden ayrilir (19). C. lusitaniae genellikle diisiik virulanshi bir mayadir ve

amfoterisin B’ye direng gosterebilmektedir (20).

2.3. Ekoloji ve Epidemiyoloji

Candida tirleri, ozellikle C. albicans, normal niifusun yaklasik % 20’sinin kommensal
florasinda (orofarenks, gastrointestinal sistem, vajen, deri) bulunmaktadir (23). C.
albicans, florada en sik bulunan tiir olmakla birlikte deri florasinda diger tiirlere gore
daha az yer alir. Ayrica C. albicans’a ¢evrede de ender olarak rastlanabilir. Hastanede
yatan hastalardaki kolonizasyonun, saglikli insanlara gore daha fazla oldugu
gozlenmistir (5, 7). Candida tiirleri, hafif seyreden, deri ve mukoz membranlar1 tutan
ylizeyel enfeksiyonlardan, hayati tehdit edici, invaziv, birgok sistemi tutan
enfeksiyonlara kadar degisen ¢esitli klinik tablolara neden olur. Candida’nin ¢ogalmasi
ve konak savunmasina karsi gelebilmesi i¢in bagisiklik sisteminde bazi degisikliklerin
olmast gerekir (6). Candida albicans tim kandidozlarda en sik goriilen etkendir. Ancak
son yillarda albicans dis1 tiirler desistemik kandidoz olgularinda % 46’lik bir oranda
daha sik goriilmektedirler. Kandidoz etkeni olarak albicans disi tilirlerin artmasi, genis

etki alanli antibiyotik ve antineoplastik ilaglarin kullanimi, damar i¢i kateterizasyon,
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ndtropenik ve immiinsuprese hastalarin sayica artmasi, flukonazoliin yaygin kullanimi

ve ayrica hastane ortaminda personelden bulagsmaya baglanmaktadir (5). Kandidoz i¢in

predispozan faktorler Tablo 2.2°de gosterilmistir (24).

Tablo 2.2. Kandidoz i¢in predispozan faktorler (24)

Kutanoz ve mukozal

Kandidoz

Fizyolojik faktorler: Gebelik, ileri yas,
bebeklik

Travmatik faktorler: Maserasyon, yanik,
diger enfeksiyonlar

Hematolojik faktorler: Hiicresel immiin
yetmezlik, AIDS

Endokrin faktorler: Diabetes mellitus
Iyatrojenik faktorler: Antibakteriyel

kullanimi, oral kontraseptifler

Sistemik kandidoz

Iyatrojenik faktorler: immiinsupresyon,
organ nakli, cerrahi, steroid tedavisi,
sitotoksik ilaclar, antibakteriyel
antibiyotikler, kateterler,
hiperalimantasyon, protez kalp kapagi
Hematolojik faktorler: Kronik
graniilomatdz hastalik, aplastik anemi,
agraniilositoz, 16semi, lenfoma

Diger faktorler: Malinite, malniitrisyon,
travma, intravendz ilag bagimliligi, periton

diyalizi

Kronik mukokutanoz

kandidoz

Hematolojik faktorler: Hiicresel immiin
yetmezlik

Endokrin faktorler: Hipoparatiroidizm,
demir metabolizmasi bozukluklar

Diger faktorler: Timoma, heredite, A

hipovitaminozu




Kandidozlarin biiylik bir ¢ogunlugu endojen kaynakli olup kisi agiz veya
gastrointestinal kanal florasinda bulunan kandida ile einfekte olmaktadirlar. Ancak
etken bazen ekzojen kaynakli da olabilir (5, 25). Ornegin, vajinal kandidozlu annelerden
dogan bebeklerde agiz kandidozuna rastlanabilir. Ayrica enfekte anne eli bebek i¢in bir
enfeksiyon kaynagi olabilmektedir. Genital kandidoz cinsel iliski ile partnerlere
bulasabilir (5). Eksojen kaynak olarak saglik personelinin elleri veya total parenteral
beslenmenin yapildig1 santral vendz kateterler de sorumlu olabilirler. Bir ¢alismada,
hemsirelerin % 58’inin, yardimci saglik personelinin % 38’inin ellerinde kandida
tiirlerini tagidiklar1 saptanmistir. Saglik ¢alisanlarinin ellerinde en ¢ok kolonize olabilen
tirlerin C. albicansve C. parapsilosis oldugu gorilmiistiir (25). Ayrica yenidogan
servisinde kandida vajinitli hemsirelerden bulasma ile ortaya ¢ikan enfeksiyon patlaklar

saptanmigtir (5).

2.4 Patogenez ve Patoloji

Candida’lar insan organizmasi lizerinde 3 sekilde bulunabilirler:

1) Flora iiyesi olarak: Cesitli Candida tiirleri viicudun belirli bolgelerinde yerleserek
bu bolgelerde bulunan diger flora {iyesi mikroorganizmalarla birlikte denge halinde

yasamlarini siirdiirmektedirler. Bu denge bozulmadigi siirece hastalik olusturmazlar.

2) Kolonize olarak: Uzun siire yiiksek dozda antibiyotik, kortikosteroid, immiin sistemi
baskilayici ila¢ kullanimi, cesitli kronik hastaliklar gibi hazirlayici faktorlerin varligi
sonucu viicudun belirli bolgelerinde az sayida bulunan Candida’lar sayica ¢ogalarak o

bolgeye yerlesmektedirler. Bu duruma kolonizasyon adi verilir.

3) Infeksiyon etkeni olarak: Viicudun belirli bolgelerinde kolonize olan Candida’lar,
ya bulunduklar1 bolgede ya da cevreye yayilarak enfeksiyon olusturmaktadirlar (3).
Candida’lar firsatgr enfeksiyon yapan mantarlardir. Saghkli kisilerde hastalik
yapmayan, viicudun savunma mekanizmasi, bir sekilde bozulmus veya kesintiye
ugramis kisilerde hastalik olusturan mantarlara firsat¢1 enfeksiyon yapan mantarlar adi
verilir (3,6). Normal bakteriyel flora, derinin ve gastrointestinal sistem mukozasinin
biitlinliigli ve hiicresel immiinite, kandida enfeksiyonlaria kars1 koruyan baglica konak

faktorleridir (6). Hiicresel immiinite elemanlar1 olan T ve B lenfositler deri ve mukoza
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yiizeyindeki Candida’larin sistemik enfeksiyon olusturmasini engellerler. Bu yiizden
Candida’larin enfeksiyon olusturmasi i¢in konak organizmada hazirlayict bir takim
faktorlerin birlikte olusmasi gerekir. Bu faktorler; uzun siireli antibiyotik kullanimi,
hiicresel immiin yetmezlikler, diabetes mellitus gibi kronik hastaliklar, immiin sistemi
baskilayic1 ilag kullanimi, immiin sistemi bozan hastaliklar, ndtropeni, organ
transplantasyonu, gastrointestinal operasyonlar, dengesiz beslenme, yashlik, malign
hastaliklar, uzun siireli kateterizasyon, intravendz ilag bagimlilig, kemoterapi
uygulamasi vs. olarak siralanabilir (3). Candida enfeksiyonlar1 yiizeyel ve derin
enfeksiyonlar olmak iizere baglica 2 grupta toplanabilir. Yiizeyel Candida
enfeksiyonlar1 deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢ organlarin ve gesitli
sistemlerin enfeksiyonlaridir. Yiizeyel kandida enfeksiyonlarinda etken deri veya
mukozadaki bir ¢atlaktan yalanci hifleri ile doku igine girer; yalanci hifler ve bunlardan
tomurcuklanma ile olusan blastokonidyumlari ile dokuya yayilir. Deri ve mukoza i¢inde
cogalarak yiizeyel enfeksiyon olustururlar. Derin veya sistemik kandidozlarda ¢ogu kez
gastrointestinal olmakla beraber herhangi bir kolonizasyon odagindan hematojen
yayilim sonucu mantar, fagositik etkinligi yetersiz olan hastalardakanda ¢ogalip hemen

hemen her organa veya sisteme yerlesebilir (3,5).

Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde, belirtilen konak faktorlerinin yani sira;
adezyon yetenegi, maya-hif dimorfizmi ve de asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitesine
sahip hidrolitik enzimlerin {iretilmesi gibi mantara ait viriilans faktorlerinin rolleri de

¢ok onemli bir yer tutmaktadir (7).

Candida’larin zararsiz kommensal bir formdan patojenik forma gecisleri oldukga
komplike olup, mikroorganizmanin cesitli virulans faktorleri ve g¢evresel faktorlerle
iligki oldugu bildirilmektedir. Candida enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikist hem konak hem

de mikroorganizmaya ait faktorlelerle iligkilidir (26).

Candida tirlerinin morfolojik ozelliklerinin bilinmesi identifikasyon i¢in Snemlidir.
Tanida maya ile hif formlarin ayrimi 6nemli olabilmekle birlikte kiiltiir yontemlerine
gbore daha diislik sensitiviteye sahiptir (27). Direkt tanida lezyondan alinan G6rnegin
potasyum hidroksit (KOH) ile hazirlanan preparatinda catal seklinde (yaklasik 45

derece acil1) pigmentsiz septali hiflerin goriilmesi karekteristiktir (28).
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KOH-Kalkaflor floresan-boyama metodunda ise hif, maya hiicreleri ve diger fungal
yapilar floresan renkte goriilebilmektedir (29). Lezyonlu bolgeden alinan 6rnek lamda
tespit edildikten sonra Gram boyama veya Periyodik Asit Schiff (PAS) teknigi ile
boyanarak incelenebilir. Gram boyamada kandidal hif ve mayalar koyu mavi, PAS

boyamada kirmizi/mor olarak goriintiilenmektedir (30).

Kronik hiperplastik kandidiazisde, lezyondan alinan biyopsi 6rnegi PAS veya Gomori
metenamin giimiis boyama yontemiyle histolojik olarak degerlendirilebilmektedir. Bu
yontemlerle dokulardaki fungal yapilarin incelenmesi miimkiin olabilmektedir.
Blastosporlar ve hif veya psddohiflerin varlig1 histopatolojik olarak gosterilebilir. Ayrica

kronik hiperplastik kandidiazis tanisinda kullanilmaktadir (31).

2.5 Candida Enfeksiyonlar1 (kandidoz)

Kandidozlar, yiizeyel ve derin enfeksiyonlar olarak iki grupta incelemek miimkiindiir.

2.5.1 Yiizeyel kandidozlar

2.5.1.1 Candida dermatiti

Candida tiirlerine bagli gelisen deri enfeksiyonlar1 sik goriiliir ve degisik klinik
tablolarla ortaya ¢ikabilmektedir. Intertrigo, “Erosio interdigitalis blastomycetica”,
paronisi Ozellikle HIV ile infekte hastalarda gelisen kandida onikomikozu, bebeklerde
alt bezi ile temas eden bolgelerde olusan deri lezyonlari, en sik olusan deri
enfeksiyonlaridir. Diger deri tutulumlar arasinda, folikiilit, balanit, perianal

kandidiyazis ve generalize kutandz eriipsiyonlar sayilabilir (6).

2.5.1.2 Agiz kandidozu

Farkli klinik tablolar olusabilmektedir. Pamuk¢uk (akut pseudomembrandz
kandidiyazis); en ¢ok siit emen bebeklerde ve yaslilarda goriiliir. Bunun disinda CD4+

hiicre sayis1 <200 olan HIV (+) hastalarda, kanserlilerde ve steroid inhaler kullananlarda

ortaya ¢ikabilmektedir (7).
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Akut atrofik kandidoz; Akut pseudomembrandz kandidozun bir sekeli olmakla birlikte,
dilde nonspesifik atrofi mevcuttur (2). Kronik atrofik kandidoz; takma dis stomatiti
olarak bilinir. Angular cheilitis; agiz koselerinde, catlak ve inflamatuar reaksiyonla
karakterlidir (2,7). Lokoplakia; yanak, dudaklar ve dilde, eritemli zeminde olusan,
yapisik, beyaz nodiiller seklinde seyreden, topikal tedaviye yanit vermeyen, kronik

seyirli ve prekanserdz bir lezyondur (2,6,7).

2.5.1.3 Candida ozofajiti

Ozofagusta gelisen Candida enfeksiyonu, siklikla malignite tedavisi ve AIDS ile
iliskilendirilebilir. Oral kandidoz ile birlikte veya ondan bagimsiz olarak olusabilir (7,

13).

2.5.1.4 Candida vajiniti

Kadinlarin % 75’inin yasamlar1 boyunca en az bir kez candida vulvovajinitiepizodu
gecirdikleri belirtilmektedir (2,7,32). Olgularin % 80’inden C. albicans sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bunu % 5 ile C. glabrata izler. Diabetes mellitus, genis spektrumlu

antibiyotik kullanimi1 ve gebelik en 6nemli risk faktorleridir (7).

2.5.1.5 Kronik mukokutan6z kandidoz (KMK)

Genelikle erken c¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikan, deri ve mukozalarda yaygin
lezyonlarla karakterize hastalik tablosu olup hiicresel immiin yetmezlik ve
endokrinopatilerle iliskili bulunmustur (3,5). En sik birlikte oldugu endokrinopatiler,

hipoparatiroidizm ve addison hastaligidir (2). T lenfosit fonksiyonundaki anormallik
major immiin defekttir. Cogu hastada notrofiller normal olup, T ve B lenfosit sayisi ve

immiinglobiilin diizeyleri de normaldir (2, 24).

2.5.2 Derin (sistemik) kandidozlar

Derin/sistemik kandidoz, kandidemiyi takip eder. Konak savunmasinin normal oldugu
durumlarda, kandidemi gecicidir ve viicut kisa siirede mantar1 uzaklastirir. Buna karsilik

yetersiz fagositik etkinlik durumlarinda Candida kandan uzaklastirilamaz; mantar kanda
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cogalip herhangi bir organ veya sisteme yerleserek enfeksiyon odaklar1 olusturur. En sik

tutulan organlar; bobrekler, deri, goz, kalp, karaciger, dalak ve beyin zarlaridir (5).

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

graniilomatdz hastalikli kisilerde goriilmektedir (5).

2.5.2.1 Kandidemi

Candida tiirleriyle gelisen nozokomiyal fungeminin hastanede yatis siiresiniortalama 30
giin uzattig1 ve tek basina % 38 mortaliteye neden oldugu gosterilmektedir (33). Kan
kiiltiiriinde kandida liremesi basite alinip, kontaminasyon olarak degerlendirilmemelidir.
Bazi hastalarda disemine kandidiyazin bir bulgusudur, bazi hastalarda ise kateter

kolonizasyonunu gosterir ve her durumda dikkate alinmasi gerekmektedir (34).

Candida spp. nozokomiyal kan akimi enfeksiyonlar: icerisinde dordiincii, YBU’lerde
liciincii sirada yer almaktadir. YBU’lerdeki prevalans cerrahi ve dahili kliniklere gére 10
kat daha fazladir (35). Kandidemi i¢in <1 yas ve >65 yas grubunun, kanser hastalarinin,
diyabet hastalarinin ve santral vendz kateter (SVK) tasiyan hastalarin daha fazla risk
altinda oldugu belirlenmistir. Candida’larin  kan dolasimina ulasmalar1 baslica
gastrointestinal sistem (GIS) mukozasindan, damar ici kateterler yoluyla ve pyelonefrit

gibi lokalize enfeksiyon odagindan olmaktadir (34).

Insanlarda, mayalar dahil mikroorganizmalarm kan dolasimina gecmesinde en &nemli
giris kapist gastrointestinal sistemdir. Hastanede yatan hastada, hiicresel bagisiklig
baskilayan bir enfeksiyon ya da travma ile birlikte genis spektrumlu antibiyotik tedavisi,
mukozal yiizeylerde Candida’nin asir1 ¢ogalmasina neden olmaktadir. Daha sonra
notrofil migrasyon ve mikrobisidal aktivitesinin baskilanmasi ve gastrointestinal sistem
mukozasinin biitlinliigliniin bozulmasi, enfeksiyonun yayilimiyla sonuglanir (34,36,37).
Ozelikle SVK’li hastalarda, Candida’nin damar igi kateter yiizeyinde kolonizasyonu da
kan dolasimma onemli bir gecis yolu oldugu disiiniilmektedir (34). Calismalar
gostermistir ki; kandidemi yoniinden en riskli hastalar iki gruptur. Bunlar: 1) Immiin
sistemi baskilanmis hastalar, 2) Yogun bakim {initesinde yatan hastalardir (34).

