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OZET

Mustafayev K. Yogun Bakim Unitesinde Gelisen Kandidemilerin Klinik ve Molekiiler
Yoéntemlerle Erken Saptanmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim
Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Bu calismada Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (CTF) yogun bakim iinitelerinde (YBU) takip
edilen kandidemi riski yiiksek olan kritik hastalarda erken tani i¢in risk faktorlerinin
belirlenerek 6zgiin Candida skorunun olusturulmasi ve deneysel modelleme ile tam
kandan ¢alisilabilen molekiiler bir yontem olan Candida Real-Time PCR testinin
gelistirilmesi amaglandi.

Calisma ii¢c asamali olarak dizayn edildi. Birinci asamada YBU’de saptanan kandidemi
olgularinda risk faktorleri tanimlamasi (Retrospektif Vaka-Kontrol calismasi), ikinci
asamada vaka kontrol ¢alismasi verileri ile CTF Candida skor formu olusturulmasi ve
bu formun klinik etkinliginin arastirilmasi (Prospektif kesitsel calisma), igiincii
asamadaysa tam kan Orneklerinde PCR tabanli bir hizli tani testi olusturulmasi
(Deneysel ¢alisma) planlandi.

Ocak 2017 - Aralik 2018 tarihleri arasinda CTF’de takip edilen 100 YBU hastas1 (50
vaka / 50 kontrol) kayitlardan geriye déniik olarak incelendi. Intraabdominal infeksiyon
(p = 0,001), son ii¢ ayda hastanede yatis Oykiisii (p = 0,006), bir haftadan uzun
antibiyotik kullanimi (p = 0,005) ve Candida skoru (p <0,05) kandidemi i¢in en 6nemli
risk faktorleri olarak bulundu. CTF Candida skorunun 4 puan ve tizeri sinir degeri
kandidemi i¢in anlamli bir risk olusturdugu saptandi (p <0,05). Real-time PCR
amplikonlarinin erime egrisi analizi ile C. albicans ve C. parapsilosis izolatlarin1 ayirt
etmek icin spesifik primer c¢iftleri ve EvaGreen boyasi kullanildi. ITS, D1/D2
bolgelerinin amplifikasyonu ile elde edilen amplikonun o6zgiilliigii gosterildi. PCR
testimizin in vitro saptama limiti 10 CFU/ml olarak belirlendi.

Sonug¢ olarak, c¢alismamizda gelistirilen CTF Candida skoru ve PCR testi,
konvansiyonel tan1 yontemleri ile birlikte, klinisyenlere YBU gibi kandidemi
mortalitesinin yiiksek oldugu birimlerde gereksiz antifungal kullanimindan kaginmak ve
uygun antifungal tedaviye erken baslamak i¢in rehberlik edebilir. Denenen PCR testinin
duyarliligini arttirmak i¢in gelistirmeye ihtiya¢ vardir. Klinik kullanimdaki etkinligini
dogrulamak i¢in daha ¢ok hasta sayisi ve daha fazla 6rneklem iceren ¢ok merkezli
caligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Kandidemi, Real-Time PCR, ITS bélgesi, D1/D2 bolgesi, Erime
egrisi analizi
Bu tez projesi 1.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Proje No: 32392
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ABSTRACT

Mustafayev K. Early Diagnosis of Candidemia in Intensive Care Unit by Clinical and
Molecular Methods. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies,
Medical Microbiology Department. PhD Thesis. Istanbul. 2021.

To evaluate the risk factors in critically ill patients who are followed up in intensive
care units (ICUs), to create a unique Candida score, and to develop the Candida Real-
Time PCR for early diagnosis of candidemia was aimed.

The study was designed at three steps. We evaluated the risk factors in ICU patients
with invasive candidiasis at the first step. At the second step, we created a unique
Candida score and studied its clinical efficacy. Finally, at the third step, a rapid PCR-
based test from whole blood samples was performed.

One hundred ICU patients (50 case/50 control) followed at Cerrahpasa Medical Faculty
between January 2017 and December 2018 reviewed retrospectively from records.
Intraabdominal infection (p = 0.001), history of hospitalization in the last three months
(p = 0.006), antibiotic use longer than one week (p = 0.005) and Candida score (p
<0.05) found to be the most important risk factors for candidemia. The cutoff value of
CTF Candida score of 4 points and above could determine a significant risk for
candidemia (p<0.05). Specific primer pairs and EvaGreen dye were used to differentiate
C. albicans and C. parapsilosis isolates via melting curve analysis of real-time PCR
amplicons. The specificity of the amplicon obtained by amplification of the ITS, D1/D2
regions was shown. We found that 10 CFU/ml is the in vitro detection limit for our PCR
test.

In conclusion, CTF Candida score and PCR test developed in our study (with
conventional diagnostic methods) can guide clinicians to avoid unnecessary antifungal
use and start appropriate antifungal therapy early. Improvement is needed to increase
the sensitivity of the developed PCR test. Multicenter studies with more patient
numbers and more samples should be conducted to verify its effectiveness in the clinic.

Keywords: Candidemia, Real-Time PCR, ITS region, D1/D2 region, Melting curve
analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 32392



ABD
ABH
AIDS
APACHE
AYBU
BDG
CAGTA
CDC
CFU
CRRT
CTF
DM
EDTA
EMB
FDA
GKS
HIV

HT

IFi

iK

ioc
KBH
KDCYBU
KOH
MALDI-TOF-MS

PPD
NPD
NRSYBU
OR

PAS
PCR
PNA-FISH
RT-PCR
SDA
SOFA
SPSS
SSYBU
SVK
T2MR
TPN
ViP
YBU
YTL

Xiii

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

: Amerika Birlesik Devletleri

: Akut Bobrek Hasari

: Acquired Immune Deficiency Syndrome

: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation

: Acil Yogun Bakim Unitesi

: Beta-D-Glukan

: Candida albicans Germ tiipe Ozgiil Antikor

: Centers for Disease Control and Prevention

: Coloni Forming Unit

: Continuous Renal Replacement Therapy

: Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

: Diabetes Mellitus

: Etilendiamin Tetraasetik asit

: Eosin Methylene Blue

: Food and Drug Administration

: Glasgow Koma Skoru

- Human Immunodeficiency Viriis

: Hipertansiyon

- Invaziv Fungal Infeksiyon

: Invaziv Kandidiyazis

: Istanbul Universitesi Cerrahpasa

: Kronik Bobrek Hastaligi

: Kalp Damar Cerrahi Yogun Bakim Unitesi

: Potasyum Hidroksit

: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time-of-Flight Mass
Spectrometry

: Pozitif Prediktif Deger

- Negatif Prediktif Deger

: Norosirurji Yogun Bakim Unitesi

: Odds Ratio

: Periyodik Asit-Schiff

: Polymerase Chain Reaction

: Protein Nucleic Asid Fuorescence In Situ Hybridization

: Real-Time PCR

: Sabouraud Dekstroz Agar

: Sequential Organ Failure Assessment

- Statistical Package for the Social Science

: Sadi Sun Yogun Bakim Unitesi

: Santral Venoz Kateter

: T2 Magnetic Resonance Assay

: Total Parenteral Niitrisyon

: Ventilator lliskili Pnomoni

: Yogun Bakim Unitesi

: Yeast Traffic Light



1. GIRIS VE AMAC

Candida tiirii mantarlar insan viicudunun belirli bélgelerinde yerlesmis
kommensal mikroorganizmalardir. Cilt, gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve
genitoliriner sistem florasinin bir iiyesiyken, immiin sistemin harabiyeti sonucunda
cogunlukla endojen floradan kaynaklanan ve mukokiitan6z tutulumdan daha agir
invaziv infeksiyonlara kadar genis hastalik yelpazesine neden olabilmektedir.!
Hastanede yatmakta olan hastalarda mukozalarin Candida albicans ile kolonizasyon
oram yiiksektir. Yogun bakim iiniteleri (YBU), kandidemilerin sik¢a rastlandigi ve
mortalite oranlarmin ¢ok yiiksek oldugu bdliimlerdir. Dokuz Avrupa iilkesinden 23
YBU nin katildig1 cokmerkezli bir ¢alismada kandidemilerde 30 giinliik mortalite oran
%42 olarak bildirilmistir.> Son yillarda Candida tiirlerinin sebep oldugu inaziv
infeksiyon oranlar1 dramatik sekilde yiikselis gostermektedir. Bu artis immiinsupresif
ilaclarin, genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli yaygin kullanimi, sitotoksik
tedaviye bagli uzun siiren derin nétropeniler, artan invaziv girisimler (kateterler), major
abdominal ve kardiyak cerrahi islemler ile iliskilidir. Ozellikle abdominal cerrahi
geciren, immiinsupresif ve YBU’de yatan hastalar hem kandidemi hem de derin

yerlesimli kandidyazis agisindan yiiksek risk altindadirlar.®*

Kandidemi, en sik karsilasilan ii¢ nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonlarindan
biridir.> Cogunlukla bagisiklig1 baskilanmus, cerrahi gegirmis kritik hastalarda goriilen
ve uzun siireli hastane yatisina neden olarak yliksek morbidite ve mortalite oranlarina
yol agan bir nozokomiyal infeksiyondur.® Yogun bakimda gelisen kandidemilerden
genellikle hastalarin  endojen florast ve yapilan invaziv girisimler sorumlu
bulunmaktadir. Candida tiirleri 75 iilkenin YBU’lerinin katildig1 uluslararasi ¢alismada

Staphylococcus aureus ve Pseudomonas spp’den sonra {igiincii sirada yer almistir.’

Yogun bakimda yatis siliresinin uzamasiyla birlikte invaziv girisimlerin artisi,
vaskiiler kateterizasyon, karin i¢i cerrahi girisimler, uzamis genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, immiinsupresif ilaglar, hemodiyaliz, total parenteral nutrisyon (TPN) ve
hastane yatis siiresinin uzamasi gibi faktorler kandidiyazis i¢in en Onemli risk

faktorleridir.8°

Kandidemide taninin hizlica dogru bir sekilde konulmasi ve uygun tedavinin bir

an Once baglanmasi ¢ok 6nemlidir. Uygun antifungal tedavinin hizlica planlanmasi



sagkalim oranlarini ciddi sekilde arttirabilmektedir.'® Gegmiste, bu infeksiyonlarin
¢oguna, tipik olarak antifungallere ¢ok duyarli bir tiir olan Candida albicans (C.
albicans) neden oluyordu. Bununla birlikte, son yillarda, ¢esitli duyarliliklar sergileyen
non-albicans tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlara dogru bir kayma goézlemlenmis ve
bu tiirlerin hizli teshisi terapétik sonucu belirleyen dnemli bir faktor haline gelmistir.
Kan kiiltiiri, duyarliligi diisiik olmasina ragmen kandidemi teshisi i¢in altin standart
yontemlerden biri olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, invaziv kandidiyazis
(K)’in kesin tedavisi genellikle kiiltiiriin duyarlihigmin diisiikk olmasi nedeniyle gecikir
ve bu gecikme yiiksek mortalite oranlarina (% 35-75) yol agabilir.** Dogru olmayan tani
ve tedavinin ge¢ baslanmasi1 mortaliteyi ciddi bir sekilde yiikseltmektedir. Candida kan
kiiltiirlerinden % 50-70 oraninda ve geg izole edilmektedir.'? Kan kiiltiirii pozitif olan
hastalarda K teshisi kolaylikla yapilabilir, ancak kan kiiltiirlerinin disiik duyarliligi

nedeniyle sistemik infeksiyonu olan bazi hastalar gdzden kagirilabilir. 412

Kandidemi teshisi i¢in kullanilan kan Kkiiltiiri sistemlerinin en Onemli
dezavantajlarindan biri iireme sinyali i¢in en az ili¢ giin ve uygun besiyerine ekim
yapildiktan sonra ise identifikasyon icin iki giin daha siire gerektirmesidir.’®* YBU’de
genel durumu agir olan hastalarda daha hizli ve daha duyarli tekniklerin kullanilmasi
elzemdir. Kan kiiltiirlerindeki mayalarin daha hizli saptanmasi ve kiiltlir bazli olmayan
yeni tekniklerin gelistirilmesi glinlimiizdeki en 6nemli arastirma alanlarindan biridir.
Kan kiiltiirlerinin ¢ok ge¢ sonuglanmasi, serolojik testlerin ise tek basina kullanildiginda
diisiik duyarlilik gostermesi, bir takim molekiiler testlerin arastirilmasini zorunlu
kilmistir.** Bu yontemler gelistirildikge kan kiiltiirii negatif derin doku infeksiyonlari
daha iyi teshis edilecektir. Molekiiler amplifikasyon teknikleri, bir klinik numunede
bulunan kiigiik miktarlarda mantar deoksiriboniikleik asidini (DNA) dogrudan tespit
ederek hizli ve hassas tanimlama saglar, bu da bu testleri hem erken teshis, hem de
ozellikle geleneksel kiiltiir yontemleriyle saptanamayan K vakalari icin cazip hale
getiriyor.®® Kan, serum, plazma gibi farkli 6rneklerde Candida’larin tespiti igin gesitli
genetik sekanslart (“18S rDNA, 28S rDNA, 5,8S rDNA, dahili kopyalanmis aralayici
bolgeler (ITS), D1/D2 ve mitokondriyal DNA”) hedefleyen ¢oklu “Polymerase Chain
Reaction” (PCR) testleri gelistirilmistir.'*** Kullanilan primerlere bagli olarak,
mantar patojenleri, bir panfungal veya daha spesifik bir sekilde tespit edilebilir. Cesitli
tekniklerin duyarliligi ve 6zgiilliigii degiskendir, ancak klasik kiiltiire dayali yontemlerle
karsilastirildiginda molekiiler ydntemlerin duyarlilig: ¢ogunlukla yiiksektir.'® Yapilan



caligmalarda kandideminin saptanmasinda “PCR” duyarliligmin kan kiiltiiri
duyarliligina benzer oldugu ve hatta bazi kan kiltirii negatif K olgularinda tani
koymada yardimci oldugu gosterilmistir.’® Bunun yani sira kan kiiltiirlerinde oldugu

gibi bu yontemle de Candida’lar tiir diizeylerine gére tanimlanabilir.!’

Bu c¢alismada “stanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi”
(UC CTF) YBU’de takip edilen kandidemi riski yiiksek olan hastalarda risk
faktorlerinin belirlenmesi, 6zgiin CTF Candida skorunun olusturulmasi ve deneysel
modelleme ile tam kandan ¢alisilabilen molekiiler bir yontem olan Candida “Real Time
PCR” testinin pratikte uygulanilabilirligi sorgulandi. Kandidemi riski yliksek olan
hastalarda 06zglin risk faktorlerinin belirlenerek erken tani ve uygun tedavi ile
mortalitenin azaltilmas1 hedeflendi. Calismamiz “.U.C Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi” tarafindan kabul edilmis ve maddi olarak desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve Tanim

Mayalar  yliz  milyonlarca  yil  6nce  ortaya ¢ikmig  Okaryotik
mikroorganizmalardir. Pamukcuk oldugu diisiiniilen oral lezyonlar Galen ve Hipokrat
doneminden beri tanimlanmaya baglamistir. 1680 yilinda Hollandali bilim adam1 Anton
van Leeuwenhoek ilk dnce mikroskopik olarak mayay1 gozlemlemis, ancak o zamanlar
onlar1 canli olmayan kiiresel yapilar olarak tanimlamisti. O donem arastirmacilar
mayalarin yosun veya mantar olup olmadigindan emin degillerdi. Almanyali B.
Langanbek ilk defa 1839’da agiz i¢i lezyonu olan bir hastadan mayay1 izole etti.
Vulvovajinal kandidiyazis ise 1ilk defa Wilkinson tarafindan 1849 yilinda
tanimlanmistir. Christine Marie Berkhout tarafindan 1923 yilinda “Candida albicans”
olarak adlandirilmistir. “lkinci Diinya Savas1” sonrasi antibiyotiklerin yaygin kullanimi
ile birlikte kandidiyazis olgular1 artmaya baslamistir. 1861 tarihinde Zenker ilk derin

yerlesimli Candida olgusunu tanimlamistir.*8

Mayalar ¢ap1 3-4 um olup, ince bir hiicre duvarina sahip, oval sekilli tek hiicreli
mikroorganizmalardir. Bazi mayalarin boyutu 40 um’ye kadar biiyliyebilmektedir.