Nozokomiyal kandidemili hastalarda yapilan bir ¢calismada en giiclii risk faktorii olarak
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uygulanan antibiyotik sayisi saptanmis ve ligten fazla antibiyotik alanlarda kandidemi
riski hi¢ antibiyotik almayan veya en fazla iki antibiyotik alanlara gore 12.5 kat yiiksek
bulunmustur. Ayn1 ¢alismada kandan bagka viicut bolgelerinden kandida izole edilmesi,
hemodiyaliz ve “Hickmann” kateteri diger anlaml risk faktorleri olarak saptanmigtir
(36). Kandidemi etyolojisinde en sik etken olan C. albicans’tir. Ikinci sirada ABD’de C.
glabrata yer alirken, Avrupa’da C. tropicalis veya C. parapsilosis etken olmaktadir. C.
glabrata flukonazoliin profilakside kullanildigi hastalarda ve yaslilarda artan siklikta
goriilmekte ve bu tiire bagl enfeksiyonlar daha agir ve Oliimciil seyretmektedir. C.
parapsilosis daha ¢ok deri ve mukozadan kaynaklanan kandidemiye yol a¢gmaktadir
(34). C. tropicalis kandidemileri daha c¢ok nétropenisi ile mukoziti olan, ozellikle
flukonazol profilaksisi almamis olan hastalarda goriilmektedir. C. krusei’ye bagh
kandidemiler daha ¢ok hematolojik malignitesi olanlarda veya kemik iligi ve
kanalicilarinda, 6zellikle flukonazol profilaksisi uygulanan hastalarda goriilmektedir
(34). Kandidemi tanisinda altin standart kan kiiltiiriinde Candida’nin iiremesidir. Fakat
kan kiiltiiriinde tireme orani diisiiktiir. Kandidemi tedavisinde, izole edilen Candida tiirii
antifungal ilacin se¢imi yoniinden yol gosterici olmakla birlikte, zaman i¢inde direncin
atrtacagl disiiniildiigiinden antifungal duyarlilik testlerine gereksinim giderek
artmaktadir. Kandidemi ve invaziv kandidozda esas sorun, kan kiiltiirii sonuglari
ctkmadan 6nceki donemde veya kiiltiirler negatif kaldig1 durumlarda kandidemi siipheli
hastalara uygulanacak preemptif ya da ampirik antifungal tedaviye karar vermek ve
uygun ilacin se¢imini yapmaktir. Tedavinin ge¢ baglamasi, etkenin direngli olmasi,
dozun ve tedavi siiresinin uygun olmayisi, hastanin tedavisiz kalmasi kandidemilerden

olim sikligini arttirmaktadir (34).

2.5.2.2 Merkezi sinir sistemi kandidozu

Menenjit; dissemine kandidozun bir belirtisi olarak veya bagimsiz olarak gelisebilir.
Diistik dogum agirlikli bebeklerde ya da ventrikiiloperitoneal sant1 bulunan hastalarda,
hematojen yayilim sonucu veya bir travma ile mantarin dogrudan subdural bolgeye

inokiilasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (7).

2.5.2.3 Solunum sistemi kandidozu
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Kandida pnomonisi ¢ogunlukla iki sekilde olusabilmektedir: 1) Endobronsiyal
inokiilasyondan kaynaklanan diffiiz veya lokal bronkopnémoni veya 2) Hematojen
yayllim sonucu olusan ve erken donemlerinde konjestif kalp yetmezIligi veya
Pneumocystis pnomonisinden ayrimi giic olabilen diffiiz infiltrat seklindedir. Diger
formlar nadirdir. Candida’lar bronsit, larenjit, epiglottit ve laringeal protez

enfeksiyonuna da yol acabilmektedir (2).

2.5.2.4 Candida endokarditi

Prostetik kapagi ya da dogal kapakta harabiyeti olan hastalarda hematojen kandidiyazis
endokardite neden olabilmektedir. Endokardit i¢in diger risk faktorleri intravendz ilag
bagimlilig1 ve santral vendz kateterizasyondur. Eroin bagimlilarinda C. Parapsilosis en

yaygin etkendir (2).

2.5.2.5 Candida osteomyeliti

Candida osteomyeliti, median sternotomi komplikasyonu olarak gelisebilmektedir.
Hematojen yayilima bagli osteomyelit ise en sik vertebralara yerlesmektedir (38). Bazen
aspirasyon ya da kortizon injeksiyonu sirasinda ve daha seyrek olarak bir travma sonrasi
gelisebilmektedir. Kanser hastalarinda ve diisiik dogum agirlikli bebeklerde daha fazla
goriilmektedir (7).

2.5.2.6 Candida endoftalmiti

Candida endoftalmiti tanisi, bircok organa hematojen yayilim anlamma gelir ve hemen

antifungal tedaviye baslanilmalidir (36).

2.5.2.7 Gastrointestinal Candida enfeksiyonlari

Candida tiirleri GIS’te herhangi bir bolgede mukozayr enfekte edebilmektedir.
Ozofagustan sonra en ¢ok infekte olan bdlge midedir. Tipik olarak kandidanin “benign”
mide tlserlerini enfekte ettigi goriilmektedir. Bunun diginda, midede, oral kandidiyazise

benzeyen yaygin mukoza tutulumu da tarif edilmistir. Ince ve kalin barsaklarda ise,
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tilser ve psddomembran olusumu sik goriilmektedir. Gastrointestinal mukoza tutulumu
derin iilserlere ve takiben kanama ve perforasyonlara neden olabilir. Kandida, periton,
karaciger, dalak, safra kesesi ve pankreasta da enfeksiyona neden olabilir. Karaciger,
dalak ve pankreas enfeksiyonlari ise, cogunlukla kemoterapiye bagli nétropenisi gelisen
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda goriilmektedir. Bunlarin disinda safra kesesi
ve safra kanallarinda tikanikliga yol agan fungus toplari, karaciger ve dalakta apseler

gozlenebilmektedir (6).

2.5.2.8 Kandidiiri ve iiriner sistem kandidozu

Idrar yolu kandidozlar1 alt ve iist iiriner sistem ile bobregin kandida enfeksiyonlarini
icermektedir. En Onemli bulgusu kandidiiridir. Ancak kandidiiri yalmiz idrar yolu
enfeksiyonunun  degil, kontaminasyon, kolonizasyon veya yaygin kandida
enfeksiyonunun da bir belirtisi olabilir (39). Hastanede yatan hastalarin idrar
kiiltiirlerinden i1zole edilen mikroorganizmalarin % 5-10’unu Candida tiirleri olusturur.
Hastanede yatan ve 14 gilinden uzun siireli liriner kateteri olan hastalarda kandidiiri stk
goriilmektedir. 7 giinden daha uzun siireli liriner kateteri olan yogunbakim iinitesi
hastalarinda kandidiiri oran1 % 22 olarak tespit edilmistir (40). En sik rastlanan etkenler
C. albicans ve C. tropicalis’tit. C. parapsilosis ve C. glabrata da etken olarak
saptanmaktadir (41). Candida tiirleriyle gelisen lriner sistem enfeksiyonlari, sistit,

pyelonefrit, iireterde mantar topu ve renal apse olarak sayilabilir (36).

2.6 Candida immiinolojisi

Hiicre aracili immiinite (T hiicreleri) ve nonspesifik hiicresel immiinite (makrofajlar,
NK hiicreleri ve nétrofiller), genellikle mantarlara karsi asil savunmay1 saglamaktadir.
Mantarlara karsi savunmada, hiicresel savunma mekanizmalarinin énemi; klinik olarak,
invaziv fungal enfeksiyonlarin ¢ogunun defektif hiicresel immiiniteli bireylerde ortaya

ciktiginin gozlenmesiyle kanitlanmigtir (42).

Candida’nin kolonizasyondan, mukozal invazyon ve/veya sistemik yayilima gecis,
konak ve mantara ait faktorlere baglidir. Antibiyotik tedavisi sonucu normal floranin
degismesi, kazanilmig veya primer immiin yetmezIlik ve anatomik bariyerlerin yikilmasi

enfeksiyona zemin hazirlamaktadir (43).
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Mantar hiicre duvari, mantara fiziksel koruma saglamakta olup onu kompleman aracili
lizis gibi konak savunmalarina kars1 direngli kilmaktadir. Dogumsal bagisik savunma,
mantar hiicreduvar1 komponentlerini tanimak ve yamt gelistirmek i¢in, f-
glukanreseptorii, mannozreseptorleri ve toll-like reseptorleri (TLR) tasimaktadir (43).
Notrofil, makrofaj ve monositler asil 6nemli antifungal etkili hiicrelerdir. Notrofil ve
monositler, sitokinler, kemokinler ve kompleman bilesenlerinin aktivasyonu ile
enfeksiyon bolgesine toplanmaktadirlar  (43). Monositik 6ldiirme, invitro olarak
polimorfoniikleer 6ldiirmeden ¢ok daha etkili olup ek olarak eozinofiller de Candida’y1

fagosite eder ve oldiriir. Plateletler de antikandidal aktiviteye sahiptirler (13).

Dogal bagisiklik, dissemine kandidoza karsi baskin olan koruyucu mekanizmadir.
Kantitatif ve kalitatif olarak ndétrofil ve monositlerdeki anormallikler sistemik
kandidiyazisle birliktedir. Lenfoma, 16semi, kronik graniilomatéz hastalik ve notropeni
ile sonuglanan yogun kanser kemoterapisi alanlar, dissemine enfeksiyon i¢in artmis

riskaltindadirlar (43).

Hiicresel aracili immiinite sirasinda, Candida antijenleri T hiicrelerine sunulur ve
beraberinde sitokin sentezi ile bu hiicrelerin proliferasyonu saglanir ve bu sitokinler

fagositlerin kandidasidal fonksiyonlarini artirirlar (44).

Orofaringeal kandidoz (OPC), immiinkompromize hastalardaki en yaygin mikotik
enfeksiyonlardan biridir. Hiicre aracili immdiinite, gastrointestinal ylizeylerde
kandidozun 6nlenmesinde baskin rol oynamaktadir. AIDS’te orofaringeal ve 6zofageal
kandidoz gelisimi CD4+ lenfositlerin sayisindaki azalmayla iligkilidir. Kronik
mukokutan6z kandidoz’lu hastalar tipik olarak, ¢ocukluk ¢aginda kandidozla tanisirlar.
Cogunlukla tekrarlayan ve inat¢i olan bu hastaligi tagiyanlarin, kandida tiirlerine karsi
hiicresel immiin cevaplarinda yetmezlik vardir ve enfeksiyonla etkili bir sekilde

miicadele edememektedirler (43).
Mantarlar, komplemam: klasik ve alternatif yoldan aktive eder ve fungal hiicre

ylizeyinde C3 birikir. Kompleman aktivasyonu enfekte dokulara fagositlerin

toplanmasin1 kolaylastirir, onlarin antikandidal aktivitelerini artirirlar (43).
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Fungal enfeksiyonlarda antikora bagimli immiinitenin rolii tartismalidir. Literatiir,
antikor immiinitesinin lehinde ve aleyhinde ¢ok sayida ¢alisma igerir ve medikal 6nemi
olan mantarlarin herhangi biri i¢in dogal antikor immiinitesinin rolii ilizerinde goris
birligi yoktur. Kandidozlu bireylerde, kontrollere gore, C. albicans’a karst olugmus

antikorlarin diizeyi genellikle daha yliksek bulunmaktadir (42).

Antikorlar maya hiicrelerini agliitine ederler ve enfeksiyonu sinirlandirarak konak
defansina katida bulunmaktadirlar. C. albicans’a karst antikorlar giiclii opsoninlerdir.
Bununla beraber, opsonik antikor fagositoz i¢in gerekli degildir, ¢iinkii maya,
kompleman sistemini aktive edebilmektedir. Spesifik 1gG C. albicans iiremesini direkt
etkilemez, ancak hifal antijene karsi olusmus Fab fragmani1 germ tiip olusumunu inhibe
edebilir. C. albicans’a kars1 olusan antikorlar, serumda immiinosupresif polisakkarit
antijenleri baglayabilir, bdylece fungal iiriinlerin nétralizasyonunda rol oynamaktadirlar

(42).

2.7. Candida’larin tanisi

Kandidoz tanisinda dnemli olan direkt tanidir. Yiizeyel kandidoz tanisi i¢in incelenecek
klinik ornekler; deri kazintisi, tirnak kazintis1 ve mukozalardan alinansiiriintii ve/veya
kazint1 6rnekleridir. Derin/sistemik kandidoz kuskusunda kan, beyin-omurilik sivisi,
balgam, idrar, eksudalar, doku biyopsileri, ameliyat materyalleri, damarigi kateter uglari
gibi ornekler incelenmektedir. Ornekler, baska mikroorganizmalarin iiremesini
engellemek i¢in, hemen laboratuara ulastirilmalidir. Ancak laboratuara hemen
gonderilemeyen ornekler birkag saat buzdolabinda bekletilebilir. Derin kandidoz tanisi,
klinik tablonun 0zgiil olmamasit ve taniya iliskin test sonuglarinin yorumundaki
zorluklardan dolay1 giictiir. Bu nedenle, derin kandidoz kuskusunda olabildigince
kaynaktan Ornekler alinmali ve Orneklerden oOzellikle direkt mikroskobik inceleme

yapilmasina 6zen gosterilmelidir (1).

2.7.1 Mikroskobik inceleme
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Deri ve tirnak kazintist gibi sert 6rneklerden % 15°lik potasyum hidroksit (KOH) ile
preparat hazirlandiktan sonra direkt olarak incelenmektedir. BOS, idrar gibi sivi
ornekler ise santrifiijlendikten sonra sedimentinden, diger yumusak oOrnekler direkt

olarak preparat hazirlanarak gram boyasi ile boyandiktan sonra incelenir (1).

Mikroskobik incelemede, tomurcuklanan hiicreler ve yalanci hifler, boyali preparatlarda
ise Gram pozitif boyanan 8-10 um boyutunda oval veya yuvarlak Candida hiicreleri
goriilebilmektedir. Preparatlarda yalanci hiflerin goriilmesi Candida’nin doku igerisine
girdiginin veya enfeksiyonun isareti olarak kabul edilir (1,7). Candida sepsislerinde
hasta kanindan hazirlanan preparatlar Wright ve Giemsa yontemleri ile boyanarak

incelenebilinir (45).

2.7.1.1 Primer izolasyon

Candida tirleri her tiirlii hasta 6rneginden izole edilebilir. Herhangi bir klinik 6rnekteki
varlig1 ¢evresel kontaminasyon, kolonizasyon ya da aktif enfeksiyona bagl olabilir. Bu
nedenden dolayr 6rnegin cinsi, ayni hastadan alinan birden fazla 6rnekte ayni tiiriin
tiremesi, Uiremelerde koloni sayisi, degerlendirmelerde kritik noktalardir (46). Tim
ornekler antibiyotikli SDA gibi rutin bir besiyerine ekilerek, oda 1sisinda (22-26 °C) ve
37 °C’de inkiibe edilirler. Candida tiirleri genellikle 24 saat i¢inde koloni olustururlar,
ancak 48 saatte kolonileri daha belirginlesir. Olusan kolonilerden Gram preparasyonu

yapilarak, Gram pozitif maya hiicresi olup olmadigi kontrol edilir (1,7).

2.7.1.2 identifikasyon

Candida tirlerinin geleneksel identifikasyonu morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
temel alinarak yapilir. Bu Ozelliklerin baslicalari; goriiniimii ve rengi, hiicrelerin
biiytikliigii ve sekli, hif ve/veya psddohif olusumu, germ tiip olusturma yetenegi,

klamidospor olusturma yetenegi, karbonhidrat asimilasyonu, nitrat asimilasyonu ve

seker fermentasyonu olarak sayilabilir (47).