Tomurcuklanma veya “fiizyon” (ortadan ikiye boliinme) ile cogalirlar.®

Candida tiirlerinin taksonomik siniflandirilmasi Deuteromycotina bdoliimd,
Blastomycetes sinifi ve “Candidaceae” ailesi seklinde yapilmaktadir. Bu cins icerisinde
150-200’den fazla tiir bulunmaktadir. Candida tiirleri normal flora iiyesi olarak ciltte,
solunum ve sindirim sistemi ile kadin genital sisteminde yaygin olarak bulunabilirler.
Immiin sistem harabiyeti soncunda dokulara invaze olup, hayati tehdit edici sistemik
infeksiyonlara yol acgabilmektedirler. Bu baglamda en 6énemli predispozan faktorler; 1)
kemoterapi, radyoterapi ve kemik iligi nakli gibi islemlere bagli ciddi immiinsupresyon;
i) hastanede (6zellikle YBU) yatis siiresinin uzamast; iii) intravaskiiler kateterizasyon;
1v) uzun siiren genis spektrumlu antibiyotik kullanilmasi; v) antifungal ilaglarin empirik

olarak yaygi kullanimzi; vi) major abdominal cerrahi olarak 6zetlenebilir.8%1°

Invaziv Candida infeksiyonlarmin en sik etkeni C. albicans’tir, ancak birgok
merkezden C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lipolytica ve C.
kefyr gibi non-albicans Candida tiirleri tarafindan olusturulan infeksiyonlarin sikliginda

artis bildirilmektedir.1*2° Tiir dagilim1 cografi bolgelere gore farklilik gosterse de



antifungal ajanlarin yaygin terapotik ve profilaktik kullanimi non-albicans artisina yol
acmaktadir. Bununla birlikte non-albicans Candida tiirleri yanisira klinik 6rneklerde
Malassezia, Rhodotorula, Wickerhamomyces (Hansenula/Pichia) anomalus ve
Trichosporon gibi tiirlerin insidansindaki artis ve bu tiirlere 6zgii olgu sunumlari dikkati

cekmektedir.>%°

Genis spektrumlu antibiyotikler, antineoplastik ajanlar, yaygin vankomisin
kullanimi, damar i¢i kateterizasyon, artmig immiinsupresif ve notropenik hasta
populasyonu maya tiirlerindeki bu ani artisin en 6nemli nedenlerindendir.'® Ayrica,
flukonazolun (FLU) yogun kullanimi1 flukonazole direngli veya daha az duyarh
izolatlarin baskin hale gelmesine neden olmaktadir.®> Bu nedenle hastanede yatmakta
olan ve gesitli nedenlerle immun sistemi baskilanmig hastalar i¢in C. glabrata ve C.
krusei gibi daha direngli tiirler ile olusan infeksiyonlar 6nemli bir sorun haline
gelmekte, dolayisiyla tant ve tedavide alternatif yontemlerin kullanimini

gerektirmektedir.10:19.20

2.2. Candida Tiirleri

2.2.1. Mikrobiyoloji

Candida’lar 3-6 pm boyutunda, diizgiin ve yuvarlak sekilli, tomurcaklanarak
(blastospor) ¢ogalan maya formunda mantarlardir. Cogu, 25°C-37°C’de 2-3 giin
icerisinde Sabouraud dekstroz agarda (SDA pH<6) 2-3 mm ¢apinda, beyaz renkli,
diizgiin yiizeyli, mat ya da parlak gobekli koloniler olustururlar. Misir unlu agar
(“Cornmeal-Tween 80 Agar”) gibi 6zel besiyeri yardimiyla her tiire ait morfolojik
farkliliklar ayirt edilebilir. Candida tiirli mayalar, genellikle “anamorf” (eseysiz)
mikroorganizmalardir ve tomurcuklanma veya fiizyon ile gogalirlar.'®?! Tiirlerin bir
cogu “yalanci hif” olusturabilmektedir. Candida albicans ve Candida dubliniensis
tirleri “gercek hif” iiretiminin baslangic asamasi olan “¢cimlenme borusu (germ tiip)”
olusturma oOzelligi ile diger tiirlerden ayirt edilebilirler. “Germ tiip”, ana hiicreden
baslayan hif uzantisinin ilk baglanma kisminda hi¢ daralma olmayan ve uzunlugu ana
hiicrenin uzunlugunun dort kati olan filamentdéz yapidir. Candia tropicalis’in
olusturdugu “psédo germ tiip” hif yapisina dikkat edilmezse yanliglikla “germ tiip”
olarak tanimlanabilir. Psodo germ tiipte ana hiicre ile biiylimekte olan hifal hiicre

arasinda darlik mevcuttur.1%2



Candida albicans, oval sekilli tomurcuklanan maya, septada daralmalara sahip
uzatilmis elipsoid hiicreler (yalanci hif) veya paralel duvarli gercek hif olusturabilen
“polimorfik” bir mantardir. Ayrica “beyaz-opak” hiicre doniisiimii, ‘“klamidospor”
olusumu da bir diger 6nemli morfolojik 6zelliklerinden birisidir. Kandidemi olgularinin
kan kiltiirlerinin direkt incelenmesinde maya ve gercek hif yapilarimi ¢ok agik bir

sekilde gérmemiz miimkiindiir.?%%3

Candida albicans; germ-tiip ve klamidospor olusumu testleri ile diger Candida
tirlerinden ayrilmaktadir. Serum igerisinde 37°C’de iki saat inkiibasyon sonrasi C.
albicans tiirleri “gergek hif” olusturmakta olup, ana hiicreden bogum olusturmadan

borucuk uzar ve “germ-tiip” ad1 verilen yapiy1 olusturur?® (Sekil 1).

Pe

Sekil 1. Candida albicans germ-tiip goriiniimii (Caliymadan)

“Germ-tiip” negatif C. albicans tiirleri tanisinda musirunlu agar preparatinda
klamidospor olusumu ve psddohif boyunca uzanan esit dagilimli blastokonidi kiimeleri
goriinimii yardimer olabilir (Sekil 2). C. albicans tiirlerinin yaklasik %5’1 “germ-tiip”
olusturmayabiliyorsa da hemen hemen hepsi klamidospora sahiptirler. Eger “germ-tiip”
testi negatif ve musir unlu agarda klamidosporlar goriilmediyse C.albicans

dislanabilir.1%%



Sekil 2. Candida albicans misir unlu agarda klamidospor goriintiisii (Calismadan)

Candida tropicalis; misir unlu agar preparatinda psédohif boyunca o6zellikle
daralma kisimlarinda tek veya diizensiz yerlesimli blastokonidi kiimeleri olusturmasiyla
tanimlanabilir. Ancak bu olusumlar 6zellikli olmadig1 i¢in karbohidrat asimilasyon

testlerine ihtiyag vardir.*®

Candida glabrata; diger mayalara nazaran ¢ok yavas (48-72 saat) iirer. En
Oonemli karakteristik Ozelligi misir unlu agar preparatinda 2-3 mm boyutunda bir
birinden ayrilmayan diizgiin sekilli maya hiicre kiimelerinin goriilmesidir. Hif veya
psodohif goriilmez (Sekil 3). Gliikoz ve trehalozu asimile eder. Uriner sistem
infeksiyonu etkenidir ve idrar Orneklerinden izole edilen mayalarin %:20’sini
olusturmaktadir.’® C. glabrata igin flukonazol tedavisi almis olmak, ileri yas,

gastrointestinal cerrahi ve intravendz ilag kullanimi en yaygin risk faktorleridir.3#

Sekil 3. Candida glabrata misir unlu agarda goriintiisii (Caliymadan)



Candida parapsilosis; misir unlu agar preparatinda ¢ali goriintiisii ile kolayca
ayirt edilebilir (Sekil 4). Biyofilm olusturma 6zelligi sayesinde TPN alan hastalardan
izole edilebilir.?® C. parapsilosis i¢cin SVK, TPN, yakin zamanda gegirilmis cerrahi,
ekinokandin kullanim1 ve kotii infeksiyon kontrolii 6nemli risk faktoriidiir ve ozellikle

cerrahi YBU’lerinde daha yaygindir.®>?°

Sekil 4. Candida parapsilosis misir unlu agardaki ¢cal goriintiisii x40 (Calismadan)

Candida krusei; mikroskobik incelemede psodohiflerle birlikte uzamis “agac
benzeri” dizilis gosteren blastokonidyumlar1 spesifikdir. Biyokimyasal 6zellikleri ile
diger tiirlerden ayirt etmek miimkiindiir. Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda 6nemli bir

etkendir. Flukonazole dogal direnglidir.1%°

Candida kefyr; misir unlu agar preparatinda yalanci hifler ve uzamig dikdortgen
blastokonidyumlar1 rahatlikla gorebiliriz. Blastokonidyumlar ¢ogu kez yalanci hiften
ayrilip bir biriyle ¢apraz kiimeler olusturarak “irmakta yiizen kiitiik dizileri” benzeri
dizilim gosterir. Karbohidrat asimilasyon profili ile diger tiirlerden kolayca ayirt

edilebilirler.1%24

Candida lusitaniae; C. tropicalis ve C. parapsilosis ile morfolojik yapi itibariyle
benzesmektedir, sellobiyoz fermentasyonu ve ramnoz asimilasyonu ile birbirlerinden
ayrilirlar. Amfoterisin B’ye karsi sporadik diren¢ goriilmektedir. Ancak bu direncin

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.1%24

Candida dubliniensis; filogenetik analizlerde Candida albicans ile yakin akraba
olarak tanimlanmigtir. C. albicans’tan 45°C’de tireyememesi, bol miktarda klamidospor

iretmesi, 6zel besiyerinde lireyebilmesi, karbohidrat asimilasyon profili ve beta-



glukosidaz aktivitesinden yoksun olmasiyla ayrilir. Bu iki tiirli ayirt etmede en gilivenli
yontem DNA sekanslama veya ‘“Matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS)’dir. Diren¢ bakimindan C. albicans ile
benzerdir. C. dubliniensis, in vivo/in vitro ortamlarda flukonazole karsi hizli direng

olusturdugu i¢in dogru tanimlanmas1 mithimdir.1%%°

Candida gquilliermondii; misir unlu agar preparatinin  mikroskobik
incelenmesinde, psddohif olusumu ¢ok fazla veya ¢ok az olabilmektedir. Blastosporlar1

kisacik zincir kiimeleri seklinde goriilebilir.®

2.3. Viriilans Faktorleri

Candida tiirleri normal mikrobiyotanin bir pargasidir. Kommensal
mikroorganizmalar olduklar1 i¢in viriilanslarinin diisiik oldugu diisiiniiliiyor ancak son
yillarda Candida infeksiyonlar1 6zellikle non-albicans Candida infeksiyonlar1 giderek
artiyor. Candida’lar, konakta ¢ogalmak ve konaga zarar vermek lizere bir¢ok viriilans
faktorlerine sahiptirler. Mantarlar keratinaz, kollajenaz, fosfolipaz ve asit proteinaz gibi
besin maddelerinin aliimindan, konak dokusuna tutunma, dokunun invazyonu ve
konak viicudunda yayilma ile baglantili hiicre dis1 enzimler {iretirler. Konagin ortam
pH’1na uyum saglama, 37°C’de ¢ogalabilme yetenegi, fenotipik doniisiim, polimorfizm,
cesitli yapisma mekanizmalar1 ve biyofilm olusumu en 6nemli viriilans faktorleridir
(Sekil 5). Viriilans faktorlerinin ve Onemli genlerin tanimlanmasi yeni antifungal

ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut vadetmektedir.26:27.28.29
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Sekil 5. Candida albicans’n viriilans mekanizmalan?®

2.3.1. Adhezyon ve adezin molekiilleri

Candida albicans kateterler, greftler gibi cansiz yiizeylere ve canli mukozal

dokulara sahip oldugu dzel proteinleri (adhezin molekiilleri) ile yapismaktadir,26:2":29

-Als (agglutinin like sequences) proteinleri:

Candida albicans, canli ve cansiz yiizeylere yapismada énemli role sahip olan 6zel
bir protein ailesine sahiptir. Sekiz iiyeden olusan bu Als proteini ailesi (Als1-7 ve Als9)
simdiye kadar en iyi arastilan C. albicans adhezinleridir?® ALS genleri,
glikozilfosfatidilinozitol (GPI) aracili hiicre yiizeyi glikoproteinlerini kodlar. Als
proteinleri konak dokularma baglanmada rol alirlar. Sekiz Als proteininden, hif ile
iliskili adhezin Als3 o6zellikle yapisma i¢in 6nemlidir.?’ Oral mukozit ve vajinit
durumlarinda asir1 Als3 gen ekspresyonu goriiliir. Biyofilm olusumu sirasinda Als

proteinlerinin adhezyon igin biiyiik éneme sahip oldugu bildirilmistir. 22
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-Hwp (hyphal wall protein) hifal hiicre proteinleri:

Hif olusturma 6zelligi C. albicans’in en 6nemli virtilans faktorlerindendir. In vitro
kosullarda hif olusturamayan tiirlerin virtilans1 genellikle zayiftir. Hwpl, Als3, Sap4,
Sap5, Sap6 ve hif baglantili Ecel ve Hyrl gibi genlerin ekspresyonu hif olusturma
ozelligini tetiklemektedir. Hif spesifik G1 siklinle iligkili bir proteini kodlayan Hgcl
gen mutasyonu, maya formunda biiyiimeye devam eden ancak hif {iretemeyen
hiicrelerle sonuglanir.?®?® Bununla birlikte bu Hgel mutant hiicreler halen Hwpl, Ecel,
Hyrl ve Als3 gibi dort 6nemli hif iliskili proteinlerin ekspresyonuna devam
edebilmektedirler. Hwpl ve Als3 adezinlerinin biyofilm olusumuna da katkida

bulundugu goésterilmistir.328

Hwp 1 memelilerin doku transglutaminazlari i¢in substrat oldugundan C. albicans
hiflerinin konak dokularina siki bir sekilde baglanmasini saglar. Hwpl ve Hgcl geni
devre dis1 birakilan mutant Candida’larin dokulara baglanma kapasitelerinde azalma ve
boylece sistemik infeksiyonu olan bir deneysel hayvan modelinde diisiik viriilans
sergilemesi, hif olusumunun basli basina énemli bir viriilans 6zelligi oldugu goriislinii

desteklemektedir, 232728
-Diger adezinler:

GPI aracili proteinler (Eapl, Iff4 ve Ecm33), hiicre duvariyla iligkili proteinler
(Mp65, B-glukanaz, Phrl, B-1,3 glukanosil transferaz), hiicre yiizeyiyle iliskili
proteazlar (Sap9 ve Sapl0) ve integrin benzeri yiizey proteini Intl gibi proteinler

bunlara rnek gosterilebilir.2”3031

C. albicans konak hiicrelerine girmek i¢in Als3 ve Ssal (1s1 soku proteini 70 (Hsp70)
ailesinin hiicre yiizeyinde eksprese edilen bir {iyesi) aracili indiiklenmis endositoz ve
heniiz tanimlanmamis molekiiler yolaklarin aracilik ettigi aktif penetrasyon gibi iki

farkl1 mekanizma kullanabilen ¢ok dnemli bir patojendir.?6:32

-Mannoprotein;

Mantar hiicre duvarmin en temel komponentlerinden biri olan karbonhidratlarin
%?20-30’u mannoproteinlerden olusur. Bu proteinler insan epitel hiicreleri ylizeyindeki

ligandlarla baglant1 kurarlar. Béylece mukozal epitele tutunarak ileri evrede oral ve



12

vajinal kandidiyazise yol agabilirler. Candida’lar vaskiiler endotele adherans saglayip

kan beyin bariyerini asarak menenjite yol acabilirler.?®33

2.3.2. Temas sinyali, Dimorfizm ve Tigmotropizm

Candida albicans canli veya cansiz bir yiizeyle temas ettiginde maya hiicreleri maya
formundan hifal formlara gegis yaparak biyofilm olusturabilmektedirler.?® Bu gecisin
ilk agamas1 germ tlip olusumudur. Noétral pH, ortam 1s1s1, %5,6 CO2 gibi faktorler hifal
forma gegisi kolaylastiran faktorlerdir.®* Mayadan hifal forma déniisiimde Cchl, Phrl,
Midl, Ecel, Figl, Hyrl ve Rbfl gibi genler énemli diizenleyici genlerdendir.?%%
Infeksiyonun ilk asamasinda maya formlar yiizey epitel hiicrelerinin igine girer,
Dokulara yayilim gosterir. Daha sonraki asamalarda fagositoz yapan immun sistem
hiicrelerinin etkisinden ka¢gmak i¢in hifal forma gecis olur. Farkli cikintilara sahip
yiizeylerde hifal yapilar giderek tiim yonlerde biiyiimeye baslar ki buna da
tigmotropizm denir.?® Hifal formdaki mantarlar fagositer hiicreleri mekanik olarak veya
proteazlarla lizise ugratarak kacar ve diger dokulara yayilir. Dokuda ciddi hasar ve

yaygin invazyona yol agar. Ozetle mayalar dokuda yayilim; hifler ise dokuda ciddi

hasar ve invazyon yaparlar.?%

2.3.3. Fenotipik doniisiim

Candidalar o6zellikle C.albicans konaktaki ¢evresel kosullara uyumu
kolaylastirmak i¢in fenotipik degisim gosterirler. C. albicans tiirlerine ait koloniler
diizgiin, halka, yildiz sekilli, ¢izgili, burusuk, tiylii gibi farkli koloni morfolojik
degisimler gosterirler. Tiim bu degisimler infeksiyon sirasinda daha virulan ve daha
etkili olma amaciyla diizenlenmektedir. Kolonilerdeki beyaz-opak degisim (w-0)
(white-opaque) en iyi bilinen fenotipik doniisiimdiir.?® Beyaz hiicreler oval, opak
hiicreler ise uzamis fasulye seklindedirler. Beyaz hiicreler daha viriilandirlar ve sistemik

infeksiyonlara yol acabilmektedirler.26:%2

2.3.4. Biyofilm

Candida albicans’in diger bir 6nemli viriilans faktorii, canli (mukozalar) veya
cansiz (kateterler) ylizeyler lizerinde biyofilm olusturma yetenegidir. Kateterler,
protezler, greftler, santlar ve mukozal yiizeylere kolonize olan maya ve hifal yapilarin

ekstraseliiler matriks tarafindan cevrelendigi yapiya biyofilm denir.?6%
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Elektron mikroskopisi ¢alismalarinda C.albicans biyofilmi, ilk 3-6 saat igerisinde
adhezin aracili tutunma ve sonrasinda germ tiip olusumu asamalarini takiben 24-48 saat
sonra, icerisinde mayalar, yalanci hif ve gercek hiflerin bulundugu ve kalinliginin 25-
450 pm aras1 oldugu olgun bir yapidir. Biyofilm yapimindan sorumlu temel elemanlar
hifal formdaki mantar yapilaridir ve bu siiregcte de Efgl ve Cphl genlerinin 6nemi ¢ok
biiyiiktiir. Bu genlerde mutasyon oldugunda sadece maya hiicrelerini igeren tek katli
ince bir biyofilm olusmaktadir.?®* Genellikle biyofilmin taban kisminda mayalar, iist
kisminda ise hifal formlarin yer aldigi saptanmistir. Olgun biyofilmler, planktonik
hiicrelere kiyasla antimikrobiyal ajanlara ve konagin immiin faktorlerine ¢ok daha
direnglidir. Artan direngten sorumlu faktorler arasinda biyofilmlerin karmasik yapisi,
biyofilm matriksi, ilag eflilks pompalarinin artan ekspresyonu ve metabolik plastisite
bulunmaktadir. Olgun biyofilmden koparak ayrilan maya hiicrelerinin daha viriilan
olduklar1 deneysel fare modellerinde gosterilmistir.?®*® Hsp90, yakin zamanda C.
albicans biyofilmlerinden maya hiicrelerinin kopmasi ve biyofilmin antifungal
direncinden sorumlu protein olarak tanimland1.3? Biyofilm olusumunu kontrol eden yeni
tanimlanmis Ndt80, Robl ve Brgl gibi transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Bu
faktorlerden herhangi birinde (BCRI1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 veya BRG1)
mutasyon gelismesi, in vivo fare modellerinde kusurlu biyofilm olusumuna neden
olmustur.’” BGL2, PHRI veya XOGI’den yoksun mutantlarin olusturdugu
biyofilmlerin hem in vitro hem de in vivo olarak flukonazole daha duyarli oldugu
gosterilmistir.3® Ayrica son arastirmalar, C. albicans biyofilmlerinin nétrofiller
tarafindan oldiirilmeye direngli oldugunu gostermektedir. Hiicre disi matriksteki -

glukanlarm C. albicans"i bu saldirilardan korudugu kanitlanmistir, 368

Biyofilmi olusturan mikrop topluluklarinda gen ekspresyonlarinin regiile
edilmesinde “Quorum Sensing”in (hiicre-hiicre sinyal iletisim mekanizmas1) rolii ¢cok
mithimdir. Bu hiicreler aras1 sinyal mekanizmasi sayesinde gereksiz hiicre artis1 ve
besin i¢in rekabetin yani sira biyofilmin uzak boélgelere yayilimimin ve infeksiyonun
kontrolii saglanmaktadir. Ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda, biyofilmden
kopan maya hiicrelerinin metastatik yayilimi1 sonucu sistemik infeksiyonlar ortaya

cikabilir. 263
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2.3.5. Salgisal Hidrolazlar

Konak hiicre yiizeylerine adhezyon ve hif yapilarinin biiylimesini takiben,
C.albicans hifal yapilar1 doku hiicrelerine aktif penetrasyonunu daha da
kolaylastirabilen hidrolitik enzimler (hidrolazlar) salgilamaktadir. Ek olarak salgilanan
hidrolazlarin hiicre dis1 besin aliminmn etkinligini arttirdigi diisiiniilmektedir.3! C.
albicans tarafindan ti¢ farkli grup hidrolaz salgilanmaktadir: proteazlar, fosfolipazlar ve

lipazlar.?®
-Salgisal aspartil proteinazlar (SAP):

Infeksiyon sirasinda besin saglamak igin albumin, hemoglobin, keratin, kollajen,
laminin gibi konak proteinlerini lizise ugratmak, immiinglobulinleri, kompleman sistem
proteinlerini hidrolize ederek konak direng mekanizmalarindan kaginmak ve adhezyon,
invazyon sirasinda konak bariyerlerinin bozulmasimi saglamak proteazlarin baslica

gorevlerindendir.2%-30:39

Salgisal aspartik proteazlar 10 SAP geninden olusan bir gen ailesi tarafindan
kodlanir ve C. albicans‘in en 6nemli virulans faktorlerinden birini olusturur. SAP1-3
yalnizca mayalarda bulunur ve diisiik pH’da aktif olup erken aderens, invazyon ve
kutan6z infeksiyonda rol alirlar. SAP4-6’nmin ise hifal formlar tarafindan eksprese
olmaktadirlar; yiiksek pH’da aktifdirler ve kolonizasyonda ve dokulara invazyonda
etkindirler.®® SAP8 o6zellikle penetrasyondan sorumludur. Hem maya hem de hifal
formlarda bulunan SAP9 ve 10 mantar hiicre yiizeyine GPI bdlgeleri ile bagl bulunan
izoenzimlerdir. Pepstatin gibi bir asit proteinaz inhibitorii varliginda Candida’larin

virulans yeteneklerinde azalma saptanmugtir.°°
-Fosfolipazlar:

Fosfolipaz enzimi hiicre membranlarindaki fosfolipitleri lizise ugratan enzimlerdir.
Candida blastosporlarmin konak hiicre membranina temas etmesiye konak doku
invazyonu baslar. Bu temas sonrasi blastosporlardan invazyon i¢in gerekli olan hifal
yapilar gelismeye baslar. Bu esnada fosfolipaz aktivitesi olduk¢a yogundur. Fosfolipaz
ailesi dort farkli smiftan (A, B, C ve D) olusur. B siifinin sadece bes iiyesi (PLB1-5)
hiicre digina salinarak konak hiicre membranlarinda bulunan fosfolipidleri pargalar ve
doku invazyonda 6nemli rol oynarlar. Besiyerine yumurta sarisi eklenerek fosfolipaz

aktivitesi degerlendirilebilir.?640
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-Lipazlar:

Ekstraselliiler lipazlar 10 iiyeden olusmaktadirlar (LIP1-10). Hayvan ¢alismalarinda
LIP8 mutasyonunun farelerde diisiik viriilansa yol ag¢tigi ve lipazlarin C.albicans

patojenitesinde ¢ok fazla 6neme sahip oldugu gosterilmistir.?64

2.4. Epidemiyoloji ve Bulas Yollar:

Kandidemi &zellikle YBU’de takip edilen agir hastalarda mortalite ve morbidite
artisina ve hastanede kalis siiresinin uzamasina yol acan Onemli bir hastane
infeksiyonudur. Kandidemilerin %75-80°i hastane kaynakli olup bunlarin da %25-
50°den fazlas1t YBU’de ortaya ¢ikmaktadir. YBU’de fungal infeksiyonlar endojen veya
ekzojen kaynakli olabilir. Candida’lar deride, el ve ayak tirnaklarinin altinda, vajina ve
tiretrada kommensal olarak normal floramizda bulunabilir. Esas kolonizasyon bolgeleri
tim GIS’tir. Bu nedenle Candida infeksiyonlar1 g¢ogunlukla konagin endojen
florasindan kaynakli olarak gelismesine ragmen nozokomiyal bulas da tanimlanmistir.
Nozokomiyal infeksiyonlarda saglik calisanlarinin elleri, kontamine infiizyon sivilari,
tibbi cihazlar en Onemli ekzojen kaynaklardir ve bu tiir bulagsmada ozellikle C.
parapsilosis etken olarak saptanmaktadir.*?*® Hastane infeksiyonlari gelisiminde en
onemli mekanizmalardan biri ¢apraz kontaminasyon yolu ile hastadan hastaya bulastir.
Bu bulagsta bahsi gecen ekzojen kaynaklar 6nemli rol oynar. Yapilan bir¢ok ¢alismada
YBU’lerindeki Candida albicans etkenli salginlarda saghik caliganlarinin ellerinin

kaynak olarak saptandig1 raporlanmistir.*3

2.4.1. Candida tiirlerinin prevalansi

Invaziv Candida infeksiyonlarinin en sik etkeni C. albicans’tir ancak son yillarda
non-albicans Candida tiirleri tarafindan olusturulan infeksiyonlarin sikliginda artis
olmustur.** Amerika Birlesik Devletleri'nde 2004-2008 yillar1 arasinda yiiriitiilen cok
merkezli bir siirveyans ¢alismasinda, kandidemi gelisen 2019 hastanin %54' albicans
dis1 Candida tiirlerini ve %46’s1 C. albicans’t temsil ediyordu. C. glabrata tim
kandidemi vakalarinin %26’sindan, C. parapsilosis %16, C. tropicalis %8 ve C.
krusei %3’iinden sorumluydu.”® Diger calismalarda, her tiiriin insidans1, farkli hasta
popiilasyonlar1 ve cografi bolgelerde degisiklik gosterse de benzer bir siklik sirasi

gozlenmistir. 4474 Omek olarak Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
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hastanesinde C. albicans'tan sonra kan dolasimi infeksiyonuna neden olan en yaygin
tiirler, sirastyla C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis olarak bildirilmistir.>

Non-albicans Candida tiirlerinin prevalansini bilmek Onemlidir ¢ilinkii antifungal
ajanlara duyarlilik tiirler arasinda farklilik goOsterir. Azol tiirevi ilaglarin yaygin
kullanim1 C. albicans gibi daha duyarl tiirlerin prevelansinda azalmaya ve azoller i¢in
daha yiiksek MIK (minimum inhibitdr konsantrasyon) degerleri gosteren C. krusei ve C.

glabrata gibi tiirlerde artmaya sebep olmustur.*

2.4.2. Candida auris'in Ortaya Cikisi

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) 2016 yilinda ¢oklu ilaca direncli
(MDR) ve yiiksek oliim oranina sahip bir maya olan Candida auris'in bir g¢ok
uluslararas1 merkezde saglik bakimi ile iliskili infeksiyonlara neden olduguna dair
uyarilar yaymladi.>® C. auris ellerde ve gevre yiizeylerde kolonize olabilmekte ve saglik
tesislerindeki salginlara neden olmaktadir. Otuzdan fazla iilkede tespit edilmistir ve yeni
vakalar tespit edilmeye devam ediliyor.**
Bazi C. auris suslart 3 ana antifungal sinifina karsi yiiksek minimum inhibitor
konsantrasyonlarina (MIC) sahiptir ve bu da tedavi segeneklerini ciddi sekilde
kisitlamaktadir. C. auris geleneksel biyokimyasal yontemleriyle yanliglikla bagka bir
maya (C. haemulonii, C. famata, C. sake, C. catenulata, = Rhodotorula
glutinis ve Saccharomyces cerevisiae) olarak tanimlanabileceginden tanimlama igin
ozel yontemler gerektirir.! 2009’dan beri dort kitada dokuz iilkede goriilmesi C.
aurisin saglik tesislerinde salginlara neden olma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. CDC saglik tesislerini hastalarda C. auris igin dikkatli olmalart

konusunda uyariyor.>

2.5. Invaziv Kandidiyazis Risk Faktorleri

Kandidemi gelisimi agisindan en yiiksek riske YBU’deki kritik hastalar ile major
cerrahi gecirmis ve bagisikligi baskilanmis hastalar sahiptir. Amerika Birlesik
Devletleri’nin bazi bolgelerinde damar i¢i ilag kullanicilar1 arasinda artan kandidemi
oranlar1 gdzlenmistir.>? Candida tiirleri ile infeksiyon gelisiminde Toll-like reseptdrlerin
(TLRs) ve sitokin yolaklarindaki konaga 6zgii polimorfizmlerin dnemli bir role sahip

oldugu da diisiiniilmektedir.>
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2.5.1. Yogun bakim

Yogun bakim {initelerindeki hastalar ¢ogu hastanede en fazla sayida kandidemi
vakasindan sorumludur. Yogun bakimda infekte hastalardaki mikroorganizma
siralamasina baktigimizda Candida’lan ilk iigte gorebiliriz.” Cerrahi iiniteler, 6zellikle
travma, yanik ve yenidogan tniteleri en yiliksek Candida infeksiyon oranlarina sahiptir.

lleri yas, travma ve yaniklarla iliskili risklerin yani sira, diger faktorler asagidakilerdir®:

Santral venoz kateterler (SVK)

Agir sepsis ve septik sok varligi

TPN

Genis spektrumlu uzun siireli antibiyotik kullanimi

Yiiksek ‘Sequential Organ Failure Assessment’(SOFA), qSOFA, APACHE ve
‘Candida Skoru’

ABH, 6zellikle hemodiyaliz gerekiyorsa

RN NN

Gegirilmis abdominal cerrahi,

Gastrointestinal sistem perforasyonlar1 ve anastomoz kagaklari

AR NERNERN

Hastanede yatis siiresi

Azol tiirevi antifungallerin profilaktik ve terapotik kullanimi  non-albicans
Candida’larmn gelisimi igin risk faktoriidiir.® Calismalarda non-albicans Candida tiirleri
ile gortilen kandidemilerde bir takim spesifik risk faktorleri olabilecegi belirtilmektedir.
C. parapsilosis i¢in; cerrahi operasyon oOykiisti, SVK varligi ve TPN uygulanimi, C.
krusei igin; 16semi, kemik iligi transplantasyonu (K/T), azol profilaksisi, yiiksek ‘Acute
Physiology and Chronic Healthy Evoluation II’ (APACHE II) skorlari, C. glabrata igin;
azol profilaksisi, solid organ malignitesi, organ nakli, iiriner ve vaskiiler kateterlerin

kullanimu risk faktorii olabilecegi belirtilmistir.*?

2.6. Patogenez ve Patoloji
Cilt-mukoza bariyeri ve hiicresel immiinite Candida tiirlerinin invazyonunda ¢ok
ciddi 6neme sahiptir. Candida’lar cilt, gastrointestinal mukoza ve vajen mukozasinda

yaygin olarak bulunurlar. Herhangi bir nedenle bagisiklik sistemi veya anatomik
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baryerler bozuldugunda kan yoluyla dokulara invaze olarak yasami tehdit eden
patolojilere yol agabilmektedirler.2%3%*

Saglam cilt Candida tiirlerinin invazyonunu engelleyen en etkili bariyerdir.
Intravaskiiler kateterizasyon, iilserasyon, basi yarasi, yamk gibi cilt baryerinin
bozuldugu durumlarda Candida’lar kolayca sistemik dolasima gegebilirler. Maya
hiicreleri lamina propriaya ulastiktan sonra kanda makrofaj icinde veya serbest olarak
saptanabilmektedirler.?® Saglam gastrointestinal sistem (GIS) mukozas:1 Candida tiirleri
ile dolasim invazyonunu 6nlemede bir diger mekanik bariyerdir. Antimikrobiyal ilaglar
GIS mikrobiyotasini bozarak mantarlarm secilip gogalmasina zemin hazirlar ve hastada
invaziv infeksiyona neden olabilir. Bagirsak liimeninden Candida'lar kolayca sistemik
dolasima transloke olabilmektedir.?®>4

Konagin hiicre aracili immiinitesi invazyona kars1 oldukga etkili ikinci bir savunma
mekanizmasidir.  Candida’lar  bariyerleri asip kan dolasimma  gectiginde
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) psodohiflere hasar verme, blastosporlar1 fagosite
etme ve Oldiirme yetenegiyle savunmada rol oynarlar. llaclarin ya da hastaligin sebep
oldugu ciddi graniilositopenisi olan hastalarda [K gelismesi, savunmada graniilositlerin
onemli rol oynadigim  desteklemektedir.?®%*  Notrofil ve  monositlerin
miyeloperoksidazinin ya da hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon yapim kapasitesinin
olmamasi, C. albicans’in etkili bir sekilde Oldiiriilmesini engeller. Lenfositlerin
savunmadaki roliiniin énemi klinik gdzlemlere dayanmaktadir. Kronik mukokiitandz
kandidiyazis ve Edinsel Immiin Yetmezlik Sendromu (E[YS/AIDS) gibi hiicresel
immiinite bozukluklarinda orofarengeal kandidiyazis, Candida 6zefajiti gibi mukoza
invazyonuna sik rastlanmaktadir. Orofarengeal kandidiyazis ve Candida 6zefajiti AIDS
tamimlayici hastaliklardan biridir.>®

Invaziv kandidiyaziste mukozal yiizeylerle beraber birden fazla organ tutulumu ve
parankimal apseler goriilebilir. Yaygin kandidiyaziste PMNL’lerden olusan
mikroapseler ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu tipiktir. Kroniklesen olgularda
histiyositler, dev hiicreler ve epiteloid hiicrelerin yer aldig1 graniilomatdz reaksiyonlar
da gozlenebilir.>* Agir immiin yetmezligi olan olgularda inflamatuvar reaksiyon ¢ok az

veya hi¢ olmadigindan apseler yalnizca Candida’lar1 ve nekrotik dokuyu igerir.>*
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Candidalarin kan dolasimina erismesini saglayan ii¢ ana yol vardir:
v' Gastrointestinal sistem mukozal bariyer yoluyla
v Damar i¢i kateter yoluyla

v Genitotiriner kanaldan - Piyelonefrit gibi lokalize bir infeksiyon odagindan

Gastrointestinal sistem - Gastrointestinal sistem mukozasindan penetrasyon, Candida
tiirlerinin hem notropenik hastalarda hem de yogun bakim hastalarinda kan dolagimina
girmesi icin muhtemel en yaygin mekanizmadir.>’ Candida tiirleri normal bagirsak
mikrobiyotasinin bir parcasidir; yukarida belirtilen faktorlerin ¢ogu, mayalarin asir
bliylimesine ve ardindan bagirsaktan kana translokasyonuna neden olur. Bagirsak
mukozasin1 bozan major operasyonlar, kemoterapétik ajanlar, hematolojik maligniteleri
olan kemoterapdtik ajan tedavisi alan hastalarda GIS mukozal hasar1 sonucu
Candida'nin bagirsaktan kana translokasyonuna yol agar.>’

Intravaskiiler kateterler - Intravaskiiler Kateterler, 6zellikle SVK, Candida kan
dolasimi infeksiyonu i¢in onemli bir kaynak olmaya devam etmektedir.® Kalic1 vaskiiler
cihazlarin, 6zellikle de merkezi kateterlerin Candida kolonizasyonu, yerlestirme veya
giris yerinde meydana gelebilir ve daha sonra kandidemiye yol agabilir. TPN kandidemi
icin onemli bir risk faktoriidiir. TPN'nin kandidemi riskini arttirdigi mekanizma tam
olarak anlasilmasa da, bir in vitro galismada TPN soliisyonlarinda bulunan lipid
emiilsiyonunun silikon-elastomer kateterlerde biyofilm {iretimini arttirdigt ve C.
albicans biiyiimesini destekledigi 6ne siiriilmiistiir.*?

Lokalize odak - Lokalize bir infeksiyon odagindan Candida’larin kana yayilimu
goreceli olarak nadirdir, ancak mantar topu ile tikanma veya infekte idrar akisini
onleyen dis kompresyon ile iliskili artan Candida idrar yolu infeksiyonu iyi
tanimlanmistir.*®

Kolonizasyon - Candida tiirleri ile kolonizasyon neredeyse her zaman kandidemi ve
invaziv kandidiyaz icin gerekli bir 6n kosuldur. YBU’de yatmakta olan hastalarda
mukozalarm Candida albicans ile kolonizasyon oram yiiksektir.?® Bununla birlikte,
kolonizasyon tek basina hangi hastalarin fungemi gelistirecegini  tahmin
etmez. Yukarida belirtildigi gibi, kolonizasyona ek olarak baska risk faktorlerine de
ihtiya¢ vardir. Risk faktorleri ve Candida tiirleri ile kolonizasyon olsa bile ¢ogu hasta

kandidemik hale gelmeyebilir.
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2.7. Invaziv Candida Infeksiyonlari

Candida tiirleri ile infeksiyonun klinik belirtileri, lokal mukozal infeksiyonlardan
multi organ yetmezligi ile derin doku tutulumuna kadar uzanmaktadir.®® Candida tiirleri
gastrointestinal ve genitoiiriner sistem mikrobiyotasinin bir pargasi olarak bulunsa da,
bu bolgelerdeki mukozal baryerin bozulmasiyla derin doku tutulumu ve invaziv
hastalifa neden olma egilimindedirler. Ozellikle YBU’de genis spektrumlu
antimikrobiyal ajanlarin kullanimi1 gastrointestinal kanaldaki bakteriyel mikrofloranin
baskilanarak mayalarin secilip ¢ogalmasina ve invaziv hastalifin olusumuna yol

acmaktadir.®

2.7.1. Kandidemi ve Akut Dissemine Kandidiyazis

Kandidemi Candida tiirlerinin etken oldugu kan dolasimi infeksiyonudur.
Bagisiklig1 baskilanmis hastalar ve YBU’deki hastalar en yiiksek risk altindadir. Ates en
sik semptomdur. YBU’de mortalite %401 gegmektedir.® Akut dissemine veya invaziv
IK hematojen yayilim yoluyla birden fazla organ tutulumunun oldugu bir sendromdur.
Goz lezyonlari, deri lezyonlar1 ve daha az yaygin olarak kas apseleri en belirgin klinik
belirtilerdir. Der1 lezyonlar1 viicudun herhangi bir bélgesinde eritemli bir tabanda
birdenbire agrisiz piistiil kiimeleri seklinde ortaya ¢ikma egilimindedir. Lezyonlar,
kolayca gozden kagabilen merkezi nekrotik kiiciik piistiillerden nodiiler olanlara
kadar farklilik gostebilir. Agir notropenik hastalarda lezyonlar piistillerden ziyade
makiiler olabilir. Bir piistiil tabaninin bir nester bicagi ile kazinmasiyla elde edilen
materyalin Gram boyamasinda mayalari gorebiliriz ve  kiiltirinde  Candida
tiirlerini iretebiliriz. Alternatif olarak, histopatoloji ve kiiltiir i¢in deri lezyonlarinin
punch biyopsileri yapilabilir.®* Bu tipik periferal tutulum bolgelerine ek olarak sistemik
multiorgan tutulumu da gorebiliriz. Otopsi calismalar1 6zellikle bobrekler, kalp,
karaciger, dalak, akcigerler, gozler ve beyinde belirgin olan yaygin visseral

mikroapseleri ortaya ¢ikarmistir.