2.7.1.2.1 Germ tiip testi
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Bu testte, Reynolds-Braude belirtisi olarak adlandirilan, Candida’larin serumlu ortamda
germ tlipii (¢imlenme borusu) olusturma 6zelligi incelenir (45). Germ tiip testi, C.
albicans’in tanisinda hizlh bir testtir ve hem primer hem de saf kiiltiirlerden yapilabilir
(47). Germ tiip olusumunu incelemek i¢in, test edilecek sus, insan ya da tavsan serumu
icerisine ekilir ve 37 °C’de maksimum 3 saat siireyle inkiibasyona birakilir. inkiibasyon
sonrasi, bu siispansiyondan bir damla alinarak lam-lamel arasinda 40x objektif ile
incelenir. Germ tiip, maya hiicresinin yaris1 kadar genislikte, 3-4 kat1 uzunlukta olan,
maya hiicresinden ¢ikan ve gercek hifin baslangici olan filament6z bir uzantidir. En
onemli Ozelligi, maya hiicresinden c¢ikis noktasinda bogum olmamasidir. Bogum
olmamasi, germ tiipiin psddohiften ayrimini saglar. Germ tiip olusturan Candida tiirleri
C. albicans ve C. dubliniensis’tir. C. dubliniensis, fenotipik ozellikleri C.albicans’a
benzeyen ve C. albicans’tan kesin ayrimi molekiiler yontemlerle miimkiin olabilen bir
tiirdiir. izolasyon orani ¢ok diisiiktiir (18,48). Bu nedenle, germ tiip olusturan suslar

rutin mikoloji laboratuvarlarinda C. albicans olarak tanimlanabilir (47,48).

2.7.1.2.2 Misirunlu Tween 80 besiyerinde morfolojik goriiniim

Incelenen sus misirunlu Tween 80 besiyerine ekilerek hif, blastokonidyum, klamidospor
ve artrokonidyum varligr yoniinden mikroskop altinda incelenir. Candida tiirleri
igerisinde sadece C. albicans ve C. dubliniensis klamidospor olusturur. C.albicans ve C.
dubliniensis disinda kalan Candida tiirlerinin her biri, misirunlu Tween80 besiyerinde
kendine &zgii tipik bir morfoloji gosterir. Ornegin, C. glabrata’nm blastosporlari
kiiciiktiir ve psodohif olusturmaz. Fakat bu goériintimler sadece 6n tanimlama igin fikir
verebilir ve albicans ve dubliniensis dis1 Candida tiirlerinin birbirinden kesin
ayrilabilmesi i¢in misirunlu Tween 80 besiyerindeki morfolojik goriiniim yeterli olmaz

(48).

2.7.1.2.3 Karbonhidrat asimilasyon testleri

Karbonhidrat asimilasyon testleri, mayay1, oksijen varlifinda spesifik bir karbonhidrati
tek karbon kaynagi olarak kullanabilmesi esasina gore tiir diizeyinde tanimlamaya
yardimer olur. Klasik Wickerham-Burton yontemini esas alan bir takim otomatize ve
yart otomatize ticari Kkitler kullanimdadir. Bunlardan bazilar1 API 20CAUX
(bioMérieux, Fransa), API ID 32C (bioM¢érieux, Fransa) ve BBL Minitek YeastSet
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(Becton Dickinson, ABD) olarak sayilabilir (49).

2.7.1.2.4 Karbonhidrat fermantasyon testleri

Fermantatif mayalar alkol ve karbondioksit olustururlar. Gaz olusumu, fermantasyonun
gostergesidir. Besiyerinin pH degeri degismeyebilir. Test, birgok Candida tiiriiniin,

Cryptococcus ve Rhodotorula gibi nonfermentatif tiirlerden ayrilmasinda kullanilir (49).

2.7.1.2.5 Ureaz testi

Candida tirlerinin, diger mayalardan ayriminda kullanilir. 7richosporon tiirlerinin
biiyiik ¢ogunlugu, Cryptococcus ve Rhodococcus tiirleri iireaz pozitif iken, klinik
orneklerde rastlanan Candida tiirlerinin ¢ogunlugu C. lipolytica ve C. krusei’nin bazi
suslar1 hari¢, iireaz negatiftir (18,45,49,50). Uygun substratlarin varliginda, iireaz
enzimi, lireyi pargalayarak amonyak olusturur ve pH ylikselmesine neden olur, bu da

renk indikatoriinlin (fenol kirmizisi) saridan, pembeye renkdegistirmesi ile anlasilir

(18,49,50).

2.7.1.2.6 Hizh trehaloz testi

Hizhi trehaloz testi, C. glabrata’nin 3 saat igerisinde identifikasyonuna olanak saglar.
The Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI), C. glabrata’nin trehalozu
asimile etmesine dayanan hizli bir test prosediiriinii, M35-A dokiimani adi altinda
yaymlamistir. Yanlis pozitif sonug olusabilir, ancak C. glabrata’nin morfolojik olarak
germ tlip ve psddohif olusturmamasi ve kiiclik hiicre boyutlariyla desteklenirse, bu

olasilik azaltilabilir (49).

2.7.1.2.7 Kromojenik besiyerleri

Kromojenik agar besiyeri kullanilarak bir veya birka¢ Candida tiiriiniin olas1 tanisi
belirlenebilmektedir. Bu besiyerleri, farkli Candida tiirlerinin iirettigi enzimlerlere
aksiyona giren tiire 6zgii kromojenik substratlar icerir ve lireyen kolonilerin rengi tiire
gore degisir. CHROMagar Candida (CHROMagar France; Paris, France), CandidalD

(bioMerieux), CandiSelect (Bio-Rad, France) ticari kromojenik besiyerlerinden
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bazilaridir (49). C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei’nin tanimlanmasi igin,
CHROMagar’in ozgiillilk ve duyarliligi, % 100’e yakin bulunmustur. Ayni tiirlerin
identifikasyonunda dogru saptama orani ¢ok yiiksektir (18).

2.7.1.2.8. Candida’larin identifikasyonunda PCR Bazh Metodlar

Candida enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilan molekiiler bazli tekniklerden en etkilisi
tartismasiz PCR yontemidir. Bu teknik kan ve doku oOrneklerinden oldukca fazla
miktarda mikrobiyal niikleik asidi tanimlama yapabilmektedir. Son yillarda Candida
kokenli sistemik enfeksiyonlarin tanisinda PCR tekniginin etkinligini arastirmaya

yonelik ¢ok sayida ¢calisma bulunmaktadir (54-56).

PCR reaksiyonu, DNA’nin ¢ift zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini
(hibridizasyon) ve sonra zincirin uzamasini (polimerizasyon) (¢ift iplik¢ikli DNA'larin
sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. PCR’1in en 6nemli
getirisi, spesifik primerlerin 6rnekler tizerinde direkt olarak kullanilabilir olmasi, diger

mikroorganizmalar ya da konak DNA’sin1 amplifiye etmemesidir.

PCR duyarliligint arttirmak i¢in bir¢ok aragtirmact fungal genom i¢in amplifiye
edilecek DNA bdlgelerine 6zgii primerler olugturmuslardir. Mayalarda hedef tani i¢in en
stk kullanilan PCR primerleri, 18S, 5.8S ve 28S rRNA alt iinitelerini kodlayan rRNA
gen bolgesi i¢in, internal transcribed spacer 1 (ITS1), ITS2 ve ITS4’ tiir (50). Daha yeni
olarak, multipleks hedefler, real-time PCR i¢in eslenerek Candida tiirlerinin

identifikasyonunda basariyla uygulanmaktadir (55,56).

Candida tiirlerinin morfolojik 6zelliklerinin bilinmesi identifikasyon i¢in dnemlidir.
Tanida maya ve hif formlarin ayrimi 6nemli olabilmekle birlikte kiiltiir yontemlerine
gore daha diisiik hassasiyete sahiptir (27). Direkt tanida lezyondan alinan Grnegin
potasyum hidroksit (KOH) ile hazirlanan preparatinda catal seklinde (yaklasik 45

derece acil1) pigmentsiz septali hiflerin goriilmesi karekteristiktir (28).

KOH-Kalkoflor floresan-boyama metodunda ise hif, maya hiicreleri ile diger fungal

yapilar floresan renkte goriilebilmektedir (29).
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Lezyonlu bolgeden alinan 6rnek lamda tespit edildikten sonra Gram boyama veya
Periyodik Asit Schiff (PAS) teknigiile boyanarak incelenebilir. Gram boyamada
kandidal hif ve mayalar koyu mavi, PAS boyamada kirmizi/mor olarak

goriintiilenmektedir (30).

Kronik hiperplastik kandidiazisde, lezyondan alinan biyopsi 6rnegi PAS veya Gomori
metenamin giimiis boyama yontemiyle histolojik olarak degerlendirilebilmektedir. Bu
yontemlerle dokulardaki fungal yapilarin incelenmesi miimkiin olabilmektedir.
Blastosporlar ve hif veya psddohiflerin varligi histopatolojik olarak gosterilebilir. Ayrica

kronik hiperplastik kandidiazis tanisinda kullanilmaktadir (31).

2.7.2 Kiiltiir Dis1 Tam Yontemleri

2.7.2.1 Serolojik yontemler

Mantar enfeksiyonlarinda serolojik testlerin rutin tanida kullanimi heniiz tam olarak
yayginlasmamistir. Hastane enfeksiyonlarina yol agmasi nedeniyle daha ¢ok Candida
enfeksiyonlarinin tanisinda bu testler kullanilmaktadir (7). Serolojik testler, mantar
enfeksiyonlarinin tanis1 yaninda, hastanin tedaviye cevabinin degerlendirilmesinde,
hastalik ilerlemesinin gosterilmesinde kullanilabilir. Serolojik testlerin bir kism1 mantar
antijenlerine karsi olusan antikorlarin gdsterilmesine yoneliktir. Digerleri ise mantar
antijenlerinin ve metabolik iirlinlerin gosterilmesi temeline dayanir. Antijen ve
antikorlarin birlikte arastirildigi yeni kombine testler daha 0zgiil sonuglar verir.
Kandidozun tanisinda tek basma kullanilabilecek bir test bulunmamaktadir. Tek
ornekten elde edilen sonucun duyarliliginin diisiik olmasi nedeniyle literatiirde bir
anlasma olusmamistir. Bu sebeple birden ¢ok ardisik 6rnegin test edilmesi gereklidir.
Serolojik testlerden elde edilen sonuglar, klinik bulgular ve kan kiiltiir sonuglar ile

beraber degerlendirilmelidir (51).

Antikorlarin gosterildigi testler
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Candida’ya kars1 olusan antikorlar tiim hiicre agliitinasyonu, Lateks agliitinasyonu,
indirekt immiin floresans, RIA ve EIA ile arastirilabilir. Baglica hedef antikorlar, anti-
mannan antikorlar olmusturmaktadir. Enolaz, aspartik proteinaz ve metallopeptidaz gibi

kandida antijenlerine karst olusan antikorlar da arama icin kullanilabilecek diger

hedeflerdir (51).

Antijenlerin gosterildigi testler

Bu amagla 1siya duyarli antijen, mannan ve enolaz kullamlmaktadir (51). Invaziv
kandidoz tanisinda en fazla kullanilan antijenik yapit mannandir. Saglikli bireyde
antikorlarca hizla uzaklastirilmaktadir. Bu sebeple immiinsiiprese kisilerde daha
kullanighdir. En ¢ok kullanilan yontem ELISA yOntemidir. Anti-mannan antikor testi ile
beraber kullanildiginda duyarlilik ve 06zgiilliigii artmaktadir (46,51). Mantar hiicre
duvar1 komponentlerinden B-glukan antijeninin serumda aranmasi son zamanlarda hizla
Oonem kazanan bir testtir. Ancak bu test panfungal bir test olup, sadece mantar varligini

gosterebilen, ancak cins 6zelligi veremeyen bir yontemdir (46,51).

Fungal metabolitlerin gosterildigi testler

Tan1 igin kullanilan major fungal metabolit D-arabinitol’dur. Idrarda D-arabinitol/L-
arbinitol oranmin tespit edilmesi tanida yardimci olmaktadir. Fakat gaz likid
kromatografisi gibi ileri yontemler gerektirir. Ikinci bir yaklasim, D-arabinitol/kreatinin
oraninin serumda bakilmasidir (46,51,52). Salgisal aspartik proteinazlarin kandidoz da
taranmast yeni bir tanmisal yaklasim olup, kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimi

yapabilecekleri bildirilmistir (51).

2.7.2.2 Molekiiler Yontemler

Klinik orneklerden Candida tiirlerini belirleyecek rutin kullanimda olan bir sistem
yoktur (46,53). Pek ¢ok calisma, liremeden sonra identifikasyona yonelik olmustur.
Ancak son yillarda peptid niikleik asit floresans in situ hibridizasyon (PNA-FISH) ticari
kiti kullanim onay1r almistir. Kit, tiire 6zglil rRNA dizisini hedefleyerek kan
kiiltiirlerinde C. albicans’in belirlenmesini saglar. Yapilan ¢aligmalarda testin % 99

duyarli, % 100 6zgiil oldugu saptanmis olmakla beraber diger tiirler i¢in yardimi yoktur
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ve kan kiiltiir pasajlarinin gerekliligini ortadan kaldiramaz (46).

2.8. Candida Infeksiyonlarinin Tedavisi

Fungal enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antifungal ilaglar1 kimyasal 6zellikleri
ve elde edilis 6zelliklerine gdre yeni bulunanlarla birlikte 10 grup altinda incelemek
miimkiindiir. Bunlar; polyenler, azoller, primidinler, benzofuranlar, alilaminler,
ekinokandinler, sordarinler, nikomisinler, pramidisinler, benanomisinler ve

azasterollerdir (3).

Polyenler: Streptomyces cinsi mantarlarin iirettigi sekonder metaboliklerden hazirlanan
antimikotiklerdir. Bunlar hiicre membram {izerine etki ederek hiicre membraninin
fonksiyonunu bozarlar. Basta ergosterol olmak {izere mantar hiicresinin membranindaki
sterollere baglanirlar. Bu grupta 2 Onemli antifungal ilag bunlunmaktadir. Bunlar;
Amphotericin B ve Nystatin dir. Amphotericin B candida tiirleri, Blastomyces
dermatidis, Aspergillus ve diger firsatci1 kiif mantarlar1 ile mukormikoz etkenlerine
kars1 etkilidir. Nystatin ise Streptomyces noursei kiiltlirlerinden elde edilen polyen

grubu antifungaldir (3).

Azoller: Genis spektrumlu bir antimikotik olup Gr (+) bakteriler lizerindede belli bir
derecede etkilidir. Ergosterol biyosentezini ve mantar hiicresinin oksidaz reak.larini
engelleyerek hiicre membrani sentezini bozarlar. Fungistatik etkiye sahiptirler. Azoller
kimyasal 6zelliklerine gére 2 gruba ayrilir. Bunlar; imidazoller ve triazollerdir. Bu grup
ilaglar gerek lokal enfeksiyonlarda gerekse sistemik enfeksiyonlarda kullanilirlar. Oral
ve topikal olarak kullanilan formlarida vardir. Azol grubunda yeni gelistirilen 3

antifungal ila¢ daha olup bunlar; vorikanazol, posakonazol ve ravukonazol’diir (3).

Primidinler: Bu gruptaki en Onemli antifungal flutosin’dir. Dar spektrumlu bir
aktivitesi vardir. Yalmizca candida, kriptokok ve aspergilluslara bagli sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Emilimi ve BOS’a gecisi iyi, proteinlere

baglanmasi diistiktiir. Mantarlar lizerine etkisi niikleik asit sentezi iizerinedir (3)

Benzofuranlar: En 6nemli antimikotik Griseofulvin’dir. Fungustatik aktiviteli olup
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oral alimi takiben hizla absorbe olur. Genelde mantar hiicresinin mikrotiibiiler
proteinlerine baglanip mitozu 6nleyerek ve Niikleik asit sentezini engelleyerek etkili
olur. Ayrica kitin sentezinide engelleyerek hiicre duvar lizerine de etkili olur. Oral yolla
kullanilmakta olup agiz yoluyla alindiginda zayif absorbe olmasina ragmen, deride
stratum korneumda yiliksek oranda toplanir. Bu sayede mikrotiibiilleri etkileyerek
mantarin  hif olusturmasini ve iiremesini engeller. Bu ylizden dermatofitoz tedavisinde

kullanilir (3).

Alilaminler: Bu grupta terbinafin ve naftitin yer alir. Terminafin sistemik veya topikal,
naftatin ise yalmzca topikal olarak kullanilir. Etki alanlar1 dar olup genellikle
dermatofitler tlizerine etkilidir. Lipofilik ve  keratolitik etki gosterirler. Skualen
peroksidaz1 inhibe ederek skualen ve ergosterol sentezinin bloke olmasina yol agar.

Mantarin hiicre duvar1 islevi ve sentezi bozularak fungusitik etki ortaya ¢ikar (3).

Ekinokandinler: Mantar hiicresinin 3-beta-glukan sentezini bozarak etki eden

antifungallerdir. Candida ve Aspergillus tiirleri izerine fungusid etkisi vardir (3).

Sordarinler: Elongasyon Faktor-3 {izerine etki gostererek mantar hiicresinin protein

sentezini bozan antifungallerdir. Mayalar ve kiif mantarlari iizerine etkilidir (3).

Nikomisinler: Streptomyces tendea tarafindan iiretilen peptid yapida antifungaldir. Bu
antifungalin etkili olabilmesi i¢in mantar hiicresi i¢ine girmesi gerekir. Mantar hiicresi
icine giren antifungal kitin senteaz enzimini inhibe eder . Bu enzimin inhibe olmasiyla

mantar hiicresinin kitin biyosentezi bozulur ve hiicre parcalanarak oliir (3).

Pramidisinler ve Benanomisinler: Mantar hiicre duvarinda mannoproteinlerin
sakkarid bolgeleri ile kalsiyum bagimli kompleksler olusumuna yol agarlar. Buna bagh
olarak membran biitiinliiglinii ve fonksiyonu bozulan mantar hiicresi 6liir. Candida,

Aspergillus tirleri ve C. neoformans lizerine etkilidir (3).
Azasteroller: Mantar hiicresinde sterol sentezini bozan bilesiklerdir. Sterol sentezi

duran mantar hiicresinde bir siire sonra bolinme durmaktadir. Bu da mantar hiicresinin

cogalmasini engelleyici etki yapmaktadir (3)
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2.9.Non-albicans Candida (NCAC) Tiirleri

Candida’lar olduk¢a fazla miktarda heterojen gruplara sahip ve degisik morfolojik
karakterlerde fungal mikroorganizmalardir. Makroskobik olarak Candida kolonileri
SDA’da iiremekte, krem renginden sariya kadar degisen renklerde koloniler
olusturmaktadirlar. Bu tiirler, kiiltiir 6zelliklerine gore, S koloni, parlak veya kuru,
burusuk veya mat olabilmektedir. Standart sartlarda ve optimal besi yerlerinde koloniler
yuvarlaktan ovale kadar degisen sekillerde, tomurcuklanan ve yaklasik olarak 2-5x3-7
pm biiyiikligiinde olmaktadirlar (60) (Sekil 2.2). C. albicans ve C. dubliniensis gibi
tirler hif formunda veya psodohif gibi filamentéz tipte koloniler de
olusturabilmektedirler (Sekil 2.1). Hif ve psodohif arasindaki fark hangi yol ile
olustuklar1 ile ilgilidir. Psddohifler maya hiicrelerinden tomurcuklanma yoluyla
olusmaktadir, ancak yeni gelisenler ana hiicreye yapistk olarak uzantilar
gostermektedirler ve filamentler halinde daralarak, hiicre-hiicre baglantilarini
olusturmaktadirlar (Sekil 2.1). Ps6dohifler arasinda internal septalar bulunmamaktadir
(Sekil 2.1). Gergek hifler ise maya hiicrelerinden veya mevcut hiflerin dallarindan
olugmaktadirlar. Gergek hiflerin gelismesi “germ tiip” prensibiyle baslamakta daha
sonra uzantilar ve yan dallar halinde septalarla boliinmiis fungal birimler seklinde

devam etmektedirler (Sekil 2.1).

C. albicans ve C. dubliniensis gergekte polimorfik yapiya sahip olup bu durum hif veya
psodohif olusturma yetenekleriyle iligkilidir. Bu tlirler germ tlip pozitif 6zelligi
gostermektedirler (61). Bunun yani sira C. glabrata polimorfik olmayip ve sadece
maya formunda iiremektedir (Tablo 2.3, Sekil 2.1). Ge¢miste bu tiir psddohif formu
olmadigindan 7orulopsis familyasi icerisinde siniflandirilmisti. Ancak 1978de psddohif
olusturma yeteneginin Candida’lar igin belirleyici bir ayirt edici faktor olmadig
anlasildigindan, Torulopsis glabrata nin insanlarda hastalik yapici bir etken oldugundan
Candida tamilyasinda yer almasi onerilmistir (62). C. parapsilosis ile ilgili olarak; bu
tiriin gercek hif olusturmadigi ancak karakteristik genis ve kivrik psddohifler
olusturarak “dev hiicre” formunda iiredigi bilinmektedir (60,63). Buna karsilik misir
ozii agarda ve 25 °C’de 72 saatte, C. tropicalis’in oval blastosporlar bazi kaynaklara

gore psddohif ve gercek hifler olusturdugu bildirilmistir (60,61,64) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Candida albicans suslarmin ¢esitli morfolojik {iremelerinin epifloresan
fotokompozisyonu: (A)blastokonidya; (Bl)tomurcuklanmayla iireme; (B2)germ tiip
formasyonu; (C1)psddohif formasyonu; (C2)maya formu; (C3)hif formasyonu.

Tablo 2.3. Cesitli Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikleri

Tiirler Germ | Hif/Psodohif| Mayalarin CHROM-agar Candida
tiip biiyiikliigii besiyerindeki koloni rengi
(am)
C. albicans + +/+ 4-6x 6-10 Mavi - Yesil
C. tropicalis - +/+ 4-8 x 5-11 Koyu mavi
C. - -+ 2.5-4x2.59 Beyaz
parapsilosis
C. glabrata - -/- 1-4 Beyaz, pembe-mor
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Sekil 2.2. Candida tiirlerinin Cornmeal Tween 80 agarda makroskopik kolonileri ve
SDA’daki mikroskobik yapilari. Mikroskobik yapilar: (a)Candida glabrata, (b)Candida
parapsilosis, (c)Candida tropicalis, makroskopik koloniler; (d)Candida glabrata,
(e)Candida parapsilosis, (f)Candida tropicalis.

C. glabrata hiicresi 1-4 pm boyutlarinda olup, C. albicans 4-6 um, C. tropicalis 4-8 pum
ve C. parapsilosis 2.5-4 ym’den daha kiiciik yapidadir (60). SDA besiyerinde C.
glabrata parlak, piirlizsiiz ve krem rengi koloniler olusturmaktadir (Sekil 2.2). Bu
koloniler biiytikliikleri disinda (diger tiirlerden biraz daha kiiciik), ¢ogunlukla diger
Candida tirlerinden ayirt edilememektedir (Sekil 2.2). Ayrica C. parapsilosis, SDA
besiyerinde iirediginde, beyaz, kremsi, parlak/berrak ve piirlizsiiz/burusuk koloniler
yapmaktadirlar (Sekil 2.2). Ayn1 ortamda C. tropicalis kolonileri az da olsa miselyum
(hif kitlesi) ile sinirl1 olup, krem renginde goriinmektedirler (61) (Sekil 2.2).

Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleriyle iliskili olarak C. glabrata sadece glukoz
ile trehalozu fermente ederken, C. albicans siikroz disinda birgok sekeri fermente
etmektedir (70). C. tropicalis ise siikkroz ve maltozu fermente etmektedir (65). Ge¢gmiste
C. parapsilosis maltozu fermente edemedigi icin bir Monilia tirli olarak

siniflandirilmaktaydi (63, 66).

Albikans dis1 kandida tiirlerinin mikrobiyolojik dogrulamalarinin yapilmasi zordur
ciinkii kan kiiltiirii sonuglarinin % 50’den fazlas1 negatif ¢ikabilmekdir. (62). Idrardan
veya miikoz membranlardan alinan pozitif 6rnekler, invaziv hastaligi mutlaka ortaya

koymazken, sistemik enfeksiyon esnasinda teshis edilebilmektedir (67). Ayrica,

30



Candida tiirlerinin virulanslar arasindaki farkliliklar, antifungal ilag direnclerine gore

klinik teshiste biliyiik 6nem tasir.

Laboratuvar tanist Candida’larin izolasyonu ile identifikasyonu i¢in yeni metodlarin
gelismesiyle olduk¢a 6nemli hale gelmistir. Tiire 6zgii FISH antikor-antijen teknikleri
ve molekiiler yaklagimlar, tan1 ve tiplendirmede basariyla kullanilan bazi yontemlerdir
(69). Buna ragmen, bu tekniklerin ¢ogu heniiz standardize edilmemis veya onay
almamis yontemler olup klinik tamida laboratuvarlarda  yaygin  olarak

kullanilmamaktadir (68).

Bir¢ok laboratuvar standart yaklasimlar ¢ergevesinde taniy1 non-molekiiler yontemlerle
yapsa da Candida’larin identifikasyonunda PCR bazli yontemlerin kullanimi giderek

yayginlasmaktadir.

2.10. C. albicans’larda Virulans Faktorler

Kandidiazis insanlarda deri, oral kavite ve 6zafagus, gastrointestinal sistem, vajina ve
vaskiiler sistemin yaygin bir enfeksiyonudur. Bununla birlikte immunsupresyon ya da
cesitli nedenlerle bagisiklik sisteminin zayiflamasi Candida enfeksiyonlari i¢in en
onemli sebep olup 24 mikroorganizmaya ait ¢esitli virulans faktorleri ise hastaligin
olusumu ve siddetiyle iligkilidir. Candida’larda virulans faktorler arasinda konak
tantyict biyomolekiiller (adezinler), morfogenez (tek hiicreli mayalar ve filamentoz,
bliylime formlar1 arasinda geri doniisiimlii degisim), gizli aspartil proteinaz ve

fosfolipazlar sayilabilir.

Candida’lar insanlarda hastalik olusturan onemli patojenler arasinda yer almaktadir.
Cevre kosullarina spesifik savunma yoOntemleriyle, ¢esitli anatomik bolgelerde
kommensal olarak hayatta kalabilmeleri ¢ok yonlii patojen olmalariyla iligkilidir. Bu
nedenle C. albicans ve diger Candida tiirlerinin olusturdugu hastaliklarin spekturumu
diger birgcok kommensal mikroorganzimalarin sebep oldugu enfeksiyonlardan daha fazla
ve daha ciddidir. Ornegin Escherichia coli, normalde insanlarin barsaklarinda kolonize
olmakta ve bazen gegici bir siire oral kavitede ve nadiren vajinal mukozada da
goriilebilir iken, Candida’lar ise bahsedilen bu alanlarda kommensal olarak bulunmakta

ve firsatgr enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Mukozal ylizeylerde, beslenme
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bozukluklar1 bakteriler ve mantarlar arasinda kompetitif davranis sekli, daha gii¢siiz
olan mikroorganizmanin selektif eliminasyonuna neden olmaktadir. Floradaki bir¢ok
bakteri beslenme bozukluklar1 ya da fazlaliklar1 sirasinda, kendi katabolik ve anabolik
metabolik yollarini regiile eder; insanlardaki patojen mantarlarin da, hayatta kalabilmek
icin muhtemelen ayn1 yolu izledikleri diisiiniilmektedir. Ornegin Candida’larda bircok
spesifik genin katabolik proteinleri kodladigit ve bu genlerin bazilarinin,
mikroorganizmanin kommensal ve patojen olarak hayatini devam ettirmede rol oynadigi

diisiiniilmektedir (70).

Mukozal flora tyeleri arasindaki kompetitif yarigmanin yaninda konak¢i dokulari
spesifik yanitlarina karst C. albicans gibi etkin patojenler bir takim fizyolojik
adaptasyon mekanizmalariyla ortamin pH’s1 gibi parametrelere ayak uydurmak zorunda
kalmaktadir. Kan dolagimi ya da dokulardaki nétral pH’da mikroorganizmanin hiicre
duvar1 sentezine yardimci olan vajinal kanalda noétral ortamda optimum adaptasyon
saglamaya yardimci olan pH-regiilatorii gen 1 (PHR1) rol oynamaktadir. PHR1’ in etkisi
sona erdiginde ikinci pH-regiilatorii gen (PHR2) devreye girmekte ve benzer etkiyi asit
pH’da gostermektedir (71-73). Bu 0ornek, Candida’larin  konak dokularia
adaptasyonunda rol oynayan fizyolojik adaptasyon mekanizmalarindan sadece biridir.
Buna ek olarak, Candida tiirleri, predispoze faktorler varliginda konakgryi istila ederek

genis Ol¢iide spesifik immun defektler olusturmaktadir.

Buna ragmen Candida tiirleri firsatg1 patojendir. Candida tiirlerinin konakta belli bazi
anatomik lokalizasyonlar1 olup buralarda enfeksiyon olusturabilmektedirler. Kandidiazis
siklig1, bu hastaligin ne derece 6nemli oldugunu gostermektedir (62,74,75). Bu nedenle
Candida tiirleri, ABD’de ve birgok iilkede en 6nemli dordiincii nozokomiyal enfeksiyon
sebebi olup bu hastalarda mortalite oraninin % 35’lere varan kandidemiye neden oldugu
bildirilmistir. Ayrica AIDS hastalarinin % 70’inde orofarengeal kandidiazis gelistigi
bildirilmektedir. Bunun yaninda her 100 kadindan yaklagik 70’inin bir kez de olsa
Candida tiirlerinden ileri gelen vajinit 0ykiisii oldugu ve kadinlarin yaklagik 20’sinde

niikslerin goriildiigi bildirilmektedir (62).

Candida enfeksiyonlarina kars1 son zamanlarda bolgesel 6zel immun koruyuculuktan
bahsedilmektedir. Ornegin hayvan modellerinde sistemik invazyona kars1 koruyuculuk,

vajinite karsit koruyuculuk seklinde bahsedilmektedir (62). T-hiicre immun yaniti,
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orofarengeal kandidiazis, kutanz ve vajinal enfeksiyonlara karsi onemli koruyuculuk
saglasa da, sistemik hastaliga kars1 olusan direng, nétrofil ya da mononiikleer fagositler
gibi immun hiicrelerce olusturulan fonksiyonel fagositik yamit ile daha sik
iliskilendirilmektedir. Orofarengeal kandidiazisli AIDS hastalarinda, CD4" hiicre
sayisindaki azalma, hastalik seyri ve niiksii ile iligkilendirilse de, AIDS hastalarinda
hastaliklarinin terminal evresine kadar, kan yoluyla gecen sistemik enfeksiyonlar
gelismemektedirler. Bulgular AIDS hastalarinda vajinit insidansinin diger hasta
popiilasyonlarina gére daha fazla olmadigini gostermektedir. Bu nedenle CD4" hiicreleri
oral mukoza ile karsilastinldiginda  vajinal mukozadaki  koruyuculukla
iliskilendirilmemektedir. Candida tirlerine karst olusan antikorlar, anahtar epitoplara
birlestiginde birka¢ kandidiazis hayvan modelinde koruyucu oldugu gosterilmis ve
humoral immun yanitin kompleman sistem ve diger kalitsal komponentler gibi
koruyucu dengenin bir parcasi olabilecegini diisiindiirmektedir (76). Bu
organizmalardaki immun mekanizmannin biraz komplike oldugu goriilmektedir.
Kandidiazise karst korunmada konak savunma mekanizmalarinin tiimii olaya dahil
olmaktadir. Bu mekanizmalardan birinde herhangi bir aksamanin meydana gelmesi
hastaligin olugmasi veya niiksii ile sonug¢lanmaktadir. Candida’larda fenotipik degisimin
mikroorganizmanin patojenitesinde farkliliklar dogurdugu gosterilmistir. Kandidiazis
patogenezinde mukozal ylizeyde meydana gelen ilk reaksiyonlar Sekil 2.3’de sematize

edilmistir.

Sekil 2.3. Bir maya hiicresinin germinasyon, tomurcuklanma ve mukozadan
penetrasyon asamalari
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Bir C. albicans maya hiicresi hem tomurcuklanma asamasinda (sagda) hem
germinasyon safhasinda (solda) hem de mukozadan penetrasyonu goriilmektedir.
Ancak, maya hiicresinin persorpsiyonu (ortada), tomurcuklanan hiicrelerin
submukozaya alinmasi ile sonuglanmaktadir. Sekil 2.3 ‘te , bir maya hiicresinin mukoza
hiicresi tarafindan fagositozu goriilmektedir. Bu olaylar, adezinler [ALSIp, ALS5p
(ALAIp), HWPIp ve INTIp] ile enzimlerin (SAPS ve PLBlp) kontrolii altinda
gerceklesmektedir. Germ tiip, farkli antijenlerin maya hiicresiyle karsilagtirmasi
biciminde sematize edilmistir. Fenotipik doniisiimiin patogeneze olan etkisi, antijenik

degisimlerin yani sira organizmanin dokuya 6zel affinitesi ile iliskilendirilebilir.

Candida’larin insanlarda hem bir patojen hem de mukozal yiizeylerde kommensal
mikroorganizmlar  oldugunu  unutulmamalidir. Ne yazik ki, Candida’larin
kommensalligi ile patojenligi arasindaki farklarin ne oldugu hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir.