2.7.2. Hepatosplenik veya Kronik Dissemine Kandidiyazis
Hepatosplenik kandidiyazis (ayn1 zamanda kronik dissemine kandidiyazis olarak
da adlandirilir) nétropeniden yeni ¢ikmis hematolojik maligniteleri olan hastalarda

gortliir. Baz1 hastalarda belgelenmis bir kandidemi epizodu vardir; digerlerinde,
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hastanin nétropeni dénemi sirasinda kandidemik oldugu varsayilir. Candida tiirlerinin
portal sistem yoluyla hepatosplenik kandidiyazise yol acabilecegi diistiniiliiyor.

Yakin zamanda nétropeniden ¢ikmig bir hastada yiiksek ates, sag iist kadranda agri,
bulanti, kusma goriilmesi akla hepatosplenik kandidiyazisi getirmelidir. Laboratuvar
testlerinde serum alkalin fosfataz (ALP) yiiksekligi mevcuttur. Karaciger, dalak ve
bazen bobreklerde farkli kalici mikroapseler meydana gelebilir. Ultrason veya
bilgisayarli tomografi ile karaciger ve dalaktaki ¢ok sayida karakteristik radyoliisen

lezyonlar goriilerek tan1 konulabilir. Olgularin cogunda kan kiiltiirleri negatiftir.*

2.7.3. Invaziv fokal infeksiyonlar

2.7.3.1. Uriner Sistem Kandidiyazisi

Kandidiiri hastanede yatan iiriner kateteri olan ve antibiyotik kullanan hastalarda
yaygindir ancak kolonizasyonu infeksiyondan ayirt etmek genellikle zordur. Yogun
bakim hastalarinin idrarlarindan en sik izole edilen patojen Candida’lardir. Bir
calismada bu olgularin %75’inin tedavisiz kendiliginden negatiflestigi goriilmiistiir.
Hastalarin sadece %4’ii semptomatiktir.®> Hematojen yayilima sekonder piyelonefrit
gelisebilir ve tipik olarak c¢oklu mikroapseler ile karakterize edilir. Genellikle tek
taraflidir ve tikayici bir fungus topunun gelismesiyle komplike hale gelebilir. Uriner
sistem kandidiyazisine en sik sebep olan tiir C. albicans, ikinci en sik tiir ise

C.glabrata’dir.®

2.7.3.2. invaziv Pulmoner Kandidiyazis

Candida pnomonisi olduk¢a nadir goriilmektedir.®® Solunum sekresyonlarinda
Candida iiremesi genellikle kolonizasyonu gosterir. Bu yilizden ger¢ek infeksiyonu
kolonizasyondan ayirt etmek giictiir. Agir hastalarda orofarenks iceriginin aspirasyonu
sonrast ¢ok nadir olarak Candida pnomonisi ve apsesi gelistigi gosterilmistir. Balgam
kiiltiiriiniin tam de@eri ¢ok diisiiktiir. YBU’de yatan non-ndtropenik hastalarin
bronkoalveoler lavaj (BAL) kiiltiiriinde Candida tiremesinin pozitif prediktif degeri
(PPV) <%30 olarak gosterilmistir.%*
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2.7.3.3. Intraabdominal Kandidiyazis
Yogun bakim finitelerinde kandidemiden sonra ikinci en sik gorilen K’tir.
Candida siklikla gastrointestinal sistem perforasyonu, bagirsak cerrahisi sonrasi
anastomoz kagaklar1 veya akut nekrotizan pankreatit sonrasinda ortaya ¢ikar.? Cerrahi
drenaj gerektiren multilokiile apseler olusabilir. Periton diyalizi alan son donem bdbrek
hastalig1 olan hastalarda agir seyredebilir. C. albicans intraabdominal infeksiyonlarda
en sik izole edilen tiirdiir ancak C.glabrata artis egilimindedir.
Tan1 i¢in asagidakilerden en az biri gereklidir:?
v Cerrahi veya kateterle alinan nekrotik veya piiriilan batin i¢i ornekte Candida
tiremesi veya direkt mikroskopta goriilmesi
v" Sekonder ve tersiyer peritoniti olan bir vakada baska bir patojen olmadan kanda
Candida iiremesi
v Batina yerlestirilen drenaj kateterlerinden ilk 24 saat igerisinde alian Grnekte

Candida uremesi

2.7.3.4. Endoftalmit ve Koryoretinit

Candida endoftalmiti ve koryoretinit travma, goz ameliyatindan sonra veya
hematojen yayilim ile gelisebilir.® Bu yiizden tiim kandidemi vakalarinda ilk bir hafta
icerisinde g6z dibi muayenesi yapilmalidir. lIkin bagvuru semptomu goérme
keskinliginde azalmadir; agr1 bazen ortaya ¢ikabilir. Koryoretinal tutulumun klasik
bulgular1 retinada fokal, derin, beyaz, infiltratif lezyonlardir. Vitréz genisleme
oldugunda bulaniklik, puslu bir goériintii mevcuttur; bazen ‘vitreusda kabarik beyaz
toplar’ veya ‘kartoplar’’ goriliir. Derhal tedavi edilmezse infeksiyon gérmeyi tehdit
edebilir. Tedavide 4-6 hafta siire ile intravenéz flukonazol veya vorikonazol
onerilmektedir. Makiiler ve vitreal tutulum varsa intravitreal amfoterisin B ve

vorikonazol yapilabilir.%

2.7.3.5. Osteoartikiiler Kandidiyazis

Candida tiirleri eklem i¢i enjeksiyon, cerrahi prosediir veya damar igi ilag
kullaniminin bir sonucu olarak hematojen yayilima bagl kemikleri ve eklemleri infekte
edebilir.%® Cogu infeksiyon dogal eklemlerde tanimlanmis olsa da, protez eklemler de

etkilenebilir. Candida osteomiyelitinin en 6nemli semptomu o bolgede agridir. Kan
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kiltiirleri  genellikle negatiftir. Teshis infekte bolgeden alinan  kiltir ile
konulur. Candida artriti osteomiyelite gore daha kolay dogrulanir ¢iinkii sinoviyal sivi
kiiltiiri kolayca alinabilir. Eklem sivisi, kemik biyopsisi, aspirat kiiltiiriinde tek

bir Candida kolonisi bile patojen olarak degerlendirilmelidir.%®

2.7.3.6. Menenjit

Candida’lar hematojen yayilmaya ek olarak norosiriirjikal cerrahi sonrasi
ventrikiiloperitoneal veya ventrikiiloatriyal sant yoluyla Merkezi Sinir Sistemine (MSS)
girebilir.%” Candida menenjitinin tanis1 zordur. Bu nedenle uygun antibiyotik tedavisine
cevap vermeyen menenjit Ontanili hastalar ve norolojik semptomlart ortaya ¢ikan
dissemine kandidiyazisli hastalarda akla gelmelidir. Bas agrisi, ates ve ense sertligi en
stk goriilen belirtilerdir. BOS’ta artmis protein, normal/diisiik glukoz, nétrofilik veya
lenfositik hiicre artis1 vardir. Kiiltiir icin lomber ponksiyonla bol miktarda beyin
omurilik sivist  (BOS) almak gerekir. Tani etkenin BOS’ta iiretilmesi ile

kesinlestirilebilir.®’

2.7.3.7. Endokardit

Candida endokarditi kandidiyazisin en ciddi belirtilerinden biridir ve fungal
endokarditin en yaygin nedenidir.%® Candida endokarditi kandidemiden kaynaklanir ve
genellikle protez kalp kapagi olan hastalarda, damar i¢i ila¢ kullanan kisilerde, kalici
SVK ve uzamis kandidemisi olan hastalarda goriiliir. Septik emboliler gdriilme orani
yiiksektir.% Infekte kateter mutlaka gekilmelidir. Kan kiiltiirlerinde kandidemi sebat
eden c¢ogu hastada ekokardiyografi ile vejetasyonlar rahatlikla goriilebilir. Persistan

kandidemi vakalar1 endokardit ve septik tromboflebit agisindan degerlendirilmelidirler.

2.8. Candida infeksiyonlarinin Tanisi
Candida infeksiyonlarinin tanisinda direk mikroskopik inceleme, kiiltiir, serolojik

ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir.?
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2.8.1. Mikroskopik Inceleme ve Germ Tiip Testi

Direk mikroskopik inceleme hizli ve basit bir uygulamadir. Bu inceleme ile drnekte
mayalarin olup olmadigi kolay ve hizlica degerlendirilerek kiiltiir i¢cin uygun besiyeri
secimi yapilabilir. Klinik materyalin serum fizyolojik ile veya % 10’luk potasyum
hidroksit (KOH) ile hazirlanan boyasiz preparatlarinda tomurcuklanan maya hiicreleri,
hif ya da yalanci hif yapilar1 gériilebilmektedir.?! Yine mikroskopik inceleme icin gesitli
boyalarla da preparatlar hazirlanip degerlendirilebilir. Candida tanisi i¢in Ornekler
metilen mavisi, Gram, giemsa boyalar1 gibi boyalar kullanilarak 151k mikroskopunda
incelenebilecegi gibi kalkoflor beyazi gibi floresan boyalarla boyanarak floresan
mikroskopunda da incelenip tan1 konulabilir.®?! Gram boyamada Candida’lar Gram
pozitif boyanmis tomurcuklanan maya hiicreleri olarak goriiliirler. Yine Gram ve diger
boyalarla da maya hiicreleri ve hif-psddohif yapilar1 goriilebilir. Kalkoflor beyazi ile
incelemede Candida’lar parlak yesil floresan veren oval/yuvarlak maya hiicreleri olarak
goriilebilirler. Bir diger alternatif mikroskopik inceleme testi “germ tiip” testidir.%2!
Germ tiip testi i¢in besiyerinde ilireyen Candida kolonilerinden bir miktar alinarak
tavsan veya insan serumundan 0,5 ml igeren tiip i¢ine inokiile edilir ve 37°C’de en fazla
iki saat olacak sekilde inkiibe edilir. nkiibasyondan sonra tiip i¢indeki serumdan bir
damla temiz bir lama damlatilir iizerine lamel kapatilarak mikroskopta x400 biiylitmede
germ tiip varlig1 acisindan incelenir.®?! C. albicans izolatlarinin % 90’indan fazlas1 bu
stire i¢cinde ‘germ-tiip’ ad1 verilen ana hiicreden bogum olusturmadan uzayan gergek hif
yapisini olusturdugunu gorebiliriz. Bu yapi ana hiicrenin yaklasik yar1 genisliginde ve 3-
4 kat uzunlugundadir. Germ tiip testinde, germ tiip olusumu tespit edildiginde C.
albicans olarak tanimlanir ve ¢ogunlukla ek teste tabi tutulmaz. Ancak C. albicans
disinda C. dubliniensis de germ tiip olusturmaktadir. Bu iki tliriin ayrimi i¢in farkli
testlere gereksinim vardir. Ancak genelde tiim laboratuvarlar germ tiip olusturan
izolatlar1 C. albicans olarak raporlamaktadir. C. tropicalis tiirii ise 6zellikle germ tiip
testi iki saatten sonra degerlendirilir ise yalanci pozitiflige neden olabilir. Bunun nedeni
bu tiirlin psodohifleri uzayarak germ tiip gibi bir goériiniim olusturabilmektedir. Bu
psodohif yapisinin gercek germ tiipten ayirt edilmesi igin hif/psddohif yapisinin ana
hiicreden ayrildig1 bolge dikkatli incelenmelidir. Zira C. tropicalis’e ait psodohifin ana
hiicre ile birlestigi bolgede tipik daralma goriintiisii bulunmaktadir. C. albicans
tiirlerinin %35 kadar1 da germ tiip olusturmamaktadir.!®?* Doku incelenmesinde

hematoksilen eozin, periyodik asit-schiff (PAS) ve Gomori’nin metenamin giimiis
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boyasi tanida yararlidir. Derin dokularin biyopsi 6rneklerinde mayanin goriilmesi

kandidiyazisin kesin tanisin1 saglar. ™

2.8.2. Kiiltiir

Mantar infeksiyonunun tanisi ve etkenin belirlenmesinde kiiltiir ¢ok 6nemli bir tan
aracidir. Klinik 6rnekten primer izolasyon ve identifikasyon icin ¢esitli besiyerleri
kullanilmaktadir. Candida’lar bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan kanli agar,
cikolatams1 agar, Eosin methylene blue (EMB) agar gibi besiyerlerinde rahatlikla
iireyebilmektedir.'® Ancak bu besiyerlerinde mantarlara 6zgiil yapilar, sporlanmalar
zaylf olabilmektedir. Bu yiizden c¢ogu laboratuvarda mantarlar i¢in 6zel olarak
hazirlanan ve kullanilan gesitli besiyerleri bulunmaktadir. Candida’lar mantarlara 6zgiil
besiyerleri olan Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Mycosel veya Mycobiotic Agar gibi
besiyerlerinde rahatlikla iirerler.'®?! Candida’larin primer izolasyonu icin en sik
kullanilan besiyeri SDA’dir.”® Mantar besiyerlerinin igerisine, bakterilerin {iremesini
engellemek icin penisilin, gentamisin streptomisin ve kloramfenikol gibi antibakteriyel
ajanlar eklenebilir. Bakterilerin diginda hizli iireyen kontaminan kiif mantarlarinin
tiremesini engellemek amaciyla da besiyeri igine siklohekzimid eklenebilir.?! [K’ten
siiphelenilen hastalardan dren yerleri ve kan kiiltiirlerinin alinmas1 gereklidir. Ornekler
genellikle bir secici, bir de secici olmayan (beyin-kalp inflizyon agar, Sabouraud
dekstroz agar gibi) besiyerine ekilir.”! Besiyerlerine ekim yapildiktan sonra oda 1sisinda
(22-26°C) veya 37°C’de inkiibe edilirler. Candida’lar rutin besiyerlerinde genellikle 1-3
giin icerisinde iirerler. Maya kolonileri genellikle gri-beyaz, krem renkli, macunumsu,
diizgiin yiizeyli (S tipi) dir. Ureyen kolonilerden Gram boyama yapilarak
tomurcuklanan maya hiicrelerinin goriilmesi iizerine ileri tanimlama igin ¢esitli iglemler
ve subkiiltiirler yapilir. Primer izolasyon besiyerlerinde iireyen maya hiicrelerinin
identifikasyonu i¢in germ tiip testi, kromojenik agar besiyerine ekim, biyokimyasal ve
karbonhidrat asimilasyon testleri, misir unlu agardaki morfolojik o6zellikleri ve
otomatize yontemler kullamlabilir.?! Candida tiirlerinin izolasyonu igin kromojenik
besiyerleri laboratuvarlarda (CHROMagar Candida, BD CHROMagar Candida,
Candida ID) olduk¢a kullanishdir ve albicans ile non-albicans Candida tiirlerini

identifiye edebilir.”%"*
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2.8.2.1. Kan kiiltiirleri

Kan kiiltiirii, duyarliligi diisiik olmasina ragmen kandidemi teshisi i¢in altin standart
yontemlerden biri olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, IK’in kesin tedavisi
genellikle kiiltiirin duyarsizligi nedeniyle gecikir ve bu gecikme yiliksek mortalite
oranlarma (% 35-75) yol agabilir.!* Kandidemi siiphesi olan tiim hastalardan kan kiiltiirii
alimmalidir. Candida‘larin tespit edilebilmesi igin BACTEC sistem ve BacT/Alert gibi
kan kiiltiirii sistemleri kullamilabilir.”? Candida kan kiiltiirlerinde % 50- 70 oraninda ve
gec iirer.? Kan kiiltiirii pozitif olan hastalarda K teshisi kolaylikla yapilir, ancak
kan kiiltiirlerinin diisiik duyarliligi, derin doku infeksiyonu olan bazi hastalarin gozden
kagirilabilecegi anlamma gelir. Kandidemi teshisi i¢in kullanilan kan kiltiiri
sistemlerinin en dnemli dezavantajlarindan biri lireme sinyali i¢in en az {i¢ giin ve uygun
besiyerine ekim yapildiktan sonra ise identifikasyon i¢in iki giin daha siire
gerektirmesidir. YBU’de genel durumu agir olan hastalarda daha hizli ve daha duyarh
tekniklerin yapilmasi gerekmektedir. Kan kiiltiirlerindeki mayalarin daha hizlhi
saptanmast ve kiiltiir bazli olmayan yeni tekniklerin gelistirilmesi glinlimiizdeki en
Onemli aragtirma alanlarindan biridir. Kan kiiltlirlerinin ge¢ sonu¢ vermesi, serolojik
testlerin tek basma kullanildiklarinda duyarhiliklarinin  diisiik olmasi nedeniyle
molekiiler yontemlerin bu alanda arastirilmast 6n plana ¢ikmistir. Bu yontemler
gelistirildikge kan kiiltiirli negatif derin doku infeksiyonlart daha iyi teshis

edilebilecektir.2

2.8.2.2. Biyopsi materyalinin kiiltiirii ve boyasi

Deri lezyonlar1 veya visseral organ tutulumu olan hastalarda boyama, kiiltlir ve
histopatolojik degerlendirme igin biyopsi yapilmalidir.”® Doku biyopsisi genellikle kesin
bir taniya ulasmamiza olanak saglar. Ozel boyalar kullanilarak yapilan histopatolojik
incelemede Candida tiirlerinin karakteristik 6zelligi olan tomurcuklanan mayalari, hif

ve psddohif yapilarini gorebiliriz.”

2.8.2.3. Kromojenik Besiyerine Ekim
CHROMagar C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C.

parapsilosis’in tanimlanmasinda kullanilan segici besiyeridir ve bu besiyerinde suslar
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35°C’de bir gecelik inkiibasyonun ardindan sirasiyla elma yesili, metalik mavi, piirtiiklii
pembe, parlak beyaz ve koyu pembe-mor renkte kolaylikla ayirt edilebilen koloniler

olusturmaktadirlar.”