2.11. Candida’lari Viriilans Faktorleri

Adezyon

Candida’larin mukozal epitelyum ve endotel hiicrelerine yapismasi kolonizasyonunda

ilk asamasidir ve kandidozun ortaya ¢ikmasinda énemli bir adimdir (30,31).

Adezyon karmasik bir islem olup birden fazla adezinin ve birden fazla baglanma
mekanizmasinin etkisi ile gerceklesir (30). Candida’larin adezinleri, integrin analoglari
(memelilerdeki CR-2 benzeri olan C3d reseptorii ve CR-3 benzeri olan iC3b reseptorii),
fibronektin reseptorii, adeziv mannoproteinler (hiicre duvarmin en disinda
mannoproteinlerden olusan radyal uzantili fibriller), N-Acetylglucosamine baglayici
protein, salgisal asit proteinaz, faktdr 6, laminin reseptorii ve fibrinojen baglayan
protein olarak tanimlanmaktadir (17). C. albicans aderansi en fazla olan tiirdiir (17,31).
Karbon kaynagi olarak yiiksek konsantrasyonda seker, oOzellikle galaktoz iceren
ortamlarda lireyen C.albicans kokenlerinin epitelyum hiicrelerine daha iyi baglandigi ve

bu kokenlerin daha virulan oldugu gosterilmistir (24).
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Dimorfizm

Bazi1 mantarlar, dimorfizm denen, biri kiif evresi digeri ise maya evresi olmak {izere, en
az iki yap1 ozelligi gosterirler (32). Candida tiirleri igerisinde kiif iireterek ¢ogalabildigi
bilinen tek tiir C. albicans’tir (31). C. albicans, deri ve mukozalard akommensal olarak,
patojen olmayan morfotipi olan maya hiicreleri seklinde bulunmaktadir. Patojen
morfotipe degisimine neden olan en 6nemli faktorler konaga 6zgii bazi faktorlerdir. Bu
faktorlerin  baglicalari, deri biitiinliigiiniin  bozulmasi, antibiyotik ve oral
kontraseptiflerin kullanimina bagli olarak vajen florasinin degismesi ve gesitli sebeplere
bagli olarak konagin bagisiklik sisteminin baskilanmasidir. C. albicans maya formundan
invaziv hif formuna gecerek hastalik olusturmaktadir (33). Hif, mantara, dokulara
penetrasyon ve fagositozdan kagma o6zellikleri kazandiran bir yapidir (31,33,34). C.
albicans’1n hifal formu, epitel hiicreleri i¢in, maya formundan daha adezivdir (28,35).
C. albicans hifleri, uzarken, ortamdaki topografik degisikliklere bagli olarak yo6n
degistirebilmektedir. Tigmotropizm adi1 verilen bu olay, C. albicans’m yapay
membranlar lizerinde iiremesi sirasinda in vitro kosullarda gozlenmistir. Membranin
tizerinde mindr bir acilma ya da por olusumu gerceklestiginde, hif, uzadig1 yoni
degistirerek bu porlara dogru yonelmektedir. Tigmotropizmin, in vivo olarak hifin lokal

yaralara invazyonunda rol oynayan bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir (33).

Bazi arastiricilar, enfeksiyon gelistirebilme bakimindan iki seklin farkli oldugunu
gosterememiglerdir, her iki seklin de bu mantarin patojenitesinde 6nemli oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica dimorfizmin biyofilm olusumundaki 6nemini incelemek ig¢in
yapilan bir ¢alismada, her iki formun biyofilm olusumunda ortaklasa rol aldigi, maya
formunun (i¢ tabaka) yilizeye yapismada 6nemli oldugu, hifal formun (dis tabaka) da

kalinlik sagladigi gozlenmistir (31).

Fenotipik degisim

Fenotipik degisim, geri doniisiimlii olan, C. albicans suslarinda spontan olarak siklikla

gbzlenen bir olaydir. Iki sekilde olusabilir:

a) Tipik olarak C. albicans WO-1lsusunda go6zlenen, yuvarlak tomurcuklanan

hiicrelerden olusan beyaz kubbeli koloniden, biiyiik, uzun, asimetrik tomurcuklanan
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hiicrelerden olusan gri diiz koloniye doniisiim, beyaz-opak (w-0) doniisiimii olarak

adlandirilir ve 10 siklikta olusur.

b) Koloni morfolojisinde 10%-10* siklikta olusan degisim sonucu, diizgiin (S), tiiylii,
diizensiz (R), yildiz, halka, noktali ve sapka koloni morfolojileri ortaya ¢ikabilir.
Fenotipik degisimle ilgili klinik acidanonem tasiyan en onemli 6zellikler, bu degisimin
antifungal ilaglara duyarliligi, konak hiicreye adezyonu, antijenisiteyi, aspartil proteinaz

aktivitesinin diizeyini, ndtrofil veoksidanlara duyarlilig: etkiliyor olmasidir (16,31,33).

Slime faktor ve biyofilm olusturma

Slime faktorii ilk kez 1982°de Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis igin
tanimlanmistir (36). Slime, viskoz, ekstraselliiler bir madde olup, mikroorganizmanin
plastik ylizeylere yapismasinda ve prostetik materyallerde kolonizasyon olusturmasinda
gorev alir ve Candida’lar tarafindan da olusturuldugu gosterilmistir (30). Tibbi
gereclerin implantasyonundan sonra ilk olay, tiikrilk, mukus, serum ya da kan gibi
gereci c¢evreleyen farkli viicut sivilarindaki cesitli makromolekiillerin (fibrinojen,
fibronektin, kollajen ve laminin vb.) yiizeyiizerinde birikerek “conditioning film-
hazirlayici film” olusturmalaridir. Mikroorganizmalar genellikle ¢iplak gerecin yiizeyine
degil, bu film tabakasina tutunmaktadirlar. ilk adezyon geri déniisiimlii gevsek bir
tutunma tarzindadir. Bu, ekzopolimer {iretimiyle siki bir tutunmaya dondsiir.
Ekzopolimerler, makromolekiillerin olusturdugu film tabakasini saran slime
(glikokaliks) tabakasini olusturmaktadir. Mikroorganizmalar, bu slime tabakasi iginde
cogalarak ve ekstraseliiler matriks salgilamaya devam ederek kalin bir film tabakasina

yol agarlar, buna biyofilm denir (37).

Olgun biyofilmin yaklasik % 15’1 hiicrelerden, % 85’1 ise matriks materyalinden
olugmaktadirr (38). Biyofilm matriksinin yapisinda, oranlart Candida tiiriine gore
farklilik gdstermekle birlikte, karbonhidrat, protein, heksozamin, fosfor ve uronik asit

bulunmaktadir (39).

Nozokomiyal enfeksiyonlarin en az yaris1 medikal gereclerle iliskilidir (40). Candida
tiirlerinin nozokomiyal enfeksiyonlara yol agan ana etkenler arasinda siklig1 artmaktadir

ve enfeksiyonlarindan ¢ogunlukla implante geregler sorumludur ve gerecin yiizeyinde
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biyofilm saptanabilmektedir (37). Candida enfeksiyonlartyla kuvvetle iligkili bulunan
tibbi gerecler, santral vendz kateterler (SVK), iiriner kateterler, endo trakeal tiipler,
periton diyaliz kateterleri, yapay kalp kapakg¢iklari, pacemaker, eklem protezleri,
ventrikiilo-peritoneal santlar, vaskiiler bypass greftleri, okiiler lensler, kirik fiksasyon

aletleri olarak sayilabilir (37,41).

Farkli Candida tirlerinin, hatta farkli C. albicans suslarinin biyofilm olusturma
kapasiteleri farklidir. Bununla beraber, biyofilm olusumu ile en cok iliskilendirilen tiir
C. albicans’tir (77). Ortamdaki artmig glukoz miktarinin biyofilm olusumunu
hizlandirdig1  gdzlemlenmistir. Ozellikle intravendz hiperalimantasyon uygulanan
hastalarda C. parapsilosis’in SVK’e kolonize olma kapasitesinin artmasiyla, kateter
enfeksiyonlarina yol agmasit buna oOrnektir (78). Hafif akimin oldugu ortamlarda
(dolasim ve iiriner sistem gibi) statik ortamlara kiyasla biyofilm olusumu daha fazla
olmaktadir. Ayrica, ylizeyin kimyasal yapisi biyofilm olusum hizimi etkilemektedir.
PVC’ye kiyasla lateks yiizeylerde daha fazla, poliiiretan ve % 100 silikonda ise azalmis
olaraksaptanmistir (37). Biyofilm, mikroorganizmanin implante gereclere yapisip
cogalarak, siirekli bir enfeksiyon kaynagi olmasini saglar. Ayrica, mikroorganizmay1
viicudun savunma mekanizmalar1 olan opsonizasyon, fagositoz ve kemotaksise karsi
korudugu bildirilmistir (2). En 6nemli 6zelliklerinden biri de antifungal ajanlara direng
gelisimidir (37). Bircok ¢alisma kandida biyofilmlerinin klinik olarak onemli
antifungaller olan amfoterisin B, flukonazol, flusitozin, itrakonazol, ketokonazol,
nistatin, terbinafin veyeni azollere (vorikonazol ve ravukonazol) diren¢li oldugunu
gostermektedir  (79-81). Bununla beraber amfoterisin B (AMB)’nin lipid
formiilasyonlar1 (lipozomal AMB ve AMB lipid kompleks) ve ekinokandinler
(kaspofungin ve mikafungin) biyofilme kars1 etkili bulunmustur (37,81).

Salgisal aspartik proteinaz (Sap)

C. albicans’in hiicre dis1 proteinaz enzimi ilk kez 1965 yilinda Staib tarafindan
bulunmustur (81). Kimyasal ozelliklerinden dolay:1 salgisal asit proteinaz, karboksil
proteinaz isimleri de kullanilmaktadir (16). Candida asit proteinazi diisiik pH’ye ihtiyag
duyar, fizyolojik pH, Candida proteinazinin aktivitesine engel olmaktadir (81,82).
Candida’nin asitproteinaz sekresyonu uygun glukoz konsantrasyonuna baglidir.

Glukozun, proteinazi indiikleyen kritik konsantrasyonu tiirler arasinda degisir.
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Diabetiklerin kandidoza tipik yatkinliginda, yiiksek glukoz varliginda fungal proteinazin

indiiklenmesinin rolii oldugu diisiiniilmektedir (81).

Enzim, C. albicans kokenlerinin ¢ogu tarafindan ve daha az oranda C. tropicalis veC.
parapsilosis  kokenlerince Tlretilmektedir. C. kefyr, C. krusei, C. glabrata, C.
Guilliermondii 1se nadiren salgilamaktadir (16,54,84). Proteinaz; serum albumini,
hemoglobin, keratin, kollajen, laminin, kazein, fibronektin, IgA, IgG’nin Fc kismi ve
komplemanin C3 komponenti gibi birgok proteini pargalayabilme ozelligine sahiptir
(16,55-57,83). Candida asit proteinazinin IgA’y1 sindirme yeteneginden dolay1
gastrointestinal sistem ve mukozal yiizeylerde kolonizasyonu kolaylastirdigi

diistiniilmektedir (56,58,83).

Asit protenazlarin, Candida’larin mukozalara kolonizasyonunun erken dénemlerinde rol
aldig1 gosterilmistir (31,83). Asit proteinazin mayay1 konagin savunma sistemine karsi
koruduguna dair bulgular vardir. Proteinaz salgilayan suslarin, fagositoza ve hiicreigi

oldiirmeye kars1 daha direngli olduklar1 gdsterilmistir (56,58,83).

Salgisal asit proteinaz enzim ailesi, 10 farkli gen tarafindan kodlanmaktadir ( SAP1-10)
(54,59). SAP gen ekspresyonunun mantarin mayadan hife ge¢isi (dimorfizmi) ve fenotip
degisimi ile iliskisi oldugu bulunmustur. SAP1, SAP2 ve SAP3 genlerinin yalnizca
maya hiicrelerinde, SAP4, SAP5 ve SAP6’nin ise hif hiicrelerinde eksprese oldugu;
SAP1’in C. albicans’1n opak fenotipinde, SAP2 ve SAP3’iin ise hem opak hemde beyaz
fenotipte eksprese oldugu belirtilmistir (31).

Fosfolipaz

Fosfolipaz (PL) terimi, gliserofosfolipidlerdeki bir ya da daha fazla ester bagini
hidrolize etme yetenegi olan bir grup enzim i¢in kullanilmaktadir. Tiim fosfolipazlar
substrat olarak fosfolipidleri kullanmakla birlikte, her enzim spesifik bir ester bagina
etki etmektedir (60). Nitekim fosfolipazlar, fosfolipid molekiiliindeki hedefleri olan
spesifik ester baglarina gore A, B, C ve D seklinde siniflandirilirlar (34,60).

[k kez 1960’larda Costa tarafindan raporlanmistir. Werner, yumurta saris1 ve lesitin

iceren kat1 besiyerinde mayalar iireterek lipid yikim iiriinlerini analiz etmistir (60,61).
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C. albicans tarafindan salgilanan fosfolipazlar, epitelyal hiicre membranini pargalayarak
ve hifal yapinin sitoplazmaya girmesini saglayarak, kandidozdaki konak doku
invazyonunda onemli bir rol iistlenmektedir (62,64). ik zamanlarda farkli Candida
tiirlerinin fosfolipaz {iretme yetenegini degerlendirmek icin yapilan yumurta saris1 bazl
testler yalnizca C. albicans’inekstraseliiler fosfolipaz iirettigini, albicans dis1 tiirlerin
tiretmedigini gostermistir. Ancak bunun aksine, son zamanlarda albicans dis1 Candida
tiirlerinin de fosfolipaz liretimini gosteren calismalar mevcuttur. Bununla birlikte, C.
albicans’a kiyasla, albicans dis1 tiirlerin salgiladig1 fosfolipaz miktar1 belirgin derecede
diisiiktiir. Ornegin, C. krusei’nin fosfolipaz aktivitesi, C. albicans’inkinin yaklasik
1/10’1 kadardir (60). Fosfolipaz aktivitesinin mantar hiicrelerinin maya formlarinda

migel formlara gore daha yiiksek oldugu saptanmaistir (62,64).

Esteraz

Patojenik Candida tiirlerinin ¢ogu esteraz ve fosfolipaz gibi lipolitik enzimler
salgilamaktadir. Bu tiirlerin esteraz aktivitesi farkli oranlarda tween iceren, tween
opasite testi besiyeri kullanilarak gosterilmistir (65). Mayalarin lipolitik aktivite
gosteren esteraz enzimini salgiladigi ilk kez 1978 yilinda Rudek tarafindan Tween 80
opasite testi ile gosterilmistir (66). Esteraz aktivitesi, patojen Candida tiirlerinin
biyotiplendirilmesi sirasinda bulunmustur. Enzimin aktivitesi, yalnizca tek karbon
kaynag1 olarak Tween 80 ve diger tweenleri igeren besiyerinde gézlenmektedir. Tween,
polioksietilen sorbitan bilesiklerinin bir karisimidir (67). Tween opasite testinde
besiyerinde opasite gozlenmesi hidrolizin gostergesidir ve kandida tiirlerinin lipolitik
enzim tretimi ile iliskilidir. Serbest kalan yag asitleri besiyeri igerisinde bulunan
kalsiyuma baglanirlar ve olusan bu kompleks inokiilasyon bdlgesinin etrafinda

¢oziinmeyen kristaller olarak goriilmektedirler (65).

Tween 80 opasite testi, standart morfolojik ve fizyolojik testlerin tamamlayicist olarak
degisik Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Ozellikle C. albicans ve

C. dubliniensis’in ayirt edilmesinde kullanigli oldugu bildirilmektedir.

Besiyerinin hazirlanmasi basit ve ekonomik olup, yorumlanmasi da kolaydir (65).
Candida’larin esteraz aktiviteleri ile ilgili veriler olduk¢a siirlidir. Ancak su ana kadar

yapilan ¢alismalarda, esteraz aktivitesinin viriilansta etkili oldugunu gosteren bulgular
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mevcut degildir (30).

Tablo 2.4. Candida albicans ile iliskilendirilen virulans faktorleri

Virulans Faktorler Etkisi
Tutunma Agizda tutunmaya neden olur
Nispi hiicre ylizeyi hidrofobisitesi Nonspesifik tutunma siirecini baglatir

Hiicre yiizeyi adezyon molekiillerinin sentezi | Spesifik tutunma mekanizmalarim aktive eder

Konak savunmasini agma Agizda tutunmaya neden olur

Yiiksek diizeyde fenotipik doniisiim Sik sik hiicre yiizey degisikligiyle antijenik
modifikasyon

Hif olusumu Olas1 fagositozu engeller; fogosite edilmis olan

mayalarin kurtulmasina olanak saglar

Salgisal aspartil proteinaz tiretimi Salgisal IgA yikimi

Komplement molekiillerine baglanma Antijenik maske

Konak  dokulara invazyon ve  doku|Patojeniteyi arttirir

yikimlanmasi

Hif olusumu Oral epitelyuma invazyonu saglar

Salgisal aspartil proteinaz tiretimi Konak hiicre ve ekstraseliiler matriks yikimi
Fosfolipaz iiretimi Konak hiicre yikimi
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismanin yapilabilmesi i¢in Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
16.02.2015 tarihinde 396 karar1 uyarinca onay1 alinmistir.

Calismamiza Mayis-Aralik 2014 tarihinde, Gaziantep Universitesi dahiliye YBU’sinde
yatmakta olan hastalarin mikrobiyoloji laboratuarima gonderilen kan kiiltiiri
orneklerinden, Candida olarak izole edilen suslar dahil edildi. Calismada degisken
sayisini azaltabilmek i¢in kan kiiltiiri 6rnekleri Bactec 9240 (BD, USA) sisteminde
degerlendirildi. Ureme olan kan kiiltiirii siselerinden 6nerilen prosediire uygun olarak
subkiiltiirler yapildi. Tanimlama, konvansiyonel yontemler ve Phoenix (BD, USA)
kullanilarak yapildi. Candida olarak saptanan mikroorganizmalarin Diversilab
(Biomerieux, Fransa) cihazi ile rep-PCR yontemi ile DNA parmak izi analizi yapildi.
Sadece dahiliye YBU’ sinden 6rnek alindi. Bdylece mikroorganizma, ornek tiirii,

ornegin alindig1 servisin ayni olmasi saglandi.

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Laboratuarrmiza YBU’den gelen kan kiiltiirii 6rneklerden izole edilen Candida suslari
calismaya alindi. Caligmaya alman suglar, kan Kkiiltiiri 6rneklerinden izole edildi.
Kiiltiirler aerob kan kiiltiirii sisesine ilgili birimde konan endikasyonla alindi.
Laboratuvara ulasan kan kiiltiirii siseleri en kisa siirede cihaza konarak inkiibasyonu
baslatildi. Candida olarak tanimlamasi yapilan izolatlar ¢alisma yapilana dek -20 °C’de
skim milk besiyeri icerisinde bekletildi. izolat toplanmasi tamamlandiktan sonra tiim

izolatlarin taze kiiltiirli yapilarak diger testler yapildi.

3.2. Kan Kiiltiir Sistemi

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen kan kiiltiir siseleri BD Bactec 9240 (Becton
Dickinson, USA) cihazina kayitlar1 yapilarak yerlestirildi. Cihazin inkiibasyon donemi

yedi giin olarak belirlendi. inkiibasyon dénemi boyunca kan kiiltiirii siseleri takip edildi.

3.2.1 Bactec 9240
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Bactec kiiltiir sistemi florometrik 6l¢lim yapan tam otomatize bir hemokdiltiir sistemidir.
Kiiltiir siselerinde bakteri liremesi ve buna bagli CO2’in artmasi durumunda CO2
artisina duyarli floresan maddelerde olusan 1s1manin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Sisede
sensOriin floresansindaki, yliksek CO2 miktarindan kaynaklanan artiglar Bactec floresan
serisi cihazi ile izlenir. CO2 artis hizi1 ve miktarinin analiz edilmesiyle BACTEC
floresan serisi cihazi, kiiltiir sisesinin pozitif olup olmadigini, yani test 6rneginin canli

organizma igerip igermedigini belirler. Bactec model 9240 cihazi1 240 sise kapasitelidir.

3.2.2. Aerop kan kiiltiirii sisesinin icerigi

Bilesenlerin Listesi

= fslenmis Su 30 mL
= Soya-Kazein Dijeste Broth % 3

= Maya Ekstrakti % 0.25
= Amino Asitler % 0.05
= Sodyum Polianetolesiilfonat (SPS) % 0.05
* Vitaminler % 0.025
» Antioksidanlar/ Rediiktanlar % 0.005
» Iyonik Olmayan Tutucu Resin % 16

Bactec cihazinda “pozitif” sinyalinin verilmesi ile, kan 6rnekleri prosediiriine uygun
olarak kat1 besiyerlerine (koyun kanli besiyeri, ¢ikolata agar ve eosin-metilen-blue

besiyeri) ekildi.

3.2.3. Besiyerileri

Koyun Kanh agar (BD/Germany)

1 L saf su i¢cinde hazirlanan besiyerinde;

e Kazeinin Pankreatik Dijesti 12 gr
e Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti Segr
e Maya Ekstrakti 3gr
e Sigir Eti Ekstrakt 3gr
e Misir Nisastasi 1 gr
e Sodyum Kloriir Sgr
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e Agar 13.5 gr

Defibrinlestirilmis koyun kan1 % 5 igermekte olup, pH araligi1 7.3 + 0.2’dir.

Cikolata agar (BD/Germany);

1 L saf su i¢cinde hazirlanan besiyerinde;

» Kazeinin Pankreatik Dijesti 7.5 gr
* Secilen Et Peptonu 7.5 gr
»  Misir Nisastasi 1 gr

» Dipotasyum Fosfat 4 gr

=  Monopotasyum Fosfat 1 gr

*  Sodyum Kloriir 5gr

= Agar 12 gr

= Hemoglobin 10 gr

* JsoVitaleX Enrichment 12 mL
* Piridoksal 0.01 gr

» Gelisim Faktorleri 0.5 ve pH aralig1 7.2 + 0.2°dir.

Eosin metilen blue agar (EMB) (BD/Germany);

1 L saf su i¢inde hazirlanan besiyerinde;

Jelatinin Pankreatik Dijesti 10 gr
Laktoz Sgr
Stikroz Ser
Dipotasyum Fosfat 2gr
Agar 13.5 gr
EosinY 0.4 gr

Metilen Mavisi 0.065 ve pH aralig1 7.2 + 0.2°dir.

Ekim yapilan kanli agar ve EMB agar plaklar1 normal atmosferik kosullarda, ¢ikolata

agar ise gaz pack ilave edilmis jar igerisinde, 24-48 saat 36 + 2 °C’de inkiibe edildi.

3.3. Mayalarin Tanimlanmasi

Ureyen mayalarin tamimlanmasi i¢in konvansiyonel yontemler ve Phoenix (Becton

Dickinson, Almanya) otomatize maya tanimlama sitemi kullanildi.
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3.3.1. Konvansiyonel Testler

a. Gram Boyama; temiz bir lama bir damla serum fizyolojik damlatilarak iireyen
besiyerinden Candida alinarak slispansiyon yapildi, havada kurutulup alevde tespit

edildi ve asagidaki boyama prosediirii uygulandi;

e Kristal viyolet damlatilarak, 1-2 dakika beklendi ve preparat su ile yikandi,
e Lugol damlatilarak, 1-2 dakika beklendi ve su ile yikandi,
e Alkol ile renksiz s1vi akana kadar renk giderildi ve su ile yikandi,

e Sulu fiiksin damlatilarak, 30 saniye beklendi ve su ile yikandi.

Kurutma kagidi arasinda hafifce bastirilarak kurutularak x100 biiyiitmeli objektif ile

immersiyon yag1 damlatilarak incelendi.

b. Germ Tiip (cimlenme borusu) Testi; Saf oldugu anlasilan kiiltiirlere germ tiip testi

yapildi. Asagidaki germ tiip test prosediirii uygulandi;

e Test edilecek olan maya kolonisinden 6ze ile bir miktar alinarak 0.5 mL insan
serumu igerisinde siispansiyon yapildi.

e 37 °C’de maksimum 3 saat inkiibe edildikten sonra siispansiyonundan bir damla
alinarak lam-lamel arasinda 11k mikroskobunda x400 biiyilitmede incelendi.

e Maya hiicresinden ¢ikan, maya hiicresinin yaris1 kadar genislikte, 3-4 kat1
uzunlukta olan, baslangic noktasinda bogumlanma olmayan ve uzunlugu
boyunca belirgin kabariklik gostermeyen filament seklindeki uzantilar germ tiip
olarak degerlendirildi.

Germ tiip olusturan maya suslar1 C. albicans olarak tanimlanda.

3.3.2. Phoenix Mikroorganizma Tanimlama Sistemi

Phoenix, bakteri ve mayalarin tiir diizeyinde tanimlamasini ve antibiyogram yapilmasini

saglayan, genis bir veri tabanina sahip, tam otomatize bir sistemdir.
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Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan panellerde, organizmanin kimligini
belirlemek i¢in bir dizi geleneksel, kromojenik ve florojenik biyokimyasal test kullanir.
Tanimlama (ID) ve antibiyogramin (AST) ayni1 anda yapilabildigi paneller, 136 mikro
kuyucukta kurutulmus reaktifler igeren polistiren yapidadir. Phoenix Paneli, 51
kuyucuklu ID tarafindan ve 85 kuyucuklu AST tarafindan olusur. ID tarafi, kurutulmus
biyokimyasal siibstratlar ve 2 floresan kontrol kuyucugu bulunur. AST tarafi, liyofilize
antimikrobiyal madde igeren 84 kuyucuk ve 1 biiyiime kontrol kuyucugu igerir. Cihazda
inkiibasyon 35 °C’de yapilmaktadir. Inkiibasyon siiresince cihaz, panelleri periyodik
olarak test eder. Kuyucuklarda meydana gelmis olan biyokimyasal reaksiyonlar veya
bulaniklik otomatik olarak her 20 dakikada bir test ederek o etken icin veriler sistemin
islemcisinde toplanir. Reaksiyonlarin tamamlanmasinin ardindan veri tabanindaki

bilgilerle kiyaslayarak bakteri ve mayalar cins ve tiir diizeyinde tanimlanmis olur.

Maya panellerinde bulunan tanimlamada kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal reaktifler

1 | A Asparagine-7-Amido-4-Methylcoumain 22 | C-Fruktoz
2 | A Benyl-1 Cysteine7-A-4-M 23 | C-Siikroz
3 | A_Glycine-Arginine-7-A-4-M 24 | D-Fruktoz
4 | A_Glycine-Proli-7-A-4-M 25 | D-Galaktoz
5 | A_Glycine-7-Amido-4-Methylcoumain 26 | D-Dextroz
6 | A_H-B-Alanine-7-Amido-4-Methylcoumain | 27 |S-Urea
7 | A_l-Alanine-7-Amido-4-Methylcoumain 28 | T-Esculin
8 | A_l-Arginine-7-Amido-4-Methylcoumain 29 | I-Alanine-Trifluoromrthylcoumann
9 | A_I-Sitruline-7-Amido-4-Methylcoumain 30 |Flurescent Interference Control Well
10 | A l-Glutamine-7-Amido-4-Methylcoumain | 31 |S-Glicine-Thiamine-Nsa
11 | A_l-Histidine 32 | N-I-Gamma-Gutamyl-P-Nh
12 | A_I-Proline-7-Amido-4-Methylcoumain 33 | N-1-Proline-P-Nitroanilide-Nh
13 | A I-Tryptophane-7-A-4-M 34 | P-P-Nitrophenyl-B-A-D-Glucosine
14 | A 1-H-7-Amido-4-Methylcoumain 35 | P-P-Nitrophenyl-B-D-Glucosine
15 | A_1-Valine-7-Amido-4-Methylcoumain 36 | O-Nitrophenyl-B-D-Glucosine
16 | A_l-Lysine-Alanin-7-A-4-M 37 | Maltotrioz
17 | A_l-Lysine-Proline-7-A-4-M 38 | D-Trehaloz
18 | A_Ornithine-7-Amido-4-Methylcoumain 39 | D-Tagatoz
19 | A Threonine-7-Amido-4-Methylcoumain 40 | C-Mannitol
20 | C- Dekstroz 41 | Polimiksin
21 | D-Glukonik Asit 42 | 3-Metil Glutarik Asit
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Mayalarin  identifikasyonunda hazirlanan koloni siispansiyonu 2 McFarland
bulanikligina uygun sekilde hazirlandi. Daha sonra Phoenix yeast panel ID kismina
dokiiliip, belirtilen sekilde yerlestirilerek inkiibasyona birakildi. Sistemde Candida spp.

olarak tanimlanan suslara molekiiler yontem ile genotipleme yapildi.

3.4. Kokenlerin Genotiplenmesi I¢in Molekiiler Yontem

Candida suglarinin genotipik analizi otomatize bir sistem olan Diversilab (bioMerieux,
Fransa) cihazinda g¢alisildi. Diversilab, rep-PCR teknolojisi kullanilarak standardize ve
tekrarlanabilir DNA parmak izi profilleri ile kisa bir siirede suslarin genotiplendirmesini
yapan, otomatik bir PCR cihazidir. Cihaz ve adapte edildigi kit, ticari bir kit oldugundan
(patentli iirtin) ilgili firma ve kit kullanim kilavuzundan Candida genomik analizi i¢in

arastirilan gen bolgesine ulagilamamastir.

Bu calisma 4 asamada yapildi.

1. Candida saf kiiltiiriinden manuel DNA ekstraksiyonu yapildu.

2. Thermalcycler’da DiversiLab parmak izi kitleri kullanilarak rep-PCR yapildi.

3. Biyoanalizor kullanilarak otomatik microfluidic elektroforez yapildi.

4. Internet tabanl yorumlama yazilim programi ile kolay ve hizli degerlendirme yapildi.
DNA ekstraksiyonu yapmak i¢in -20 °C’de stokladigimiz suslar bir gece etiivde

bekletildikten sonra koyun kanli agara ekilerek canlandirildi.

3.4.1. DNA Ekstraksiyonu I¢in Yapilan Asamalar

Ekstraksiyon kitinin icerigi
e Kumlu tiip
e 2 ml’lik ependorf tiip
e Kolonlu tiip
e MDI, MD2, MD3, MD4, MD5 Solusyonu
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1. 300 pl MicroBead ¢ozeltisi, her biri igerisinde kum tanesi bulunan MicroBead tiipiine
dagitildi.

2. Besiyerinden numune alind1 (2 defa 1ul 6ze).

3. MicroBead tiipiindeki sivi igerisinde, alinan candida kolonileri 6ze ile iyice
karigtirildi.

4. 50 uL MD1 ¢ozeltisi eklendi.

5. 10 dakika boyunca 2400 rpm’de vortekslendi.

6. 30 saniye 10.000xg’de ¢evrildi.

7. 100 uL MD2 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi.

8. Tiim siipernatant1 (6. adimdan) 100 pL MD2 ¢o6zeltisine (igerisinde kum tanesi
olmamasina dikkat edilerek) aktarildi.

9. Kisa bir siire vortekslendi.

10. 15 dakika +4 "C’de sogutuldu.

11.1 dakika 10.000xg de ¢evrildi.

12. 450 uLL. MD3 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi.

13. 200 pL siipernatant (11. adimdan) 450 uLL MD3 ¢ozeltisine aktarildi.

14. Kisa bir siire vortekslendi (40-50 saniye).

15. Kisa bir siire santrifiij edildi (1 dakika kadar).

16. Siipernatant (15. adimdan, 65 OuL) temiz bir spin filtreye transfer edildi.

17. 30 saniye 10.000xg’de cevrildi ve asag1 akan siv1 atild1.

18. 300 uLL. MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi.(17. adimdan)

19. 30 saniye 10.000xg de ¢evrildi ve asagi akan s1v1 atild1.

20. 1 dakika 10.000xg kuru olarak ¢evrildi.

21. Spin filtre yeni temiz bir tiipe yerlestirildi.

22. 35 uL MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin tam ortasina ve filtreye dokunmadan bosaltildi.
23. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

24. Filtre ¢ikarilip atild1.

25. DNA toplama tiipiinde tutuldu ve DNA ekstraksiyon islemi tamamlandi.

3.4.2.Thermalcycler’da DiversiLab Parmak-izi Kiti Kullanilarak rep-PCR

Yapilmasi1 Asamasi

rep-PCR ve uygun DiversiLab DNA parmak-izi kiti kullanilarak ornekler amplifiye
edildi
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PCR Kitinin Icerigi
» Master Mix
» PCR Buffer
» Primer Mix

» Taq Polimeraz
Testin Uygulanmasi

1. Amplifikasyon asamas1 izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Amplifikasyon
icin kullanilacak buffer, master mix, primer mix, taq DNA Polimeraz -20 °C’lik derin
dondurucudan c¢ikarildi. Tag DNA Polimeraz ¢alisma anina kadar buz kalib1 iizerinde
bekletildi.