CHROMagar mayalar tarafindan salinan L-prolin aminopeptidaz ve beta-
galaktosaminidaz enzimleri ile tepkimeye giren kromojenik substratlar igermektedir.”
Bu substratlarin tiire 6zgii enzimlerle hidrolizi sonucu farkli renk ve morfolojide
koloniler olusur. C. albicans genellikle elma yesili renk degisikligi olusturur. Yapilan
bir ¢alismada Candida tanimlanmasinda maliyet ve siire a¢isindan CHROMagar ile

/L1 Calismada AIDS ve notropenik olan hastalarin

SDA karsilastirilmistir.
orneklerinden izole edilen 21 maya izolatinda, CHROMagar duyarliligmin %95,2
oldugu, C. albicans igin ise %100 duyarli ve %100 spesifik oldugu bulunmustur.” Bu
yiizden g¢alismadaki arastirmacilar CHROM agarin Candida’larin 6n tanimlanmasinda
ucuz ve hizli bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Hatta bu arastirmacilar kan
kiiltiirlerinin pozitif sigelerinden yapilan boyamada maya hiicreleri gorildiigiinde
CHROMagara dogrudan pasajlanmasinin da hizli tanit i¢in faydali olabilecegini

soylemektedir.?h 7174

2.8.2.4. Misir Unlu - Tween 80 Agardaki Morfolojik Ozellikler

Tween 80’li musir unlu agar Candida’larin hifal 6zelliklerine gore tanimlanmasi ve
ayirt edilebilmesi igin kullamlan bir besiyeridir.’>!® Tween 80 6zellikle C. albicans’
klamidospor yapist olusumunun gosterilmesi i¢in besiyerine eklenmektedir. Bu yontem
icin besiyerinde iireyen maya kolonilerinden igne 6ze ile alinarak misir unlu besiyeri
ylizeyine 1 cm araliklarla ii¢ paralel ¢izgi seklinde ekim yapilir ve ekim alanlarinin
tizerini kaplayacak sekilde bir lamel kapatilir. Plaklar 30°C de 24-48 saat kadar inkiibe
edilir. mkiibasyon sonunda lamel iizerinden 100x ve 400x lik biiyiitmede morfolojik
ozellikler acisindan incelenir.’® Misir unlu agardaki morfoloji incelenirken
tomurcuklanan maya hiicrelerinin, blastokonidyalarin ve psddohif yapilarinin goriilmesi
izolatin Candida cinsine ait oldugunu diisiindiiriir. Tiir tanimlamasi i¢in ise bazi tiirlere
ait spesifik morfolojik dzellikler kullanilir. Ornegin klamidospor yapisinin gériilmesi ve
psodohif tizerine kiimeler seklinde blastokonidyalarin goriilmesi iireyen tiiriin C.
albicans oldugunu disiindiiriir. C. albicans tiirlerinin yaklasik %5’ germ-tiip
olusturmayabiliyorsa da hemen hemen hepsi klamidospora sahiptirler.’® Eger germ-tiip

testi negatif ve misir unlu agarda klamidosporlar goriilmediyse C. albicans dislanabilir.
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Yine Candida’lar igerisinde psodohif olusturmayan tiir olarak bilinen C. glabrata da
misir unlu agarda yalanci hif olusturmayan, tomurcuklanan diizenli maya hiicreleri
kiimeleri seklinde goriilebilir. C. parapsilosis de misir unlu agarda ekim gizgileri
boyunca cal1 seklinde goriilen satellit iireme paterni géstermesiyle ayirt edilir (Sekil 4).
Aym zamanda C. parapsilosis; misir unlu agarda oOriimcegebenzer dev hiicreleri
cagristiran kolonilere sahip bir tiirdlir. Misir unlu agar preparatinda yalanci hiflerden
ayrilan uzun dikdortgen blastokonidyumlarin “irmakta yilizen kiitiik dizileri” benzeri

dizilim gostermesi ise taniy1 C. kefyr e yonlendirir.>1°

2.8.3. Serolojik Testler

Mantar infeksiyonlarinin tanisinda serolojik testlerin kullanimi belirli etkenlerle
stirhidir. Yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik ¢esitli nedenlere bagl olarak ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle bu testler mantar hastaliklarinin tanisinda tek basina yeterli
olmayip klinik, radyoloji ve diger tanit yontemleri ile birlikte degerlendirilmelidir.
Serolojik testlerde ya mantar antijeni ya da bu antijenlere karsi olusmus antikorlar
aranmaktadir. Candida infeksiyonlar1 igin antijen aranan testler daha c¢ok

kullanilmaktadir.”®"

2.8.3.1. CAGTA (Candida albicans germ tube antibody)
C. albicans’in germ tiip yapisina karsi antikor aranmasinda kullanilan IFA ve

ELISA testleri mevcuttur. Yapilan galismalarda CAGTA saptanmasinin ozellikle
hematolojik malignitesi olanlarda ve YBU hastalarinda IK tanisinda faydali olabilecegi
belirtilmektedir. CAGTA titrelerindeki azalmanimn, IK’i olan ve antifungal tedavi alan

hastalarda tedaviye yanitin izlenmesinde de yardimci olacag bildirilmistir.’

2.8.3.2. (1,3)-p-D-glukan

Candida hiicre duvart antijenlerinden (1,3)-B-D-glukanin serum seviyesinin tespiti
de IK’in erken tamisinda tarama testi olarak son wyillarda siklikla kullanilmaya
baglanmistir. Ancak bu antijen panfungal bir antijen oldugu i¢in Candida’ya spesifik

degildir, diger mantar infeksiyonlarinda da pozitif olabilmektedir.”’

Yapilan
calismalarda Beta-D glukan duyarlilik ve 6zgiilliigi sirasiyla % 75-80 ve % 80 olarak
bulunmustur.”” K olgularinda kan kiiltiirlerinin beta-D-glukan testi veya PCR ile
birlikte kullanilmasi tek basina kan kiiltiirlerinden daha yiiksek tanisal duyarlilikla

iliskilendirilmistir.”®



29

2.8.3.3. Candida Mannan antijen ve anti-mannan antikorlar

Candida’larin somatik antijenlerine karsi antikor aranan testler mevcuttur. Ancak
bu testlerin pozitif sonuglarinin invaziv infeksiyona mi yoksa kolonizasyona mi1 bagh
oldugu ayirt edilememektedir.” Bu nedenle bu antikor testlerinin anlaml1 olmasi i¢in ya
yiiksek titrede pozitif olmasi ya da tekrarlayan Slgiimlerde antikor titresinin artiginin
saptanmas1 gerekmektedir.”® Candida hiicre duvari yapisinda bulunan polisakkarit
mannan antijenine karsi olusan antikorlar da ELISA ve RIA testleri ile
saptanabilmektedir. Mannan antijeni 6zgiin bir antijen olmasina karsin serum yari
Omriiniin kisa olmas1 ve antikora hizli baglanmasi nedeniyle tani agisindan uygun bir
antijen degildir.”® Saglikl1 bireylerde Candida tiirlerine kars1 gelisen antikorlar mannani
kandan hizla uzaklastirmaktadir. Bu nedenle immiinkompetan kisilerde tani1 degeri
stnirhidir.  Ancak immiinkompromize kisilerde yeterli antikor yaniti olmadigindan
mannan antijeninin aranmasi tamda katki saglayabilir.”® Kandidiyazis klinigi
bulgularinin varliginda, ardigik alinan serumlarda antikor titresinin artmaya devam

etmesi infeksiyon lehine degerlendirilebilir.”

Ayrica antijen testleri ile kombine
degerlendirildiklerinde taniya yardimec: olabilirler. Bir meta-analizde K i¢in mannan ve
anti-mannan IgG antikorunun duyarlilig1 ve 6zgiilliigi sirasiyla %58 ve %93, %59 ve

%86 olarak bulunmustur.”® En iyi sonuglar, mannan antijeni ve anti mannan antikorun
kombine kullanimu ile elde edilmistir.”® Mannan ve anti-mannan kombine kullaniminda
ise duyarlilik ve 6zgiilliikk sirasiyla %83 ve %86°dir. En iyi sonuglarin C. albicans, C.
glabrata ve C. tropicalis infeksiyonlarinda alindig1 goriilmiistiir.”® Bu testlerin negatif

prediktif degeri (NPV) yiiksek, pozitif prediktif degerleri (PPV) ise diisiiktiir.”

2.8.4. Karbonhidrat Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri

Asimilasyon testleri mayalarin oksijen varlifinda karbonhidratlar1 tek karbon
kaynagi olarak kullanma o6zelliklerinin arastirildigr testlerdir. Fermantasyon ise
karbonhidratlarin CO2 ve etanol iiretimiyle sonuclanan anaerobik kullanimini gosterir.?:
Karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu olusan asit, besiyerine eklenen fenol kirmizisi
gibi pH belirtecleri yardimiyla ortaya ¢ikan renk degisimleri ile saptanir. Besiyerinin
sar1 renk olmasi reaksiyonun pozitifligini, kirmizi renkte kalmasi karbonhidratlarin

0

fermente  olmadigimi  yani  reaksiyonun  negatifligini = gosterir.’ Mantar

infeksiyonlarindaki artig bu patojenlerin tanimlanmasi i¢in hizli ve dogru manuel ve
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otomatize ticari sistemlerin gelistirilmesini gerektirmistir. Bu otomatize sistemlerden ID
32C sistemi (bioMerieux, France) genellikle Avrupa iilkelerinde kullanilirken, API 32C
mantar identifikasyon sistemi (bioMerieux Vitec) ABD’de en sik kullanilan mantar

tanimlama sistemlerinden biridir.28

2.8.4.1. Hizh Trehaloz Testi

C. glabrata’nin 3 saat igerisinde tanimlanmasina olanak saglayan hizli ve kullanigh
bir testtir. CLSI, C. glabrata’nin trehalozu asimile etmesi 6zelliginin esas alindigi hizli
bir test prosediiriinii, M35-A dokiimaninda C. glabrata’nin identifikasyonu igin
yayilamistir.248! Hizli trehaloz broth besiyerinde 42°C de 3 saatlik inkiibasyon sonrasi
sar1 renk olusumu testin pozitif oldugunu gosterir. Bu test icin GLABRATA RTT adli

bir ticari kit mevcuttur.?

2.8.5. Molekiiler testler

Gilintimiizde molekiiler testler klinik ornekten direk maya izolasyonu i¢in rutin
olarak kullanilmamaktadir. Daha ¢ok arastirma ve epidemiyolojik ¢alismalar i¢in tercih
edilmektedir. Ancak giderek bu yontemlerin kullanimi artmaktadir. Mantar
infeksiyonlarinda molekiiler yontemler tani i¢in kullanilabilmesinin yani sira tiir
tanmimlamasi, antifungal direnc, epidemiyolojik amagclarla da kullanilir.!! llk olarak
hibridizasyon yontemleri kullanima girmistir. Problarla PCR iirlinlerinin saptandigi
yontemlerde hibridizasyon kullanilir. Kan kiiltiirlerinden maya mantarlarinin hizh
tamsinda floresan in situ hibridizasyondan yararlanilabilir.!* Sonrasinda niikleik asit
amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler amplifikasyon teknikleri, bir klinik
numunede bulunan kii¢lik miktarlarda mantar DNA’sin1 dogrudan tespit ederek hizli ve
hassas tanimlama saglar, bu da bu testleri hem erken teshis, hem de 6zellikle geleneksel
kiltir yontemleriyle saptanamayan K vakalari icin cazip hale getiriyor. Kan, serum,
plazma gibi farkli 6rneklerde Candida’larin tespiti igin ¢esitli genetik sekanslari (18S
rDNA, 28S rDNA, 5,8S rDNA, dahili kopyalanmis aralayict bolgeler (ITS) ve
mitokondriyal DNA) hedefleyen coklu PCR testleri gelistirilmistir.!*1"82 Kullanilan
primerlere bagl olarak mantarlar bir panfungal veya daha spesifik bir sekilde tespit
edilebilir. Cesitli tekniklerin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii degiskendir, ancak klasik kiiltiire
dayali yontemlerle karsilastirildiginda molekiiler yontemlerin duyarliligi ¢ogunlukla
yiiksektir. Bu molekiiler yontemlerden biri de PCR testidir. Yapilan calismalarda

kandideminin saptanmasinda PCR duyarliliginin kan kiiltiirti duyarliligina benzer
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oldugu ve hatta baz1 kan kiiltiirii negatif K olgularinda tan1 koymada yardimci oldugu
gosterilmistir.’® Bunun yami sira kan kiiltiirlerinde oldugu gibi bu yontemle de
Candida’lar tiir diizeylerine gore tanimlanabilir. Yine PCR ile gesitli o6rneklerdeki
Candida DNA’sinin kantitasyonu saptanarak kolonizasyon ile infeksiyon ayrimi

yapilabilir.®

2.8.5.1. PCR

Invaziv kandidiyazis tanisinda kan kiiltiirlerinin ge¢ sonug vermesi ve duyarliligin
diisiik olmasi nedeniyle daha hizli sonug¢ veren, duyarhilik ve 6zgiilligii daha yiiksek
olan testlere ihtiya¢ duyulmustur. Kiiltiir dis1 yontemlerin giincel odak noktalarindan
biri kandidemi ve IK icin yiiksek duyarliliga sahip bir PCR testinin gelistirilmesidir.3
Kan kiiltiirii ile beraber kullanilan PCR testinin duyarlilifinin ise % 98’lere kadar ¢iktig
belirtilmistir.”® DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan yénteme bagli olarak serbest DNA
veya saglam patojen hiicreler tespit edilebilir. Saglam hiicreleri saptayan molekiiler
testlerin 6zgiilliigii antifungal tedavi goren hastalarda ozellikle artmus olabilir. Ote
yandan, serbest DNA’y1 tespit eden tahlillerden elde edilen pozitif sonuglarin
yorumlanmasi zor olabilir.! Bu yiizden bu testlerin belli bir standardizasyonu yoktur.
Yayinlanan c¢aligsmalar gosteriyor ki, Candida PCR duyarliligi kan kiiltiirinden daha
yiiksektir ancak kan Kkiiltiirleri ve/veya beta-D glukan gibi ek testlerle birlikte
kullanildiginda en iyi etkinligi gosterir.”® Bir ¢alismada IK vakalarinda PCR veya beta-
D-glukan testi ile birlestirilmis kan kiiltiirlerinin duyarliligi sirast ile
%098 ve %79 olarak gosterilmistir. Bu nedenle kiiltiir temelli olmayan bu iki tahlil kan
kiiltirleri ile birlestirildiginde K i¢in kiltir yontemlerinin duyarliligimni arttirma

potansiyeline sahiptir.!1"®

Etkili antifungal tedaviye erken baslanmasi daha iyi sonuglar dogurdugundan,®
tedaviye miimkiin oldugunca erken baslamak ¢ok 6nemlidir. Molekiiler yontemlerle kan
kiiltiriinden direkt Candida tiirlerinin hizli identifikasyonu uygun antifungal tedavinin
erkenden baslanmasina ciddi olanak saglar. Bu sayede de dogru antifungal yonetimi
saglanabilir. Ancak bu molekiiler yoOntemler ¢ok merkezli ¢aligmalarda
standardizasyonu saglanmadig1 i¢in arastirmalar devam etmektedir. Bu yiizden
molekiiler yontemlerin dogrulanmasi i¢in ¢ok merkezli ¢alismalardan daha fazla veriye

ihtiya¢ duyulmaktadir.!1:8
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2.8.5.2. Diger Molekiiler Yontemler

Invaziv kandidiyazis tanisinda kan kiiltirlerinin ge¢ sonug¢ vermesi, serolojik
testlerin tek basmma kullanildiklarinda duyarliliklarinin ~ diistik  olmasi, PCR
standardizasyonunun olmamasi nedeniyle tanida kullanilabilecek ek yoOntemlerin
gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. Bu yontemlerden bazilari; MALDI-TOF-MS, Yeast
Traffic Light PNA-FISH (Protein nucleic asid fluorescence in situ hybridization) ve T2

Candida Panel yontemleri olarak siralanabilir, -8

2.8.5.3. T2 Magnetic Resonance Assay (T2MR)

Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA) 2014 yilinda C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei’nin neden oldugu kan dolagimi infeksiyonunun
tespiti i¢in T2Candida panelini onayladi. T2Candida paneli bu patojenleri bir tam kan
orneginden 4 saat i¢inde, kan kiiltiirlerinden ¢ok daha hizli bir sekilde tespit edebilir.
Molekiiler bir yontemdir. DNA ekstrasyonundan sonra; hedef DNA’y1 kopyalar ve
amplifiye edilmis DNA’y1 manyetik rezonans teknolojisi kullanarak tespit eder. Bir
calismada T2Candida’nin genel duyarliigi %91, oOzgilligii ise %99 olarak
belirtilmistir.8” Kan kiiltiirii ve antijen testi ile karsilastirildiginda T2Candida Paneli
IK’in saptanmasi icin en yiiksek duyarhiliga sahiptir.2® Kan kiiltiirii ve T2Candida Panel
kombinasyonu ile en yiiksek duyarhilik elde edildigi goriilmiistiir.®® Bir caligmada
antifungal tedavi goren hastalarda pozitif kan kiiltirleri sayis1 azalsa da, T2Candida
panelinin bu gézden kagan kandidemileri tanimladigin1 gostermistir. T2Candida, kan
kiiltirlerine kiyasla Candida saptama ve tiir tanimlama siirelerini kisaltip, etkin
antifungal tedavinin erkenden baslanmasina olanak saglayarak, gereksiz antifungal

kullanimini ortadan kaldirabilir.8°

2.8.5.4. MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF MS’de 6rnek metal bir plak tizerine damlatilir, {izerine bir matriks
soliisyonu konur ve havada kurutulur. MS aygiti i¢ine yerlestirilip lazer 1sinlart ile
vuruslar yapildiktan sonra, matriks 15181 emerek hedef molekiil (DNA veya proteinler)
haline doniistiiriir. Tek yiikii olan yalnizca tek bir iyonize tiir edildikten sonra elektrik
veya manyetik alandan gegcirilerek protein profilleri ¢ikarilarak birgok maya tiirlinden

elde edilen genis bir protein veri tabaniyla karsilastirilir. 8% Pozitif kan kiiltiirii
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sisesinden direkt yapilabilir ve sonucglar 30 dakika gibi kisa bir siirede okunabilir.
Yapilan c¢alismalar mayalarin tanimlanmasinda MALDI-TOF  MS’in  basari
oranimi %85-100 arasinda gostermektedir.®® Ayrica bu ydntemde mantar tiirleri ve
antifungal duyarliliklar1 da belirlenebilmektedir. C. auris geleneksel biyokimyasal
yontemleriyle yanlislikla baska bir maya (C. haemulonii, C. famata, C. sake, C.
catenulata, Rhodotorula  glutinis ve  Saccharomyces cerevisiae) olarak
tanimlanabileceginden tanimlama icin 6zel yontemler gerektirir.>* Cok ilaca direngli ve
genis ¢apli salginlara neden olan C. auris’in dogru tanimlanmasit MALDI-TOF MS ile

yapilmaktadir.86:2

2.8.5.5. PNA-FISH YTL (Yeast Traffic Light)

“Yeast Traffic Light PNA-FISH” pozitif kan kiiltiirlerinden 5 Candida tiiriiniin (C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei ve C. tropicalis) hizli bir sekilde
tanimlanmasi i¢in FDA tarafindan onaylanan yeni nesil fléresan isaretli {i¢ problu bir
hibridizasyon sistemidir.%? Klinik 6rneklerdeki mayalarin genomlar: {izerindeki hedef
bolgelerin tanimlanmasi i¢in floresan mikroskobu altinda floresan problari kullanilarak
yapilan tekniktir. Yaklasik 90 dakika igerisinde Candida tiirleri ayirt edilebilmektedir.
Yapilan ¢alismada duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla % 99 ve % 98 olarak bildirilmistir.%
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Diizeni