2. Omek sayis1 kadar PCR amplifikasyon karisimi ependorf tiipiine hazirland1 ve
Iml’lik ependorf tiiplerine 23 pL dagitildi.

3. Hasta orneklerinden elde edilmis DNA ekstraktlarindan 2’ser pL ependorf tiiplerine
dagitild1 ve kapaklar1 kapatildi.

4. Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ cihazinda asagidaki sikluslar uygulanarak
cogaltildi (35 dongii, Tablo 3.2).

5. Calisma tamamlaninca PCR iiriinleri cihazdan alindi.

6. DNA LabChip on Agilent Bioanalyzer cihazina yerlestirildi.

Tablo 3.2. Thermal Cycler Cihazi Uygulama Verileri

Step Temp (OC) Time (seconds)
Initial Denaturation 94 120
Denaturation 94 30
Annealing 45 30
Extension 70 90
Final Extension 70 90
Hold 4 -

3.4.3. Biyoanalizor Kullanilarak Otomatik Mikrofluidic Elektroforez Yapimi
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Kitin icerigi
» Chip reaktifleri
» Marker
» Jel Boyasi
» Jel matriksi

Testin uygulanmasi

1.Jel-boya iceriginin oda 1sisina getirilmesi beklendi.

2. Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.

3. 1.5 mL’lik bir tiipe 200 pL jel ve 10 puL boya konuldu.
4. Homojen olana kadar vortekslendi.

5. Kit igindeki spin filtreye (kolonlu tiip) transfer edildi.
6.1500xg’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi.

Chip’e yiikleme asamasi

1. Marker ve ladder kisaca vortekslendi.

2. Bu agsamada jel-boya karisiminin vortekslenmesi dnerilmemektedir.

3. 9 uL jel-boya karisimi ¢ip tizerinde isaretli olan ‘G’ kuyucuguna pipetlendi.

4. Cip yiikleme istasyonunda siringa 1 mL’de iken 30 saniye ¢ipe basing uygulandi.
Istasyon kapag: acilarak piston dengeye gelene kadar beklendi.

5. Kalan G kuyularina 9 pL jel-boya karigimi pipetlendi.

6. Her bir numune kuyusuna 5 pL. marker sonuna kadar pipetlendi.

7. Marker konulan kuyulara 1 pl’”de maya DNA’s1 konup pipetlendi.

8. Cip 1 dakika vortekslendi ve cihaza yiiklendi (Resim 4).

3.4.4. rep-PCR DNA Fingerprinting

Rep- PCR fingerprinting teknolojisi kullanilarak internet tabanli yorumlama ve yazilim

programut ile degerlendirme yapildi.

Tiim Candida izolatlarinin rep-PCR tabanli parmak izi kaliplar1 DiversilLab sistemi ve
Candida DNA parmak izi kiti kullanilarak elde edilmistir. Degerlendirme i¢in benzerlik
hesaplarinin yapilmasinda DiversiLab yazilimi Pearson Korelasyon katsayis1t ve

UPGMA (Unweighted Pairvise grouping matematical avenaging); matematiksel
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ortalamayla agirliksiz ciftlerin gruplandirilmasi yontemi rep-PCR profillerini otomatik
olarak karsilastirmak amaciyla kullanildi. DiversiLab yazilimi igerisinde rep-PCR DNA
parmak-izi veritabani mevcuttur. Analiz sonucunda DiversiLab’in 2.1.66 versiyonlu
yazilimlar1 kullanildi.

Ek olarak sonuglar1 igeren, bilgisayar tarafindan olusturulmus, DNA parmak izinin
otomatik okunmasinmi gdsteren dendogram, benzer DNA dizilerinin renklerle ayrilarak
gosterilen benzerlik matriksi ve suslarin benzerliklerine gore grafik iizerinde noktalama

yapan noktalama grafigi bilgilerin yorumlanmasinda kullanildu.

Benzerlik matriksindeki renklerden kirmizi % 100-95 oraninda, turuncu % 95-90
oraninda, mavi % 90-80 oraninda, pembe % 80-70 oraninda, gri % 70-0 oraninda
benzerlik oldugunu gdstermektedir. Ayn1 sus olarak kirmizi renkte goriinen yani % 100-

95 oraninda, benzerlik gosteren suslar kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahiliye YBU’sinden gelen kan kiiltiirii 6rneklerinde tanimlanan 40 Candida

izolat1 dahil edildi. Hastalarin 24’1 erkek (% 60) ve 16’s1 kadin (% 40) olup, 18-87 yas

araliginda idi.

Calismada 44 sus toplanmasina ragmen 40 izolatta molekiiler fenotipleme yapilabildi, 4

ornekle calisma icin gerekli kalitede DNA elde edilemedi. Proje kapsaminda, biitce

kadar test alindigindan bu hastalar tekrar calisilamadi. Izolatlarin 21°i (% 52.5) C.

albicans, 12’s1 (% 30) C. parapsilosis, 7’s1 (% 17.5) C. tropicalis, olarak tanimlandi

(Tablo 4.1, Grafik 4.1)

Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyetleri, yaslar1 ve tanimlanan tiirler

Hasta numuneleri | Cinsiyetleri Yaslan Tanimlanan tiirler
1 Erkek 43 C. parapsilosis
2 Kadin 87 C. albicans

3 Erkek 74 C. albicans

4 Kadin 58 C. albicans

5 Erkek 74 C. albicans

6 Erkek 23 C. parapsilosis
7 Erkek 18 C. albicans

8 Kadin 19 C. parapsilosis
9 Kadin 75 C. albicans

10 Erkek 61 C. parapsilosis
11 Erkek 21 C. tropicalis
12 Kadin 23 C. parapsilosis
13 Erkek 64 C. parapsilosis
14 Erkek 49 C. parapsilosis
15 Erkek 72 C. albicans

16 Erkek 69 C. albicans

17 Kadin 30 C. albicans

18 Erkek 31 C. parapsilosis
19 Kadin 59 C. albicans

20 Kadin 85 C. tropicalis
21 Erkek 78 C. albicans

22 Erkek 24 C. albicans

23 Kadin 75 C. albicans

24 Kadin 41 C. albicans
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25 Erkek 78 C. tropicalis
26 Kadin 64 C. albicans
27 Kadin 64 C. albicans
28 Erkek 24 C. parapsilosis
29 Kadin 54 C. tropicalis
30 Kadin 19 C. albicans
31 Erkek 67 C. tropicalis
32 Erkek 21 C. parapsilosis
33 Kadin 69 C. albicans
34 Erkek 18 C. parapsilosis
35 Erkek 84 C. tropicalis
36 Erkek 22 C. albicans
37 Erkek 44 C. albicans
38 Erkek 50 C. tropicalis
39 Kadin 26 C. parapsilosis
40 Erkek 76 C. albicans

Grafik 4.1. Hastalarin tiirler arasinda dagilim grafigi

Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 18-87 arasinda degismekte olup yas ortalamasi

50.825423.470 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. hastalarin yas ortalamasi

N

Minimum

Maksimum

Ortalama

Ss (#)

Yas

40

18.00

87.00

50.825

23.470
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Genotipik Degerlendirme Sonuclari

DiversiLab veri analizinde bulunan dendogram, benzer DNA dizilerinin renklerle
ayrilarak gosterilen benzerlik matriksi ve suslarin benzerliklerine gore grafik lizerinde
noktalama yapan noktalama grafigine gére yorumlama yapildi.

Toplam 40 hastadan izole edilen C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis tlrlerinin
DNA parmak izi sonuglarinin dendogram, benzerlik matriksi ve noktalama grafigi

sirastyla Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Grafik 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. C.albicans, C. Parapsilosis, C.tropicalis iligkisini gosteren dendogram
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Sekil 4.2. C.albicans, C. Parapsilosis, C.tropicalis iligkisini gosteren benzerlik matriksi
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Grafik 4.2. C.albicans, C. parapsilosis, C.tropicalis iliskisini gosteren noktalama

grafigi

DNA parmak izi analizi sonrasinda 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ve 30 numarali

ornekler olan 9 C. parapsilosis izolatinin ayni1 klon oldugu saptandi. Bu 9 izolatin

noktalama grafiginde bir arada bulundugu ve dendogramda da aynmi koldan c¢ikis

yaptiklar1 goriilmiistiir. Ayrica C. albicans izolatlar1 arasinda 3 farkli benzerlik (her

birinde iki izolat bulunan) (15,16;10,11;8,9) saptanmastir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Hastane enfeksiyonlari, hastalarin hastanede kalis zamanlarini arttirarak, mortalite ve
morbidite oranlarinda ve tedavi giderlerinde artmaya neden olan Onemli
enfeksiyonlardir (85). Amerika’da her yil yaklasgitk 88.000 hastanin Olimii ile
sonuclanan 2 milyon hastane kaynakli enfeksiyonun olustugu ve 4.5 milyar dolarlik
ekonomik kaybin oldugu bildirilmistir (86). Ulkemizde hasta basina diisen ortalama
maliyet artisinin 1.800 dolar oldugu diistiniilmektedir (87).

Khan ve ark. (88) yaptiklari caligmada hastane enfeksiyonlariin Tiirkiye’ye maliyetinin
48 milyon dolar oldugu bildirilmistir. Bunun en O6nemli sebeplerinden bir tanesinin
hastane enfeksiyonlarinin hastanede kalis zamanlarini 4-34 giin arasinda uzatmasi
olarak bildirilmistir. Hastanede kalis zamanlarinin artmast hematolojik, biyokimyasal,

mikrobiyolojik ve radyolojik testlerle cerrahi islemlerin artmasina yol agmaktadir (87).

Hastane enfeksiyonlarinin goriilme oranlart % 5-10 arasinda degisiklik gostermektedir
ve yogun bakim {niteleri diger bdliimlere gore daha yiiksek oranda hastane

enfeksiyonlar1 goriilmektedir (89).

Invazif mikozlarmm % 70-90’mma Candida tirleri neden olmaktadir (90). Candida
tiirleri genellikle canlilarda gastrointestinal sistemde ve diger mukokutandz
membranlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Saglikli olan kisilerde gastrointestinal
sistemde olan kolonizasyonlarina kolonda daha ¢ok rastlanmaktadir. Agizda kolondan
daha az oranda bulunmaktadirlar. Candida kolonizasyonu ayrica vajinada da yogun
sekilde goriilmektedir. Saglikli kadinlarin yaklagik 1/3’{iniin vajinasinda Candida
kolonizasyonuna rastlanmaktadir. Candida’ larin hastalia neden olma potansiyelleri ve
antifungal duyarliliklan tiirlere gore degiskenlik gostermektedir. Bu ylizden hastaliga

neden olan Candida tiirlerinin tanimlanmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Candida tiirlerinden en ¢ok C. albicans izole edilmektedir. Saglikli derilerde Candida
tirlerine ¢ok sik rastlanmamaktadir. Toprakta, havada ve bitkilerde genellikle C.
albicans disindaki tiirlere (non-albikan kandida) rastlanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
mantar patojenlerinin neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarda rastlanma
sikliginda artig1 ve son derece ciddi enfeksiyonlara neden oldugu goriilmektedir. Kanser

tedavileri, baz1 kemoterapi uygulamalari, kateter ve diyaliz gibi invazif girisimler, bazi
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viral enfeksiyonlar, travmalar, yaniklar, bag doku hastaliklarinin immiin sistemi gligsiiz
duruma diistirmesi ile birlikte firsat¢1 mikozlarin goriilme siklig1 da artis gostermektedir.
Bununla birlikte yogun bakim iiniteleri hizmetinde gelismelerle beraber destek
tedavisinde bulunan hastalarin artig gostermesi mantar enfeksiyonlarina hassas kisilerin
artmasina neden olmustur. Bu hasta gruplariin karsilastigi en 6nemli risk faktorleri
arasinda genis spektrumlu antibiyotikleri uzun zaman kullanmalar1 ve kalici kateter
kullanmalar1 yer almaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda hastane
enfeksiyonlar1 arasinda Candida tiirleri kan kiiltiirlerinden izole edilen diger tiirler

arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (91).

Yiiz elliden fazla Candida tiirtiniin bulundugu yapilan c¢alismalarda bildirilmistir.
Bulunan bu tiirlerin ¢ok azinin insanlarda kandidiazise neden olmaktadir. Cogu Candida
tiiriiniin 37 "C’de tireyemedigi ve ¢ogu Candida tiiriiniin insanlarda patojeniteye neden

olmadig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (61).

Kan dolagimi enfeksiyonlar1 goriilmesinin sebepleri olan Candida’lar ABD’de
dordiincii, Avrupa’da yedinci sirada yer almaktadir (92). Kandidemi insidansinin 10000
hastanin oldugu bir hastanede % 0.5-1.4 arasinda degisiklik gosterdigi ve yogun bakim
tinitelerinde bu oranin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (93,94). Yaklasik 1000
hastadan ikisinin yogun bakim hastasi oldugu diisiiniilmektedir (95,96).

Gilinlimiizde invazif Candida enfeksiyonlarin yogun bakim {initelerinde yiiksek 6lim

oranlaria neden oldugu bildirilmistir (97).

Invazif Candida enfeksiyonlarinin kontrol alta alinmast igin tiir tayinleri yapilmalidar.
Ayrica uygun antifungal tedavi yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. Tiim bu

tekniklerden sonra mortalitenin azalma gosterecegi bildirilmistir (98,99).

Mantar enfeksiyonlarindaki artisa paralel olarak bu enfeksiyonlara yol acan tiirlerin
cesitliliginde de degisiklikler goriilmiistiir. Endojen kokenli olmasi sebebiyle hastane
enfeksiyonlarinda C. albicans ilk sirada yer almaktadir. Bu tiiriin disinda C. tropicalis,
C. krusei, C. glabrata, C.parapsilosis gibi Candida tiirlerine de rastlanilmaktadir. Bu
tirlere son yillarda daha siklikla rastlanmasi, profilaktik ve ampirik olarak
antifungallerin yaygin olarak kullanimi ile azol tiirevlerinin kullanilmasmin (ki non-

albikan kandida izolatlarinin bir kisminda intrensik azol direnci vardir) nedenlerine
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baglanabilir (91).

Candida enfeksiyonlarinin minimuma indirilmesinde etkenin identifikasyonu ve
duyarliliga gore antifungal se¢imi biiylik Onem tasimaktadir. Fakat gilinlimiizde
antifungal duyarlilik testleri her merkezde yapilmamaktadir. Antifungallara dogal
direnci bulunan veya yiiksek direng paternleri olan non-albicans tiirlerinin
identifikasyonlarinin gergeklestirilmesi empirik tedavide 6nemli yer tasimaktadir. Non-
albicans tiirlerinin C. albicans’la karsilagtirilmasiyla dogal olarak antifungal ilaglara
kars1 yliksek dirence sahip olmalar1 ve son zamanlarda enfeksiyon etkeni olarak daha

fazla izole edilmesiyle alakali olabilecegi bildirilmistir (100).

Malani ve ark. (101) yaptiklar1 ve 1988-1999 yillar1 arasinda kandidemi etkenlerini
inceleyen calismalarda, C.albicans en sik rastlanan tiir olmustur. Fakat rastlanma siklig1
% 63’ten % 43’e gerileme gostermistir. Ayrica, C. glabrata ve C. parapsilosis’in
goriilme oranlarinda artisin oldugu bildirilmistir. C.glabrata’nin goriilme oranm %
10’dan % 20’ye; C. parapsilosis’in, % 5’ten % 18’e artis gostermistir. C. krusei’ye,
calismanin ilk yillarinda rastlanmazken daha sonraki yillarda yapilan g¢aligmalarda

ortalama % 3 civarinda saptandig: bildirilmistir.

Kandidiiri hospitalize hastalarda yaygin sekilde goriiliir. Fakat son zamanlarda artis
gosteren risk faktorlerine bagli olarak daha sik izole rastlanmaktadir (102).
Kandidiirinin olusmasinda etkili faktorler arasinda, uzun silire kullanilan genis
spektrumlu antibiyotikler, iiriner kateterizasyon, hastanede yatis sliresinin uzun olmasi
ve metabolik rahatsizliklar yer almaktadir (102,103). Kandidiiri hastalarin yaklasik
yarisinda C. albicans ile olusurken C. glabrata da yaygin rastlanan diger tiirdiir

(104,105).