Projemizde, Istanbul Universitesi — Cerrahpasa ((UC), Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
(CTF) hastanesi YBU’lerinde (Sadi Sun Yogun Bakim Unitesi (SSYBU), Acil Yogun
Bakim Unitesi (AYBU), Kalp Damar Cerrahi Yogun Bakim Unitesi (KDCYBU),
Noérosirurji Yogun Bakim Unitesi (NRSYBU)) gelisen kandidemilerin klinik ve
molekiiler yontemlerle erken ve hizli tan1 konarak, uygun tedavinin en kisa siirede
baslanmasini saglamak amagli yeni bir yontem gelistirilmesi hedeflendi. Kandidemi
riski yliksek olan hastalarda tam kandan calisilabilen molekiiler bir yontem olan
Candida PCR testinin pratikte uygulanilabilirligi sorgulandi. Kandidemi siipheli
hastalarin hizli bir sekilde tanisinin konulmasi, 6zgiin risk faktorlerinin belirlenerek
ozgiin CTF Candida skorunun olusturulmasi, etkin tedavinin hizli bir sekilde baslanarak
mortalite ve morbiditenin azaltilmas1 amacglandi. Bu calismada YBU’lerinde takip
edilen kandidemi riski yiiksek olan hastalarda kan kiiltiirii ile tam kandan c¢alisilabilen
molekiiler bir yontem olan Candida’ya 6zgii gen bolgelerini hedefleyen tekli Eva-Green
tabanli real time PCR testi arastirildi. Calismamiz [UC Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan kabul edilmis ve maddi olarak desteklenmistir.
Caligsma ti¢c agsamal1 olarak planlanmistir:

1- YBU’de saptanan kandidemi olgularinda risk faktdrleri tanimlamasi
(Retrospektif Vaka-Kontrol galismasi)

2- Vaka Kontrol ¢alismasi verileri ile CTF Candida skor formu olusturulmasi ve bu
formun klinik etkinliginin arastirilmasi (Prospektif kesitsel calisma)

3 Tam kan 6rneklerinde PCR tabanli bir hizli tani testi olusturulmasi (Deneysel

calisma)

Ik asamada Ocak 2017- Aralik 2018 yillar1 arasinda CTF YBU’de takip edilen
noétropenik olmayan 50 kandidemi olgusu ve 50 kontrol grubu olmak iizere toplamda
100 hasta dosyasi retrospektif olarak incelendi. Notropenik ve 18 yas alt1 hasta grubu

caligmaya alinmadi. Hastalar asagidaki risk faktorlerinin varlig1 agisindan sorgulands;

— Son {i¢ ayda hastaneye yatis dykiisii,



35

— Bir haftadan uzun siireli antibiyoterapi almasi,

— Immunsupresif ilag kulanimu,

— Malignite,

— Sepsis kliniginin olmast,

— Intraabdominal infeksiyon 6ykiisii olmasi,

—Iki ve daha fazla bolgede Candida kolonizasyonu olmast,
— YBU kalis siiresinin uzamast,

— CRP ve Prokalsitonin diizeyi,

— TPN ile beslenmesi,

— Mekanik ventilasyon ile takip edilmesi,
— Agik dekiibit yarasinin olmasi,

— Transplantasyon Oykiisiiniin olmasi,

— ABH olmasi,

— SVK olmasi,

— Major cerrahi operasyon dykiisii olmasi

Hastalarin komorbid hastaliklar1 (Hipertansiyon (HT), Diabetes Mellitus (DM), kalp
hastaligi, bobrek hastaligi, akciger hastaligi, karaciger hastaligi, transplantasyon oykiisii,

gecirilmis cerrahi 6ykiisii, kanser dykiisii) sorgulandi ve bilgileri kaydedildi.

Immunsupresif ilag kullanimi, bir haftadan uzun siireli antibiyotik kullanimi, TPN
ile beslenme, SVK, iiriner kateterizasyon, dekiibit veya acik yara varlhigi, eslik eden
infeksiyonlari, hastanede yatis Oykiisii, kullandig1 antibiyotikler, mekanik ventilasyon
ile takip varlig1 agisindan degerlendirildi ve bilgileri kaydedildi.

Saglik bakimi ile iliskili infeksiyonlarin tanimlanmasinda Centers for Disease

Control and Prevention (CDC) kriterleri kullanildi. Her hastanin ‘Candida skoru’,
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gSOFA ve SOFA skoru hesaplandi. SOFA skoru ortalama arteriyel basing, PaO2/FIOz,
bilirubin, kreatinin, trombosit diizeyi, Glasgow Koma Skoru (GKS) degerleri puanlanarak
elde edildi.?

3.2. Risk faktorlerinin belirlenmesi ve 6zgiin Candida skorunun olusturulmasi
Projemizin ikinci asamasinda iki grup (vaka-kontrol) arasinda karsilastirma
yapilarak Candida risk faktorleri belirlendi. Bu karsilastirma sonucu ortaya ¢ikan gok
degiskenli indirgenmis modelde saptanan ‘Candida skoru’, son ii¢ ay i¢inde hastane
yatist ve ABH gelismesi kriterleri disinda klinikte ¢ok sik gozlemledigimiz
intraabdominal infeksiyon varligi ve >7 giin antibiyotik kullanimi gibi risk faktorleri
kullanilarak hastanemize 6zgii bir skorlama sistemi (CTF Candida Skoru) olusturuldu.
Hastanemize 6zgii bu skorlama sistemi YBU vizitlerinde prospektif olarak kullanilds. 1
Aralik 2020 tarihi ile 10 Ocak 2021 tarihleri arasinda YBU’nde 72 saattan daha uzun
siire yatan toplamda 75 hasta prospektif calismaya dahil edildi. Yatislarindan sonra 72.
saatte ve giinliik olarak izlenerek formlar dolduruldu. Hastalar YBU’ nden ¢ikana kadar
ya da kandidemi gelisen hastalarda kandidemi giiniine kadar izlemde kaldilar. Asagida
olusturdugumuz form ile YBU’ne yatirilan tiim hastalar giinliik olarak izlendi ve
Candida risk skoru agisindan puanlama yapildi. Kandidemi gelisen olgularda kandidemi
gelisen gilinkii, diger hastalardaysa takip sirasinda saptanan en yliksek skor

degerlendirmede dikkate alindi.

CTF Candida SKORU FORMU

1.94n | 2.gun | 3.gun

Candida
skoru 3 ve
usti

intraabdominal
infeksiyon

ABH ve /veya
CRRT/HD

>7 gun
antibiyoti
k
kullanimi

Son (¢ ayda
hastane

yatis
Oyklsu

TOPLAM
SKOR
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‘Candida skoru’; modifiye edilerek kullanildi. Multifokal Candida kolonizasyonu
yerine kan dis1 herhangi bir Ornekte Candida iiremesi saptanmasi 1 puan olarak
yorumlandi. Diger skorlar tanimlandig1 sekliyle alindi: Agir sepsis: 2 puan, Cerrahi

girigsim: 1 puan, TPN uygulanmasi: 1 puan.

Akut bobrek hasar1 (ABH): 2012 yili KDIGO (The Kidney Disease: Improving

Global Outcomes) kriterleri ile tanimlanarak belirlendi.

3.3. Mikrobiyolojik Teknikler — PCR testinin gelistirilmesi

Son olarak da deneysel modelleme ile tam kanda Candida DNA varligi ITS, D1/D2,
EFla ve Tubulin gen bolgelerini hedefleyen tekli Eva-Green tabanl real time PCR testi
ile arastirildi ve saptama sinir1 belirlendi. PCR calismalar1 istanbul Universitesi —
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Molekiiler ~Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda gercgeklestirildi.

Kan kiiltiiriinden iiretilmis, konvansiyonel yontemler (germ tiip, Chrom-agar, misir
unlu jeloz, API 20C testleri) ile tanimlanmis ve MALDI-TOF MS ile tanis1 dogrulanmis
C. albicans ve C. parapsilosis izolati calismaya alindi. C. albicans ve C.parapsilosis’in
SDA besiyerindeki 24 saatlik pasajlarindan hazirlanan SF icindeki 1 McFarland
yogunlugundaki asintilar1 yapilarak, 1/10 seri diliisyonlar1 hazirlandi, Thoma laminda
hiicre sayimlar1 yapildi. Sayimlar sonucunda C. albicans ve C. parapsilosis’in sirasi ile
10.000, 1000, 100 ve 10 hiicresi sayilan asimtilar1 alindi, EDTA’l1 kan 6rnegi ile 1/10
oraninda karistirilarak ml’de siras1 ile 1000, 100, 10 ve 1 hiicre iceren standard kan

ornekleri hazirlandi.

Kan ornekleri sonasinda 1’e¢ 3 oraninda Eritrosit yikim tamponu ile (Qiagen,
Almanya) karstirildi, oda 1sisinda 5 dakika hafif c¢alkalanarak eritrosit hiicreleri
parcalandi, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij ile hiicreler c¢oktiiriildii ve altta kalan
hiicreler 1 ml DNAz RNAz i¢cermeyen su ile yikandi ve tekrar 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij ile hiicreler ¢oktiirtildii. Cokiintii tistiine 400 pl resuspansiyon buffer eklenerek
ekstraksiyona alindi. Ekstraksiyon i¢in ticari kit (Ribospin, Almanya) kullanildi, lizis
tiipline alinan Ornekler 65 °C’de 15 dakikalik inkiibasyon ve sonrasinda 90 °C’de 10

dakikalik lizis asamasindan sonra ve iiretici talimatlar1 dogrultusunda ekstraksiyon
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gerceklestirildi. Ekstratlarda Candida DNA varlig1 ITS, D1/D2, EFla ve Tubulin gen
bolgelerini hedefleyen tekli Eva-Green tabanli real time PCR testi arastirildi.

Tablo 1. Real Time PCR i¢in hazirlanan karisim

Bilesen Miktar (pl)
Eva Green PCR Mastermix 10

Primer F (10 pM) 2,5
Primer R (10 pM) 2,5

Ornek Nukleik Asit 5

Toplam Hacim 20

Protocol: PanFungal prcl

950 C %0 C i 350 C
300 010 i ! 05 C

Sekil 6. Real Time PCR protokol

3.3.1. Real Time Candida PCR i¢in primer ciftlerinin secimi
Real Time PCR ile ¢ogaltma islemi i¢in tablo 1°de verilen primerler ¢iftleri icin
ayr1 ayrt PCR testleri olusturuldu ve tablo 2’de verilen real time PCR karisimi

hazirlanarak testler gerceklestirildi.*!: 14 151782

Tablo 2. Real Time PCR ile cogaltma islemi icin kullamlan primer ciftleri

Primer Dizi Tm (°C)
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 60
ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC

NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 65
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

EFla-F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 60
EFla-R AACTTGCAGGCAATGTGG

bTUB-F GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 65
bTUB-R ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
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3.3.2. Erime egrisi analizi
RealTime PCR i¢in BioRad CFX 96 cihazi1 (BioRad, Almanya) kullanildi.

Uygulanan 1s1 dongiisii (resim 6’da sunulmustur) ile cogaltma islemleri gergeklestirildi.
Cogaltma sonrasi olusan amplikonlar erime egrisi analizi ile de test edildi. ITS ve

D1/D2 boélgesine ait amplifikasyon ve erime egrisi 6zgiinliigli arastirildi.

3.4. istatistiksel analiz

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik,
en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi kolmogorov
simirnov test ile 6l¢iildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde bagimsiz 6rneklem t test,
mann-whitney u test kullanildi. Nitel bagimsiz verilerin analizinde ki-kare test, ki-kare
test kosullar1 saglanmadiginda fischer test kullanildi. Etki diizeyi tek degiskenli ve ¢cok
degiskenli lojistik regresyon ile arastirildi. Analizlerde SPSS 26.0 programi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Ocak 2017- Aralik 2018 yillar1 arasinda retrospektif olarak ¢alismaya alinan 100
hastanin 70°i (% 70) SSYBU, 22°i (% 22) AYBU’nde degerlendirilmistir. Calismaya alinan

hastalarin temel 6zellikleri tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3. Retrospektif Calismaya Ahnan Hastalarin Temel Ozellikleri

YAS 63 (19-96)
Cinsiyet (K/E) | 45/55
YATILAN

Birim 70
SSYBU 22

AYBU 8
KDCYBU

Mortalite 70 (% 70)

1 Aralik 2020 tarihi ile 10 Ocak 2021 tarihleri arasinda 72 saatten daha uzun sure

YBU’nde yatarak prospektif olarak izlenen 75 olgunun temel 6zellikleri tablo 4’te

belirtilmistir.

Tablo 4. Prospektif Calismaya Alinan Hastalarin Temel Ozellikleri

YAS 67,8 (35-97)
Cinsiyet (K/E) 27/48
YATILAN Birim

SSYBU 53

AYB 11

U 11

NSYB

0

Mortalite 43 (% 57,3)

Takip slresi

9.1 giin (4-37)
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Kan Kilturinde Tespit Edilen Candida Tur
Dagihmi %

i C.parapsilosis HC.albicans i C.glabrata u C.tropicalis H

Sekil 7. Kan Kiiltiiriinde tespit edilen Candida tiir dagilimi %

Elli Kandidemi olgusunda 49 hastada (% 98) sepsis, 48 hastada (% 96) son ii¢ ay
igerisinde hastanede yatis Oykiisii, 48 hastada (% 96) bir haftadan uzun siiren antibiyotik
kullanim &ykdisii, 31 hastada (% 62) major cerrahi operasyon, 29 hasta (%58) TPN ile
beslenme ve 23 hastada (%46) intraabdominal infeksiyon vardi. Infekte olan hastalarin

dagilimi sekil 7°de gosterilmistir.

Infekte olan hastalarin
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Vaka ve kontrol grubunda hastalarin yaslari, cinsiyet dagilimi anlamh (p >
0,05) farklilik gostermemistir. Vaka grubunda CRP ve Prokalsitonin degeri kontrol
grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. Vaka ve kontrol grubunda ates,
immunsupresif ila¢ kullanim orani, malignite orani anlamhi (p > 0,05) farklilik
gostermemistir. Vaka grubunda sepsis ve son ii¢ ay icerisinde hastaneye yatis orani
kontrol grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. Vaka ve kontrol grubunda
dekiibit, acik yara orani, Ventilatdr liskili Pnémoni (VIP) orani, Uriner Sistem
Infeksiyon (US]) orani, TPN orami, major cerrahi operasyon orani, transplantasyon
orani, mekanik ventilasyon orami anlamli (p > 0,05) farklilik gostermemistir. Vaka
grubunda bir haftadan uzun siire antibiyotik kullanim orani kontrol grubundan anlaml
(p < 0,05) olarak daha yiiksekti. Vaka ve kontrol grubunda HT, DM, akciger hastaligi,
kalp hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, kronik karaciger hastaligi orani anlamli (p >
0,05) farklilik gostermemistir. Vaka grubunda ABH orani1 kontrol grubundan anlamli (p
< 0,05) olarak daha yiiksekti. Vaka ve kontrol grubunda H2 reseptdr blokori kullanim
orani, nazogastrik tiip orani, toraks tiip orani, batin dren orani, nefrostomi orani,
intraaortik balon orani, mekanik ventilasyon orani, iiriner kateter orani, kolostomi orant,
nefrostomi orani, trakeostomi orani, sistofiks orani, anlamli (p > 0,05) farklilik
gostermemistir. Vaka grubunda perikard tiip orani, SVK orani, kolonizasyon orani, PEG
orant kontrol grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. Vaka grubunda
periferik vendz kateter orani, periferik arteriyel kateter orani, CRRT (continuous renal
replacement therapy) orani kontrol grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha diisiiktii.
Vaka ve kontrol grubunda YBU kalis siiresi anlamli (p > 0,05) farklilik gdstermemistir.
Vaka grubunda 6liim oranmi kontrol grubundan anlamh (p < 0,05) olarak daha ytiksekti
(Tablo 6).
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Tablo 5. Yogun bakim iinitesinde retrospektif olarak izlenen hastalarin demografik ve

klinik ozellikleri

Min-Mak Medyan Ort.+ss. /In-%
Yas 19,0 - 96,0 63,0 60,7 = 16,5
o Kadin 45 45,0%

Cinsiyet '

Erkek 55 55,0%
SOFA 0,0 - 19,0 10,0 9,2 + 43
gSOFA 0,0 - 30 3,0 24 + 0,7
Candida skoru 00 - 50 3,0 31 + 14
CRP 12,0 - 417,0 165,0 176,6 + 98,8
Prokalsitonin 0,0 - 449,0 0,0 13,1 + 48,2
Ates 35,0 - 39,5 37,0 370 + 1,4

C. parapsilosis 29 29,0%

C. albicans 12 12,0%
Candida C. glabrata 7,0%

C. tropicalis 1,0%

C. guilliermondii 1,0%
Mekanik Ventilasyon 91 91,0%
Sepsis 88 88,0%
1 haftadan uzun siiren antibiyotik kullanimi 84 84,0%
Son 3 ay icerisinde hastaneye yatis dykiisii 78 78,0%
Major cerrahi operasyon 58 58,0%
Total parenteral nutrisyon 52 52,0%
Malignite 37 37,0%
Dekiibit acik yara 37 37,0%
Immunsupresif ilag kullanimi 30 30,0%
Intraabdominal infeksiyon 30 30,0%
Uriner sistem infeksiyonu 7 7,0%
Ventilator iliskili pndmoni 5 5,0%
Transplantasyon 2 2,0%
Komorbidite
Akut bobrek hasari 46 46,0%
Hipertansiyon 35 35,0%
Kalp hastalig 32 32,0%
Akciger hastalif 24 24,0%
Diabetes mellitus 23 23,0%
Kronik bobrek yetmezligi 16 16,0%
Kronik karaciger hastalig1 3 3,0%




Tablo 6. Vaka ve kontrol gruplarina gore risk faktorleri
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Kontrol Grubu Vaka Grubu
Ort.+ss. /n-% Medyan Ort.+ss. /n-% Medyan

Yas 60,0 £+ 15,2 62,5 61,4 + 179 64,0 0,436 m
__ Kadm 22 44,0% 23 46,0% N
Cinsiyet Erkek 28 56,0% 27 54,0% 0841
SOFA 95 + 47 10,5 9,0 £ 40 10,0 0,478 m
gSOFA 22 £ 0,7 2,0 26 + 0,7 3,0 0,007 m
Candida skoru 22 + 13 2,0 39 £ 1,0 40 0,000 m
CRP 1514 + 995 145,3 2019 + 92,2 176,0 0,010 't
Prokalsitonin 44 + 153 0,0 219 + 655 0,9 0,025 m
Ates 36,9 + 12 36,0 370 £ 17 380 0935 m
Immunsupresif ilag kullanimi 11 22,0% 19 38,0% 0,081 X
Malignite 15 30,0% 22 44,0% 0,147 *
Sepsis 39 78,0% 49 98,0% 0,002 X
Son 3 ay hastaneye yatis 6ykiisii 30 60,0% 48 96,0% 0,000 X
Dekiibit acik yara 23 46,0% 14 28,0% 0,062 X
Ventilator iliskili pnémoni 2 4,0% 3 6,0% 0,646 X
Uriner sistem infeksiyonu 4 8,0% 3 6,0% 0,695 ¥
Intraabdominal infeksiyon 7 14,0% 23 46,0% 0,000 *
Total parenteral nutrisyon 23 46,0% 29 58,0% 0,230 *
Major cerrahi operasyon 27 54,0% 31 62,0% 0,418 X
Transplantasyon 2 4,0% 0 0,0% 0,495 X
liuli?:ﬁ(rinaln uzun siiren antibiyotik 36 72.0% 48 96,0% 0,001 ¥
Mekanik ventilasyon 44 88,0% 47 94,0% 0,295 *
Komorbidite

Hipertansiyon 19 38,0% 16 32,0% 0,529 ¥
Diabetes mellitus 11 22,0% 12 24,0% 0,812 X
Akciger hastalig1 8 16,0% 16 32,0% 0,061 ¥
Kalp hastalig1 13 26,0% 19 38,0% 0,198 X
Akut bobrek hasari 15 30,0% 31 62,0% 0,001 ¥
Kronik bobrek 10 20,0% 6 12,0% 0,275 X
yetmezligi

Kronik karaciger 2 4.0% 1 2.0% 1,000 ¥

hastalig



Tablo 6 devamm

H2 reseptor blokorii
Nazogastrik tiip

Toraks tiipii

Batin dreni

Nefrostomi

Perikard tlipii

Intraaortik balon
pompast

Periferik venoz kateter

Periferik arteriyel
kateter

Mekanik ventilasyon
Uriner kateter
Santral venoz katater
Kolonizasyon

Perkiitan endoskopik

gastrostomi
Kolostomi
Nefrostomi
Trakeostomi
Sistofiks
CRRT

Yogun bakim iinitesinde kalig

siiresi
Exitus

0 0,0%
36 72,0%
12 24,0%
15 30,0%

2 4,0%

0 0,0%

0 0,0%
50 100,0%
37 74,0%
43 86,0%
48 96,0%
39 78,0%

9 10,0%

2 4,0%

7 14,0%

2 4,0%

8 16,0%

1 2,0%
27 54,0%

22,2 + 19,0 17,5
28 56,0%

2 4,0%
35 70,0%
20 40,0%
22 44,0%
1 2,0%
4 8,0%
1 2,0%
13 26,0%
23 46,0%
45 90,0%
50 100,0%
50 100,0%
45 90,0%
8 16,0%
14 28,0%
1 2,0%
15 30,0%
2 4,0%
7 14,0%
294 + 271

42 84,0%

17,5

45

0,495

0,826
0,086
0,147
1,000
0,041

1,000
0,000
0,004
0,538
0,495
0,000
0,000
0,046

0,086
1,000
0,096
1,000

0,000
0,145

0,002

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

X2

™ Mann-whitney u test / t Bagimsiz érneklem t test/ X* Ki-kare test(Fischer test)

Tek degiskenli modelde vaka ve kontrol grubun ayriminda qSOFA, ‘Candida

skoru’, CRP, Prokalsitonin, sepsis, son ii¢ ay i¢inde hastaneye yatis, intraabdominal

infeksiyon Oykiisii, bir haftadan uzun stiren antibiyotik kullanimi, ABH, periferik vendz

kateter, kolonizasyon, PEG, CRRT nin anlaml (p < 0,05) etkinligi gozlenmistir (Tablo

7).

Cok degiskenli indirgenmis modelde vaka ve kontrol grubun ayriminda ‘Candida

skoru’, son ii¢ ay i¢inde hastaneye yatis, ABH nin anlamli (p < 0,05) bagimsiz etkinligi

gbzlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Tek ve cok degiskenli indirgenmis modelde bagimsiz risk faktorleri

Tek Degiskenli Model

Gok Degiskenli Model

OR % 95 CI p OR % 95 CI p
gSOFA 2,09 1,15 - 3,81 0,01
5
Candida skoru 3,37 2,10 - 5,40 0,00 9,50 3,33 - 27,0 0,000
0 5
CRP 1,01 1,00 - 1,01 0,01
3
Prokalsitonin 1,03 1,00 - 1,06 0,04
1
Sepsis 13,8 1,71 - 111,72 0,01
2 4
Son 3 ay hastaneye yatis 16,0 3,49 - 73,41 0,00 13,0 2,10 - 81,2 0,006
Oykusu 0 0 6 8
intraabdominal infeksiyon 5,23 1,98 - 13,85 0,00
1
1 haftadan uzun stiren 9,33 1,99 - 43,68 0,00
antibiyotik kullanimi 5
Akut bobrek hasari 0,26 0,11 - 0,60 0,00 0,10 0,02 - 0,50 0,005
2
Periferik ven6z kateter 0,30 0,13 - 0,69 0,00 0,04 0,01 - 0,24 0,001
5
Kolonizasyon 81,0 21,93 - 299,19 0,00
0 0
Perkiitan endoskopik gastrostomi 457 0,92 - 22,73 0,06
3
CRRT 0,14 0,05 - 0,37 0,00
0

Logistic Regression (Forward LR)

Yogun Bakim Uniteleri’nde kandidemi olgular1 ile ortaya cikan ¢ok-degiskenli

modelde saptanan (Tablo 7). ‘Candida skoru’, son ii¢ ay i¢inde hastane yatisi ve ABH

gelismesi kriterleri diginda, klinikte ¢cok sik gézlemledigimiz intraabdominal infeksiyon

varligr ve >7 giin antibiyotik kullanimi gibi risk faktorleri kullanilarak hastanemize

Ozgii bir skorlama sistemi olusturuldu. ‘Candida skoru’; modifiye edilerek kullanildu.

Multifokal Candida kolonizasyonu yerine kan disi herhangi bir 6rnekte Candida

liremesi saptanmasi 1 puan olarak yorumlandi. Diger skorlar tanimlandigi sekliyle

alindi: Agir sepsis: 2 puan, Cerrahi girisim: 1 puan, TPN uygulanmasi: 1 puan.

‘Candida skoru’ve kandidemi saptanan olgularin sayisi tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. CTF Candida Skoru ve kandidemi saptanan olgularin sayisi

CTF Candida skoru Kandidemi / Toplam say1
0 0/10
1 0/17
2 0/20
3 1/20
4 3/7
5 0/1
Toplam 4175

Prospektif izlemde CTF Candida skoru <3 puan ile IK saptanmadi. Dort puan ve
tizerinin kandidemi yoniinden anlamli bir risk belirleyebilecegi diisiiniildii. CTF
Candida skoru ile kandidemi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(Fisher’s Exact p<0,05). CTF Candida skoru 4 ve iizeri olanlarda kandidemi olma
riskinin 40,2 kat daha fazla oldugu istatistiksel olarak gosterildi. Olusturdugumuz CTF
Candida skoru sisteminde >4 puan i¢in duyarlilik ve 6zgillik sirasiyla %75 ve %93
olarak belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. CTF Candida skoru 4 ve iizeri olan yogun bakim hastalarinda kandidemi riski

CTF Kandidemi Kandidemi OR Duyarhhik (")zgiilliik
Candida Yok Var p
skoru N (%) N (%) (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)
<4 66 (93,0) 1(25,0) 0.003 40,2 75,0 93,06
>4 5(7,0) 3 (75,0) : (3,5-460,7) | (19,4-99,4) (84,5-97,7)

CTF Candida skoru 4 puan ve lizeri i¢in negatif prediktif deger (NPD): %98,53,
pozitif prediktif deger (PPV): %37,5 olarak bulundu (Tablo 10).

Tablo 10. CTF Candida skoru Duyarliik, Ozgiilliik, Pozitif ve Negatif Prediktif Degerleri

CTF Candida | Duyarhlhk (%) | Ozgiilliik (%) PPD (%) NPD (%)
skoru
>4 75,0 93,06 37,5 98,53
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PCR testi sonuclari,

Real Time PCR amplifikasyon egrileri incelendiginde Tubulin ve EFla gen
bolgelerine ait egrilerin non spesifik ve yeterli olmayan amplifikasyonlar nedeni ile
calismaya uygun olmadigi ve daha ileri optimizasyonlar gerektirdigi goriildii. Sekil 9°da

Tubulin ve EF1a’ya ait amplifikasyon egrileri sunulmustur.

Amplification r ~

T T ) [ . 2

1500 | @ | e

| q | ®

{ o t 1 o
Il o
1000 f L 1
/] t
2 11/} -] 1
frd gyt

[ 2 X0
| !
500 / }
/]
/
0 e {
L/ }
i =
0 10 2 30 40 0 1 2 % 4
Cycles [ Log Scale Cyclos o e |

Sekil 9. A. Tubulin, B. EF1a gen boélgelerine ait nonspesifik ve yeterli olmayan
amplifikasyon egrileri

ITS bolgesini kapsayan primerler ile 1000, 100 ve 10 Candida hiicresini igeren
kanlarda pozitif amplifikasyon saptanirken 1 Candida hiicresini igeren kanda
amplifikasyon saptanmadi, bu nedenle testin saptama sinir1 10 hiicre/ml olarak

belirlendi. Ayrica yapilan erime egrisi analizi ile olusan amplikonun ozgiinligi

gosterildi (Sekil 10).

Ampiification [ Meli Peak r
- ' T [
2000 +
1 @ 2
)
L O S N
1500 4=t
i’ g
26 / / LR
« ¥
‘ 194
/ 500
2 S Sl s
) - . 7" - . ——
f i t f t t + t + }
0 10 20 k! ] 40 €5 70 (] 80 85 %0 9
Cycles [ Log Scale Temperature, Celsius

Sekil 10. ITS bolgesine ait amplifikasyon ve erime egrisi analizi
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Kantitatif olarak ¢izilen standard egrinin egimi C. albicans i¢in -2,585, uyumu 0,960
ve kesim noktas1 42,661, C. parapsilosis i¢in -4,171, uyumu 0,965 ve kesim noktasi
42,276 olarak bulundu. Sekil 11’de 1000, 100, 10 ve 1 Candida hiicresi i¢eren 6rneklere

ait amplifikasyon egrileri ile standard egri sunulmustur.
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Sekil 11. ITS’ye ait 1000, 100, 10 ve 1 Candida hiicresi iceren érneklere ait amplifikasyon
egrileri ile standard egri A. C. albicans B. C. parapsilosis

D1/D2 bolgesini kapsayan primerler ile 1000, 100 ve 10 Candida hiicresini igeren
kanlarda pozitif amplifikasyon saptanirken 1 Candida hiicresini igeren kanda
amplifikasyon saptanmadi, bu nedenle testin saptama smirt 10 hiicre/ml olarak
belirlendi. Ayrica yapilan erime egrisi analizi ile olusan amplikonun Ozgiinliigii

gosterildi (Sekil 12).
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Sekil 12. D1/D2 boélgesine ait amplifikasyon ve erime egrisi analizi

Kantitatif olarak ¢izilen standard egrinin egimi -3,884, uyumu 1,000 ve kesim
noktas1 46,575 C. parapsilosis i¢in -4,936, uyumu 0,986 ve kesim noktasi 43,319
olarak bulundu. Sekil 13’te 1000, 100, 10 ve 1 Candida hiicresi i¢eren Orneklere ait

amplifikasyon egrileri ile standard egri sunulmustur.
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Sekil 13. D1/D2’ye ait 1000, 100, 10 ve 1 Candida hiicresi iceren drneklere ait
amplifikasyon egrileri ile standard egri A. C. albicans B. C. parapsilosis
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5. TARTISMA

Kandidemi, YBU’lerinde karsimiza ¢ikmaya devam eden ciddi bir klinik
durumdur. Yogun bakim hastalarinin biiyiikk bir kismi1 Candida tiirleri ile kolonize
olmakta ve yaklasik iicte birinde kandidemi gelismektedir. Progresif kolonizasyon ve
major abdominal cerrahi, Candida infeksiyonu igin iyi bilinen risk faktorleridir.%*
Kandidemiyi tahmin etmek zordur ve erken teshis 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Ek olarak, mikrobiyolojik dokiimantasyon genellikle infeksiyon seyrinin
ge¢ donemlerinde ortaya cikar. Hem tani, hem de uygun ve etkin tedaviyi baslamadaki
gecikmeler, artan mortalite ile iliskilendirilmistir. Kandidemi, 6zellikle YBU’lerinde
yatan hastalarda onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir.
Diger taraftan, kandidemi hastanede kalis siiresinin aylarca uzamasina ve milyonlarca

dolar ek maliyete yol acabilmektedir.®®

Mikrobiyolojik olarak dokiimente edilmemis IK hastalarinda Candida ile iliskili
mortaliteyi azaltmaya yonelik baglanan empirik sistemik antifungal tedavi bu ilaglarin
asir1 kullanim endisesine yol agmaktadir. Bu nedenle erken antifungal tedaviden fayda
gorebilecek yiiksek riskli K hastalarmma tani konulmasinda yatak basi skorlarama
sistemleri veya erken tani testleri yardimci olabilmektedir. Ancak bu tiir testlerin negatif
prediktif degeri pozitif prediktif degerinden daha yiiksektir. Mannan, anti-mannan,
(1,3)-b-D-glukan ve ozellikle polimeraz zincir reaksiyonu gibi IK biyobelirtecleri erken

tam ve tedaviyi saglamak i¢in giderek klinikte daha fazla kullanilmaktadir.%*

Invaziv Candida infeksiyonlarinin en sik etkeni C. albicans’tir ancak son yillarda
non-albicans Candida tiirleri tarafindan olusturulan infeksiyonlarn sikliginda artis
olmustur.** Amerika Birlesik Devletleri'nde 2004-2008 yillar1 arasinda yiiriitiillen cok
merkezli bir slirveyans c¢aligsmasinda, kandidemi gelisen 2019 hastanin %54'0 albicans
dis1 Candida tiirlerini ve %46’s1 C. albicans1 temsil ediyordu. C. glabrata tim
kandidemi vakalarinin %26’sindan, C. parapsilosis %16, C. tropicalis %8 ve C.
krusei %3’iinden sorumluydu.”® Diger calismalarda, her tiiriin insidansi, farkli hasta
poplilasyonlar1 ve cografi bolgelerde degisiklik gosterse de benzer bir siklik sirasi
gozlenmistir.*6474 Ornek olarak Istanbul Univeristesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
hastanesinde Mete ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada C. albicans’tan sonra kan

dolasimi infeksiyonuna neden olan en yaygin tiirler, sirasiyla C. parapsilosis, C.
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glabrata ve C. tropicalis olarak bildirilmistir.® Bizim ¢alismamizda 2017-2018 yillar1
arasinda YBU hastalarinda Candida tiir dagilim1 C. parapsilosis % 58 (29 hasta), C.
albicans % 24 (12 hasta), C. glabrata % 14 (7 hasta), C. tropicalis % 2 (1 hasta), C.
guillermondii % 2 (1 hasta) olarak tespit edilmis olup, goriildiigi izere %76 oranla non
albicans Candida’lar giderek artmaktadir. Yapilan bir ¢ok giincel ¢alismalarda da bizim
calismamiza benzer sekilde non albicans Candida tiirlerindeki artis gosterilmistir.>4°
Candida’lar kan dolasimina GIS, damar igi kateter ve piyelonefrit gibi lokalize bir
infeksiyon odagindan erisebilmektedirler. Gastrointestinal sistem mukozasindan
penetrasyon, Candida tiirlerinin hem nétropenik hastalarda hem de YBU hastalarinda
kan dolasimina girmesi i¢in muhtemel en yaygin mekanizmadir.®>” Candida tiirleri
normal bagirsak mikrobiyotasinin  bir parcasidir; genis  spektrumlu  antibiyotik
kullanimina bagh asir1 ¢ogalabilmekte ve uygulanan kemoterapdtik ajanlar veya major
abdominal cerrahilerle olusan GIS mukozal hasari1 sonucu bagirsaktan kana kolayca
transloke olabilmektedirler.>’

Bizim calisgmamizda da literatiire uygun olarak kandidemi iliskili risk faktorleri;
intraabdominal infeksiyon (p=0,001), son ii¢ ay i¢inde hastaneye yatis dykiisii (p=0,006),
bir haftadan uzun siiren antibiyotik kullanimi (p=0,005) ve ABH (p=0,005) olarak
bulundu. Literatiirde risk faktorlerinin arastirildigi diger c¢alismalarda da  benzer
sonuglar saptanmlstlr.96

C.parapsilosis, ozellikle cerrahi YBU’lerinde daha yaygindir; SVK, TPN, yakin
zamanda gecirilmis cerrahi, ekinokandin kullanim1 ve koétii infeksiyon kontrolii 6nemli
risk faktorii olarak bir ¢ok calismada gosterilmistir.*>%7

C. glabrata i¢in, flukonazol tedavisi almis olmak, ileri yas, gastrointestinal cerrahi
ve intravendz ilag¢ kullanimi en yaygin risk faktorleridir. Calismamizda intraabdominal
infeksiyon, uzun siireli antibiyotik kullanim1 ve son ii¢ ay igerisinde hastaneye yatis
oykiisii en onemli risk faktdrleri olarak belirlendi.*®*°

Bizim ¢aligmamizda C. parapsilosis’in yiiksek oranda goriilmesi, hastalarin biiyiik
cogunlugunun cerrahi YBU’de TPN ile beslenen, SVK kullanimi olan, yakin zamanda
cerrahi ge¢irmis odak kontroliiniin saglanamadigi intraabdominal infeksiyona sahip
hastalar olmasi ile iligkili olabilir. Retrospektif analizde kandidemi saptanan hastalarin
%62’si major cerrahi operasyon gecirmis hastalardi. Istatistiksel olarak vaka grubunda

sepsis, son ii¢ ay igerisinde hastaneye yatis, bir haftadan uzun siiren antibiyotik

kullanimi, kolonizasyon ve SVK orani kontrol grubundan anlamli (p < 0.05)
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olarak daha yiiksekti. Calismamizda vaka ve kontrol grubu arasinda YBU kalis

sliresinin uzamasi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p > 0.05).