Kandidiiri etkenlerinin fenotipik ve genotipik analizlerle arastirilmasi ve kateterize
hastalarda kandidiiri goriilme oraninin belirtilmesi i¢in gerceklestirilen, iiriner kateteri
olan 250 hastanin dahil edildigi bir calismada; mayalarin identifikasyonunda sirasiyla
germ tiip teknigi, hif ya da psddohiflerin ve ya klamidosporlarin, CMA+TW80 ve
CHROMagar Candida besiyerlerinde liremesini kapsayan fenotipik tanimlama, biitiin
tirlerin genomik DNA’s;i, PCR ve RFLP yontemleri ile de molekiiler tanimlama
yontemleri kullanilmistir. Arastirma kapsamindaki 95 kadin ve 155 erkegin idrar

orneklerinin 40’ 1inda Candida tiirleri bulunmustur. Kadinlarda enfeksiyon orani % 55,
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erkeklerde enfeksiyon oran1 % 45 olarak bulunmustur. Tiir dagilimina bakildig1 zaman
C. albicans’lari % 45, C. glabrata’nin % 32.5, C. tropicalis'in %15, C. parapsilosis’in
% 5 ve C. krusei’nin % 2.5 oraninda bulundugu bildirilmistir. Kandidiiri goriilme

oraninin da % 16 olarak bulunmustur (106).

Calismalar non-albikan candida tiirlerinin artisin1 gostermektedir. Bizim ¢alismamizda,
degerlendirmeye dahil edilen 40 izolatin, 21’1 (% 52.5) C. albicans, 12’si (% 30) C.
parapsilosis, 7’si (% 17.5) C. tropicalis olarak tanimlanmistir. Calismada izolatlarin
yarisinda albikans tiirii mayalar, diger yarisinda da non-albikan mayalar saptanmistir.
Bununla birlikte non-albikan tiirlerden sadece C.parapsilosis ve C.tropicalis
saptanmistir. Bu 6rnek sayisina ve calismanin yapilmis oldugu zaman periyoduna baglh

olabilir.

Comert ve ark. (107) yaptiklar1 ¢alismalarda yogun bakimda yatan hastalardan izole
edilen 320 Candida susunu tanimlamislardir. Tanimlanan bu suslar arasinda en ¢ok %
65.6 oraninda C. albicans tiriine rastlanmistir, bunun disinda % 11.3 oraninda C.
parapsilosis, % 8.8 oraninda C. glabrata ve % 7.8 oraninda C. tropicalis tiirlerine

rastlamiglardir.

Cuenca-Estrella ve ark. (108) yaptiklar1 ¢aligmalarda kan 6rneklerinden 351 Candida
susunu izole etmislerdir. izole edilen bu suslardan % 51’ i C. albicans, % 23’ i C.
parapsilosis i¢in, % 10’ u C. tropicalis, % 9u C. glabrata, % 40 C. krusei olarak

tanimlanmustir.

Messer ve ark. (109) Kuzey Amerika, Avrupa ve Latin Amerika’dan, ¢cogu kan
kiiltiiriinden izole edilmis olan 1397 Candida susunu arastirmislardir. izole edilen bu
suslardan % 48.7’si C. albicans, % 17.3’0 C. parapsilosis, % 17.2’si C. glabrata, %
10.9’u C. tropicalis, % 1.9u C. krusei ve % 4’ diger Candida tirleri olarak
bildirilmistir. Otag ve ark. (109) 872 maya susunu arastirdiklar1 bir ¢alismada izole
edilen bu suslarin % 45.6’sim1 C. albicans, % 18.6’sm1 C. tropicalis, % 14.9’unu C.
parapsilosis, % 10.6’sim1 C. glabrata, % 3.8’ini C. kefyr ve % 2.4’ iinii C.krusei olarak
tanimlanmiglardir. Sahin ve ark. (90) 88 maya susu ile ¢alismiglar ve bu suslardan %
44.3° {inli C. albicans, % 19.3’tunli C. tropicalis, % 13.7’sini C. parapsilosis, %
11.470nii C. glabrata, % 6.8° ini C. kefyr ve % 4.5 ini C. krusei olarak

tanimlanmuslardir.
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Epidemiyolojide goriilen degisimler ve olusan antifungal direngler yogun bakim
tinitelerinin pratiginde biiylik 6nem tasimaktadir. Son zamanlarda lokal epidemiyolojik
caligmalarla ilgili bilgiler ve antifungal duyarlilik paternlerinin 6grenilmesi biiylik
oneme sahip olmaktadir. Gilinlimiizde genis siirveyans calismalariyla kandidemi
epidemiyolojisini iceren farkli bilgiler bulunmaktadir, fakat yogun bakim {initelerinden

Ogrenilen bilgilerin yetersiz oldugu bildirilmistir.

Yogun bakim {initelerinde invazif Candida enfeksiyonlarinin epidemiyolojileri ve risk
etmenlerinin incelendigi, Candida enfeksiyonu tanist konmus olan ve sistemik
antifungal tedavi goren 300 yetiskinin dahil edildigi bir calismada hastalarin % 39.5” ine
kandidemi, % 32.1’ine invazif kandidiazis tanis1 konmustur. Ayrica hastalarin %
28.4’tinde kandidemi ve invazif kandidiazisin birlikte bulundugu belirtilmistir.
Hastalarin % 37’sinin yogun bakiminda kalisin ilk 5 giiniinde kandidemi geligmistir.
Tirler; % 57’sinde C. albicans, % 16.7°sinde C. glabrata, % 7.5’inde C. parapsilosis, %

5.2’sinde C. krusei ve % 4.9’unda C. tropicalis olarak tanimlanmistir (111).

Candida’larin normal florada bulunmasindan dolay1 enfeksiyona neden olan Candida
suglarinin bulunmasi 6nemlidir. Clinkii Candida izolatlarinin enfeksiyon olusturma
becerileri ve antifungal ajanlara kars1 diren¢ gostermeleri arasinda farkliliklar vardir.
Morfolojik kiiltiir testlerinin, ayirt edici besiyeri kullanimlarinin ya da biyokimyasal
asimilasyon yontemleriyle izole edilen Candida suslarimin farkli fenotipik tekniklerle
identifikasyonu, epidemiyolojik arastirmalar bakimindan genis kullanim alanina sahip

olmaktadir.

Sonug¢ olarak, Candida tiirlerinin hastane enfeksiyonu igerisindeki payinda artis yani
sira azol tiirevlerinin profilaktik amag ile siklikla kullanilmas1 C. albicans tiirlerinin
baskilanmasma ve C. krusei ile C. glabrata gibi diger Candida tirlerinin daha sik
rastlanmasina neden olmaktadir (112). Hastalarin kritik durumu ve mortalitenin
ozellikle kandidemi gibi invaziv enfeksiyonlarda yiiksek olmasindan dolay1r hizli ve
giivenilir tan1 yontemlerinin kullanimi yayginlasmistir. Bu ¢alismada, invaziv kandida
enfeksiyonlarinda saptanan tiirler arasinda DNA homolojisi agisindan benzerlik olup
olmadig1 arastirllmistir. Aslinda kandidemide bulas kaynaginin endojen oldugu klasik
bilgiler arasinda yer alirken burada farkli bir bakis agis1 ile ortak klonlarin var olup

olmadig: irdelenmeye calisilmistir.
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Calisma i¢in ayni iinite ve ayni Ornek tiiriinde izole edilen kandida tiirleri arastirilarak

yayilimda etkili faktorler tanimlanmistir.

Ulkemizde 2004 yilinda Saglik Bakanlig: tarafindan yatakli tedavi veren kuruluslarda
enfeksiyon kontrol komitelerinin olusturulmasi zorunlu kilinmistir. Boylece, yogun
bakim tiniteleri gibi bazi kritik birimlerde aktif, bazi1 birimlerde pasif siirveyans
uygulamalar1 yaygin hale getirilmistir. Siirveyans sonucu bulunan antibiyotik duyarlilik
sonuglarina gore etkenlerin birbirine olan benzerlikleri fenotipik olarak belirlenmekle

birlikte bu testlerin duyarlilig: diistiktiir.

Epidemiyolojik siirveyans c¢aligmalar1 basarili enfeksiyon kontrol programlarinin temel
0gesidir. Bu amacla kullanilan ¢ok sayida fenotipik ve genotipik yontem vardir (113).
Kuskusuz fenotipik yontemler ile karsilastirdiginda molekiiler tekniklerin ayrim giicii

daha ytiiksek olup, ¢cok sayida tiire uygulanabilmektedir (114).

RFLP tekniginde mikroorganizmalarin yogun kiiltiirlerinden alinan ya da molekiiler
tekniklerle c¢ogaltilan kromozomal DNA, uygun restriksiyon enzimleriyle (RE)
kesildikten sonra agaroz elektroforezi ile DNA pargalarinin ayristirilmasi saglamaktadir.
Yontem, tekrarlanma sayisi yiiksek, kolay, hizli ve ucuz bir tekniktir. Ancak RE
kromozomal DNA’da bir¢ok kesim yapmasi sonucunda olusan fazla sayidaki bantlarinin

degerlendirilmesinde bazi sorunlara neden olmaktadir (115).

rep-PCR tiplendirme tekniginde; birgok bakterinin genomu boyunca dagilimi olan
tekrarlanabilen DNA dizilimlerine komplementer olan primerlerin kullanilmasiyla
tekrarlar arasinda kalan DNA dizilimlerinin amplifikasyonu yapilabilmektedir. Suslar
arasinda bulunan tekrar elementlerinin sayilar1 ve lokalizasyon farkliliklar1 molekiiler
tipleme de tipe Ozgii bant profilini olusmasint saglamaktadir. rep-PCR; kiiltiirden ve
direkt klinik 6rneklerden yapilan DNA ekstraksiyon iiriinleri ile calisilabilmektedir.
Genellikle tek bir primer seti kullanilarak Gram-negatif ve Gram-pozitif bir¢ok
bakteride tiplendirmeyi yapabilecek yeter sayida bant profilini olusturabilmektedir
(116).

Bou ve ark. (117) yaptiklar1 arastirmada rep-PCR ile PFGE arasinda korelasyon
bulunmustur. rep-PCR’1in AP-PCR’dan daha yiiksek ayirt edici oldugu bildirilmistir.
rep-PCR; hizli, kolay, yararli ve sonuglar1 PFGE ile karsilastirilmas: yapilabilecek bir
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tekniktir. rep-PCR ve AP-PCR i¢in bakteriler kat1 besiyerlerinde iiretildikten sonra 10
saatten az bir zaman yeterli olmaktadir, PFGE i¢in bu siirenin en az 90 saate kadar artis

gosterdigi bildirilmektedir.

Yeni caligmalarda; rep-PCR’da yapilan modifikasyonlar ile iretkenligin ve ayrim
giiciiniin artis gosterdigi bildirilmistir. Otomatik rep-PCR’a uygulanan kombine
modifikasyonlar ile rep-PCR’1n iiretkenliginde artis olmustur. Dongii siiresi, maliyet ve

sablon ihtiya¢larinda azalmanin oldugu belirtilmistir.

Yapilan baska bir arastirmada; rep-PCR amplikonlarinin agaroz jelle ayrilmasi ile
lobaratuvarlar arasi1 yetersiz sonuclarin olustugu ve klinik acidan hantal oldugunu
bildirilmistir. Mikroakigkan platformunun adaptasyonuyla profil ¢esitliliginde
azalmalarin goriildiigii, tiretkenligin arttig1, slirtinmenin azalmasiyla 6 saatten 1 saate
indigi ve ¢alisan maliyetlerinde azalmalarin oldugu not edilmistir. Agaroz jeldeki DNA
profillerinin gorsel yorumlanmasinin zaman alic1 ve kisiden kisiye degisiklik gosterdigi
bildirilmistir. Bilgisayar yazilimi goriintiilerinin analiz edildigi bildirilmistir, fakat
goriintiilerin ilk basta yakalanmasi gerektigi ve sisteme yiiklenmesi gerektigi
bildirilmistir. Boylece kisiye olan bagimliliginin devam ettigi belirtilmektedir.
DiversiLab yazilimi standart bir algoritmayi1 kullanmaktadir ve otomasyonun ornek
analizi raporla birlikte 13 Ornek i¢in 4 saat olmaktadir. Bu durumun molekiiler
calismalara uygun bir siire oldugu bildirilmistir. Genotipleri belirleme teknikleri
epidemiyolojik calismalarda ve parmak izleri kaliplarinin karsilastirilmasi en kritik
noktay1r olusturmaktadir. DNA konsantrasyonundaki degisimler o6zel islemleri ve

laboratuvar imkanlarinin test sonuglarini etkilememelidir.

DiversiLab sistemi dongii sliresinin ve teknik personel siiresinin 6nemli oldugu klinik
laboratuvarlarda gdzde bir sistemi olusturmaktadir. rep-PCR c¢alismasinin en fazla emek
harcanan yerini DNA ekstraksiyonu olusturmaktadir. Manuel DNA saflagtirma
yontemlerinin otomatik sistemler ile yapilmasi yoniinde bazi arastirmalarin oldugu
bildirilmistir. DiversiLab sisteminde bazi potansiyel sinirlamalar bulunmaktadir.
Diversilab’in maliyet bakimindan mantikli olmasi i¢in 12 6rnek ve 1 pozitif kontrol ve
ya kontroliin olmadigi durumlarda 13 Ornek test edilmelidir. Ciinkii mikroakiskan
Chipde 13 kuyucuk bulunmaktadir. Bunun nedeni 6rnek konulmayan kuyucuklarin Jel

matriksi bozulacagindan tekrar ¢alismayacagidir (118).
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Bu calismada duyarliligi yiiksek ve diger sekanslama yontemlerine gore uygulama
kolaylig1 g6z oniine alinarak rep-PCR yOntemi se¢ilmistir. Calismada rep-PCR ile DNA
parmak izi analizi otomatize bir sistemle yapilmistir. Sonuglarda 9 C. parapsilosis
izolatinin ayn1t DNA homolojisine sahip olmas1 son derece ilging bir bulgu olmustur. Bu
ozellikle hastane izolati C. parapsilosis’in g¢evresel kaynaklardan g¢apraz bulasina,
hastalarda hastanede kalis siiresinde ayni izolatla kolonizasyonuna bagli olabilecegi
distintilmiistiir. C.parapsilosis izole edilen ve aynt DNA hemolojisine sahip izolatlarin
farkli zaman dilimlerinde saptanmasi ( hastalardan sadece ikisinin ayni zaman
periyodunda yatan hastalar oldugu, digerinin izolatlarinin saptanma zamanlarinin birbiri

ile bagimsiz zaman dilimleri oldugu goriilmiistiir) ilging bir bulgudur.

C.albicans’ da benzer olan (2’li grup olarak) 3 klon saptanmistir (toplamda 6 hasta). Bu
izolatlardan I. Klonda (15,16) saptanan ve III. Klonda (10,11) saptanan hastalarin ayni
zaman diliminde YBU’ sinde oldugu goriilmiistiir. izole edilen 12 C.parapsilosis
izolatinin 9’ unun (% 75) benzer olmasi ; C.parapsilosis izolatlariin daha siklikla
hastane izolat1 olabilecegini, dis ortam kosullarina daha dayanikli oldugunu

distindiirmektedir.

Bu calismada ekzojen kaynaklarin arastirilmasi planlanmamis olmakla birlikte verilen
kaynak arastirilmasinda ekzojen alanlarin da kandida i¢in taranmasinin faydali olacagi
diisiiniilmektedir. YBU gibi birgok risk faktorii tasiyan hastalarm yattig1 alanlarda
enfeksiyon  kontrol  Onlemlerinin  dogru uygulanmasmin invaziv  kandida

enfeksiyonlarinin 6nlenmesi agisindan da en 6nemli yaklasim olacagi diisiiniilmektedir.

Yogun bakim iinitelerinde hastane enfeksiyonlarinin azaltilmasinda uygulanacak
yontemlerden baglicalar1 kuskusuz aktif silirveyans ve oOzellikle salgin diisiiniilen
zamanlarda epidemiyolojik siirveyanstir. Molekiiler yontemlerin siirekli kullanimi ne
pratik ne de ekonomiktir. Dogru kullanilmasiyla enfeksiyon kontrol programlarina yon

verecegi diistiniilmektedir.
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