Candida spp., YBU hastalarinda antifungal tedaviye ragmen %40’a varan mortalite
ile ilk dort nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonu arasinda yer almaktadir.®® Tek basina
veya kombinasyon halinde 1,3-b-D-glucan ve prokalsitonin gibi biyobelirteclerin
faydas1 umut vadetsede, yatak bas1 Candida skorlama sistemleri klinik karar asamasina
rehberlik etmede oldukga yararli olabilmektedir.*® Son zamanlarda rehberler erken tani
ve biran Once antifungal tedavinin baslanmasi i¢in bu tir Candida skorlama
sistemlerinin kullanimin1  6nermektedirler.’®® Yaygm olarak kullanilan Leon ve
arkadaslarinin non-nétropenik K hastalarinda erken antifungal tedavi baslanmasi
amaciyla olusturduklari ‘Candida skoru’ sisteminde >2,5 puan i¢in duyarlilik ve
ozgiillik sirastyla %81 ve %74°tiir.®®* Cerrahi hastalarimin fazlalik teskil ettigi
YBU’lerde bu skorlama ¢ok ise yaramaktadir, ancak cerrahi olmayan nedenlerle
YBU’de yatan hastalarda bu skor yetersiz kalabilmektedir. Erken tani icin gelistirilmis
olan bir¢ok klinik skorlama sistemleri olsa da hi¢ biri ‘Candida skoru’ gibi prospektif
olarak dogrulanmamistir ve pozitif prediktif degerleri ¢ok diisiiktlir. Bizim
calismamizda 2017-2018 yillar1 arasinda pozitif kan kiiltiiri olan hastalarin (n=50),
%94’liniin pozitif ‘Candida skoru’na (>2,5) sahip oldugunu bulduk. Bu durum o dénem
yogun bakimda kritik cerrahi hastalarinin, 6zellikle intraabdominal infeksiyonlarin
istiinliik teskil etmesinden kaynaklaniyordu. Calismamizda en yaygin risk faktorleri
siddetli sepsis/septik sok (%98), 1 haftadan uzun siiren antibiyotik kullanimi (%96) ve
son li¢ ay i¢inde hastaneye yatis Oykiisii (%96) idi. Yine Leon ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptiklar bir calismada ‘Candida skoru® <3 ile %2,3 K insidans: bildirilmis,
bizim c¢alismamizda da buna benzer sekilde diisiik oranda (%6) K insidansi
saptanmustir.'® Ancak baska bir ¢alismada ‘Candida skoru’ <3 ile %63 K insidansi
bildirilmis ve sepsis ile multifokal Candida kolonizasyonunun benzer oranlarda oldugu
gosterilmistir.’® Bu nedenle de empirik antifungal tedavi gerektiren kritik YBU
hastalarimi1 daha dogru bir sekilde belirlemek amaciyla modifiye edilmis Candida
skorlama sistemlerinin  gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. Bizim c¢alismamizda
YBU’lerinde kandidemi olgular1 ile ortaya c¢ikan cok degiskenli modelde saptanan
‘Candida skoru’, son ii¢ ay i¢inde hastane yatis1 ve ABH gelismesi kriterleri disinda

Klinikte ¢ok sik goézlemledigimiz intraabdominal infeksiyon varhigi ve > 7 giin



54

antibiyotik kullanimi gibi risk faktorleri kullanilarak hastanemize 6zgii bir skorlama
sistemi - CTF Candida skoru gelistirildi. Prospektif izlemde CTF Candida skoru <3 ile
IK saptanmadi. Calismamizda 4 puan ve iizeri toplam sekiz hastadan iiciinde kandidemi
gelisti ve bu skorun kandidemi riskini belirlemede 6nemli oldugunu bulduk. CTF
Candida skoru ile kandidemi arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) farklilik

bulundu.

Leon ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptizn YBU’de takip edilen nédtropenik
olmayan hastalarin dahil edildigi prospektif bir ¢alismada bizim c¢alismamiza benzer
sekilde IK ile kandida skoru arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir iliski
oldugu gosterildi. Leon ve arkadaslarmin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ‘Candida
skoru’ smir degeri 2,5 puan i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikk sirasiyla %81 ve %74 olarak
belirlenmis, Candida skoru >2,5 puan olanlarda IK riski 7,75 kat fazla oldugu
bildirilmistir.®? Bizim calismamizdaysa olusturdugumuz CTF Candida skoru smir
degeri 4 puan i¢in duyarhilik ve 6zgiilliikk sirasiyla %75 ve %93 olarak belirlendi, CTF
Candida skoru 4 puan ve tizeri olanlarda K riskinin 40,2 kat daha fazla oldugu bulundu
(Tablo 9).

Kautzy ve arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da KS <2,5
olan hastalarm higbirinde IK gelismedi ve NPD yiiksek olarak bulundu.}®* Boylece
gelistirdigimiz hastanemize 6zgiin CTF Candida skorunun NPD’nin (%98,53) yiiksek
bulunmas1 gereksiz antifungal kullanimin1 6nlemede ¢ok yararli olabilecegini gosterdi.
Olusturdugumuz CTF Candida skoru sisteminde >4 puan i¢in duyarlilik ve 6zgilliik
sirastyla %75 ve %93 olarak belirlendi (Tablo 9). Ayrica CTF Candida skoru 4 puan ve
tizeri icin NPD %98,53, PPV %37,5 olarak bulundu. Boylece gelistirdigimiz 6zgiin CTF
Candida skoru nétropenik olmayan YBU hastalarinda gereksiz antifungal kullanimini
onleme ve empirik antifungal tedavinin erkenden baslanmasi karari i¢in rehber
hiikmiinde olabilir.1%

Kandidemi YBU hastalarinda gelisen ¢ok ciddi bir klinik durumdur ve rutin olarak
kesin tan1 kan kiiltiirii sonucuna gore konulmaktadir. Kandidemi teshisi i¢in kullanilan
kan kiiltiirii sistemlerinin en 6nemli dezavantajlarindan biri iireme sinyali i¢in en az ii¢
giin ve uygun besiyerine ekim yapildiktan sonra ise identifikasyon icin iki giin daha
(toplamda 3-5 giin) siire gerektirmesidir. Bununla birlikte, [K’in kesin tedavisi

genellikle kiiltiirtin duyarsizligi nedeniyle gecikir ve bu gecikme yiiksek mortalite
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oranlarma (% 35-75) yol agabilir.!* Candida kan kiiltiirlerinden % 50-70 oraninda ve
gec izole edilmektedir.!> Kan kiiltiirii pozitif olan hastalarda K teshisi kolaylikla
yapilir, ancak kan kiiltiirlerinin duyarliliginin diisiik olmasi, sistemik infeksiyonu olan
baz1 hastalarin gdzden kagcirilabilecegi anlamma gelir. YBU’de genel durumu agir olan
hastalarda daha hizli ve daha duyarli tekniklerin yapilmasi gerekmektedir. Kan
kiiltiirlerindeki mayalarin daha hizli saptanmasi ve kiiltiir bazli olmayan yeni tekniklerin
gelistirilmesi literatiirde en 6nemli arastirma alanlarindan biridir. Kan kiiltiirlerinin geg
sonu¢ vermesi, serolojik testlerin tek basina kullanildiklarinda duyarhiliklarinin diisiik
olmasi nedeniyle molekiiler yontemlerin bu alanda arastirilmasi 6n plana ¢ikmistir. Bu
yontemler gelistirildik¢e kan kiiltiirii negatif derin doku infeksiyonlar1 daha iyi teshis
edilebilecektir.? Boylece PCR yontemiyle konulan hizli ve giivenilir kandidemi tanisi,

uygun tedavinin erkenden baslanarak mortalitenin azaltilmasina yol agacaktir.®

Invaziv kandidiyaziste karsimiza ¢ikan esas sorunlardan biri de kan kiiltiirii negatif
siipheli olgularda empirik/pre-emptif antifungal tedavi se¢iminin yapilmasidir.
Tedavinin ge¢ baslanmasi, direng profili, uygun olmayan doz ve yetersiz tedavi siireleri
oliim oranlarimi ciddi bir sekilde arttirmaktadir.? Garey ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada kandidemili hastalarda antifungal tedavi baslanmasindaki gecikme,
mortaliteyi 6nemli Olgiide arttirmistir. Kiiltiir giinlinden 12 saat ve 72 saat sonra
antifungal tedavi baslanmasinin mortaliteyr paralel olarak 2-3 kat arttirdigt
gosterilmistir.!® Bu nedenle antifungal tedavi gecikmelerini nlemek igin hizli tam

testleri ve 6zgii risk faktorlerinin belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literature baktigimizda kandidemi etkeni olan patojen tiirlerin saptanmasi i¢in
farkli molekiiler yaklagimlar gelistirilmekte oldugunu gorebiliriz. PCR amplifikasyonu
icin, mantarlarin ribozomal DNA’daki ITS bdlgelerinden secilen tiire 6zgii primerler
kullanilmaktadir. ITS, mantar tiirlerine 6zgii dizileri hedefler ve tiirler aras1 fark
panfungal primerler tarafindan {iretilen erime egrisi analizi ile olusan amplikonun
ozgiinliigii gosterilerek miimkiindiir.#? Calismamizda kan dolasimi infeksiyonlarmna
neden olan Candida tiirlerinin direkt kandan tespiti i¢in hizli, duyarli ve 6zgiin bir
molekiiler yontem olarak tekli EvaGreen tabanli real time PCR gelistirildi. Dort cift
panfungal primer kullanildi. MALDI-TOF MS ile tanis1 dogrulanmig C. albicans izolati
caligmaya alindi. C. albicans’in sirast ile 10.000, 1000, 100 ve 10 hiicresi sayilan

asmtilart alindi, EDTA’l1 kan 6rnegi ile 1/10 oraninda karistirilarak ml’de sirast ile
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1000, 100, 10 ve 1 hiicre iceren standard kan Ornekleri hazirlandi. Ekstraksiyon i¢in
ticari kit (Ribospin, Almanya) kullanildi. Ekstraksiyon islemi sonrasi Candida DNA
varligi ITS, D1/D2, EFla ve Tubulin gen bdlgelerini hedefleyen tekli Eva-Green tabanli
Real Time PCR testi arastirildi. Real Time PCR ile ¢ogaltma islemi i¢in ITS1F-ITS4R,
NL1-NL4, EFla-F-EFla-R, bTUB-F-bTUB-R gibi primer ¢iftleri i¢in ayr1 ayr1 Real
Time PCR testleri gerceklestirildi. Real Time PCR i¢in BioRad CFX 96 cihazi (BioRad,
Almanya) kullanildi ve ¢ogaltma sonrasi olusan amplikonlar erime egrisi analizi ile de
test edildi. Fidler ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmanin aksine bizim c¢alismamizda
Real Time PCR amplifikasyon egrileri incelendiginde Tubulin ve EFla gen bolgelerine
ait egrilerin non spesifik ve yeterli olmayan amplifikasyonlar nedeni ile c¢alismaya

uygun olmadig1 ve daha ileri optimizasyonlar gerektirdigi goriildii.®

ITS ve D1/D2 bolgesini kapsayan primerler ile 1000, 100 ve 10 Candida hiicresini
iceren kanlarda pozitif amplifikasyon saptanirken 1 Candida hiicresini igeren kanda
amplifikasyon saptanmadi, bu nedenle testin saptama smiri 10 hiicre/ml (CFU/ml)
olarak belirlendi. Ayrica ITS, D1/D2 bélgelerinin amplifikasyonu ve EvaGreen boyasi
kullanilarak yapilan erime egrisi analizi ile olusan amplikonun 6zgiinligii gosterildi.
Leaw ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ITS1 ve ITS2 sekans analizi ile dogru
tanimlama oranlarinin sirastyla %98,8 ve %99,7 oldugu ve ribozomal hedefler, 6zellikle
RNA operonunun ITS1, ITS2 ve D1/D2 alanlarinin molekiiler tanimlama i¢in umut
vadettigi bildirilmistir.}” Calismada bizim calismamiza benzer sekilde ITS bdlgelerinin
dizi analizinin klinik 6nemi olan mayalar1 giivenilir bir sekilde tanimlayabildigi acik¢a
gosterilmistir.}’” Bir diger ¢alismada da ¢ogu maya tiiriiniin D1/D2 dizi analizi ve ITS
bolgeleri araciligiyla 6zgii PCR  primerleri kullanilarak hizli  bir  sekilde

tanimlanabilecegi aciklanmgtir. 1%

Bagka bir calismada yine bizim ¢alismamiza benzer sekilde ITS dizilerinin erime
egrisi analizi yapilarak her amplikonun spesifik erime noktasi oldugu saptanmis ve bu
molekiiler yontemin Candida tiirlerinin erken tespiti igin potansiyel tani araci

olabilecegi ortaya ¢ikmistir.®

Ayni zamanda bu ¢aligmada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da Eva-Green tabanl
Real Time PCR yontemi prob kullanmadan tek asamada gerceklestirilebilmesi 6nemli
avantajlarindandir. Bu c¢alismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda 4 ¢ift primer

kullanilmistir, bunlardan ikisinin 6zglnliigii gosterilmistir.
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Somogyvari ve arkadaslarinin yaptig1 calismada oldugu gibi bizim calismamizda da
invaziv maya tiirlerini saptamak igin erime egrisi analizine dayali hizli bir deneysel
yontem olarak Real Time PCR segildi. Caligmada klinik numunelerde belirli mantar
tiirlerinin beklendigi durumlarda bu molekiiler yontemin oldukca faydali olabilecegi

belirtilmistir. %’

Bizim calismamizda gelistirdigimiz molekiiler testin saptama sinir1 10 CFU/ml
olarak belirlendi ve 1 Candida hiicresini i¢eren kanda amplifikasyon saptanmadi. Cok
diisiik mantar yiikiine sahip olan K hastalarinin saptanamamas: bu testin en 6nemli
kisitliklarindandir. Pfeiffer ve arkadaslarinin g¢alismasinda da 10 CFU/ml in vitro
saptama siir1 duyarliliginin iyi oldugu gosterilmistir.!%®® Ancak Loeffler ve arkadaslari
mantar sepsisinde kandaki mantar yiikiiniin genellikle <10 CFU/ml oldugunu ve kendi
gelistirdikleri molekiiler yontemin duyarliligmi 5 CFU/ml olarak agiklamislardir.!®

197 jle Horvath ve arkadaslari'®® da bizim calismamizdan

Somogyvsari ve arkadaslari
farkli olarak gelistirdikleri molekiiler testin in vitro saptama sinirin1 5 CFU/ml olarak
bildirmiglerdir. Ayrica Pfeiffer ve arkadaslar1 kan kiiltiirlerinin < 5 CFU/ml altinda

mantar yiikiinii saptayabilecegini yaymlanglardir.1%

Calismalarda 6zellikle YBU hastalarinda baslanan empirik/profilaktik antifungal
tedavinin kan kiiltiirlerinde liremeyi engelleyebilecegi ancak bu durumun molekiiler

testlerin performansini negatif yonde etkileyemeyecegi gosterilmistir.''!

Calismamizda gelistirdigimiz molekiiler testi tam kandan ¢alistik. Tani1 i¢in tam kan
secilmesi, tam kan Orneklerinde mantar hiicrelerinin saglam olmasi veya lokositlerin
icinde bulunmasi nedeniyle c¢alismalarda desteklenmistir. Bunun tersine serum ve
plazma 6rneklerinde sadece serbest DNA tespit edilebilir; dolayisiyla tam kan ornekleri
daha fazla DNA sunar.l® DNA ekstraksiyonu igin kullanilan ydnteme bagli olarak
serbest DNA veya saglam patojen hiicreler tespit edilebilir. Saglam hiicreleri saptayan
tam kandan caligilan molekiiler testlerin 6zgilliigii antifungal tedavi goren hastalarda
ozellikle artmis olabilir. Ote yandan, serbest DNA’y1 tespit eden tahlillerden elde edilen
pozitif sonuglarin yorumlanmasi zor olabilir.! Bu yiizden bu testlerin belli bir
standardizasyonu yoktur. Yayinlanan ¢aligmalar gosteriyor ki, Candida PCR duyarlilig:
kan kiiltiirlinden daha yiiksektir ancak kan kiiltiirleri ve/veya beta-D glukan gibi ek
testlerle birlikte kullanildiginda en iyi etkinligi gosterir.”® Bir calismada K vakalarinda

PCR veya beta-D-glukan testi ile birlestirilmis kan kiiltiirlerinin duyarlilig: sirasi ile
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%98 ve %79 olarak gosterilmistir. Bu nedenle kiiltiir temelli olmayan bu iki tahlil kan
kiltiirleri ile birlestirildiginde K i¢in kiiltir yontemlerinin duyarliligini arttirma

potansiyeline sahiptir.”
Kisithliklar:

invaziv kandidiyazis olgularinin kan kiiltiirii ile % 50-70’nin yakalanabilecegi, geri
kalan %30-50 vakada ise kan kiiltiiriiniin negatif olabilecegi bildirilmistir.*>* Biz de bu
calismada kan kiiltiiriinde liremeyi kesin tani kriteri olarak kullandik. Serolojik bir tani
testi kullanilmamis olunmasi ¢alismanin bir kisitlayic1 yani olarak degerlendirilebilir.
Fakat serolojik yontemlerin de YBU kandidiyazis olgulari igin standart olmamasi ve

ekonomik kisitliliklar nedeniyle bu yontem calismaya dahil edilememistir.

Yeni koronaviriis hastalign (COVID-19) pandemisi nedeniyle YBU yatislarinda
COVID-19 tanili hastalarin ¢ogunluk olusturmasi (diger hasta grubunda tanimlanmis
risk faktorleri ile Ortismeyebildiginden) gelistirdigimiz CTF Candida skorlama
sisteminin  COVID-19 disg1  YBU hastalarinda  yeniden degerlendirilmesini

gerektirmektedir. Bu daha sonraki siireclerde tamamlanabilecektir.

Gergek hastalarin kanlarindan PCR c¢aligmalarinin yapilamamis olmasi, yeterli
kaynak olmadig1 i¢in yontemin klinik kullaniminin degerlendirmesinin eksik kalmasina

neden olmustur.
Sonug:

Sonug¢ olarak bu calismada yiiksek riskli YBU hastalarinda kandideminin
saptanmasi i¢in, yatakbasinda 6zgiin Candida skoru (CTF Candida skor), kan kiiltiirii
ile birlikte uygun antifungal tedavinin hizlica baglanmasi igin Klinisyenlere rehberlik
edebilir. Molekiiler yontemlerle klinik 6nemi olan mayalar1 erken saptayabiliriz ancak
invaziv fungal infeksiyonlarda (IFl) diisiik mantar yiikii (<10 CFU/ml) nedeniyle tam
konulmayabilir. Denenen ve gelistirilen PCR testinin duyarliligmi arttirmak igin
gelistirmeye ihtiya¢ vardir ve klinik kullanimdaki etkinligini dogrulamak i¢in daha ¢ok

hasta sayis1 ve daha ¢ok orneklem i¢eren cok merkezli ¢calismalar yapilmalidir.
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