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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Candida Suslarinin PCR-RFLP Yontemiyle
Identifikasyonu

Bu calismadaki amag¢ Candida tiirlerinin fenotipik dagilimlarini otomatize sistem
kullanarak yapmak ve ayni zamanda Candida tiirlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
Msp | ve BIn I enzimleri kullanilarak restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi (RFLP)
yontemleriyle identifiye etmekti.

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 150 Candida tiirii ¢alismaya dahil edildi. Klinik
izolatlarin fenotipik degerlendirmesi VITEK-2 otomatize identifikasyon sistemiyle yapildi.
Candida tiirlerinin genomik DNA ekstraksiyonlari cam boncuklu kit kullanilarak yapildi.
Daha sonra amplifikasyon Grlinleri Msp | ve BIn I restriksiyon enzimleriyle kesildi ve kesilen
urtinler %3’1Gk agaroz jelde yurutildd. Sonuglar standart Candida suslar ile karsilastirilarak
degerlendirildi.

Candida tiirlerinin biiyiik bir gogunlugu idrar 6rneklerinden izole edildi (%78.6). Diger
klinik 6rneklerin oranlari; vajinal siiriintii 6rnekleri %11.3 (17/150), yara 6rnekleri %3.3, kan
ornekleri %2 ve diger klinik ornekler %4.7 seklindeydi. Fenotipik yontemle yapilan
identifikasyonda Candida tiirleri ve oranlari; C. albicans %48.6, C. tropicalis %17.3, C.
glabrata %17.3, C. parapsilosis %4.0, C. krusei %4.0, C. lusitaniae %0.6, C. kefyr %0.6, C.
famata %0.6, C. lypolitica %0.6 ve diger tiirler %6 olarak bulundu. Msp | ve Bin |
restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan RFLP yontemine gore ise oranlar; C. albicans
%45.3, C. glabrata %19.3, C. tropicalis %.14.6, C. parapsilosis %5.3, C. krusei %5.3, C.
lusitaniae %0.6 ve diger tiirler %9.3 olarak belirlendi.

Msp | ve BIn 1 restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan PCR-RFLP ydntemi C.
albicans, C. glabrata, C.tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei tirlerinin identifikasyonunda
basariyla kullanildi. Candida tiirlerinin identifikasyonunda restriksiyon fragment Grtnleri ilgili
daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. PCR-RFLP yontemi, DNA sekans analizi gibi diger sik
kullanilan DNA bazli yontemlere gore ucuz ve daha az zaman alic1 bir yontemdir. Bu avantaji
sayesinde yontemin kullanilabilirligi ve tanisal degeri artmaktadir.

Anahtar kelimeler: Candida, PCR, RFLP, Msp | ve BIn |



ABSTRACT

Identification of Candida Strains Isolated From Clinical Samples by PCR-RFLP method

It was aimed to determine the phenotypic type distribution of Candida species by the
automated system phenotypically. Also it was aimed to determine the identification of
Candida species with a method of Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism by using Msp | and Bln | restriction enzymes.

A total of 150 Candida species isolated from various clinical samples were included to
the study. For phenotypic evaluation of clinical isolates was made using the VITEK-2
automated identification systems. Genomic DNA extraction of Candida species was
performed by using glass bead extraction kits. Later, the amplification products were digested
by Msp | and BIn | restriction enzymes and the digested products were separated on a 3%
agarose gel. The results were evaluated in comparison with the standard Candida strains.

The majority of Candida spp. was isolated from urinary samples (78.6%). The
isolation rates in other clinical samples was as follow: For vaginal samples: 11.3% (17/150);
for wound samples: 3.3%; for blood samples: 2% and for the other clinical sample: 4.7%. The
distribution of Candida species was determined as follows by phenotypic methods;
C.albicans: 48.6%, C. tropicalis: 17.3%, C. glabrata: 17.3%, C. parapsilosis: 4.0%, C.
krusei: 4.0%, C. lusitaniae: 0.6%, C. kefyr: 0.6%, C. famata: 0.6%, C. lypolitica: 0.6 and the
other Candida species: 6.0%. The species distribution of Candida was determined as follows
by the RFLP technique that used Mspl and BlInl restriction enzymes; C.albicans: 45.3%, C.
glabrata: 19.3%, C. tropicalis: 14.6%, C. parapsilosis: 5.3%, C. krusei: 5.3%, C. lusitaniae:
0.6%, and other Candida species: 9.3%.

PCR-RFLP method used Msp | and Bln | restriction enzymes could be used
successfully the identification of C. albicans, C. glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis and
C.krusei. There is also a need for further well-designed studies on the restriction fragment
products for using for identification of Candida species. PCR-RFLP method is cheaper and
less time consuming compared to the other common DNA testing method such as DNA
sequencing. This feature increases its usability and diagnostic value.

Key words: Candida, PCR, RFLP, Msp I and BIn I.
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1.GIRiS

Candida’lar 6karyotik diploid mayalaridir (Kurtzman ve Fell 1998). Yz elliden fazla
tlrd olup ¢ok azi insanlar i¢in patojendir. Oldukc¢a heterojen bir grup olan Candida sinifinin
uyeleri maya formunda Ureyen (blastospor) ve bircok Uyesi filamentdz (reme de gosteren
tirlerden olusur. Sadece Candida albicans ve Candida dubliniensis tlrleri gercek hif

olusturma yetenegine sahiptir ve bu iki tiir polimorfik olarak degerlendirilmektedir
(Calderone 2002).

Saglikli insanlarin mukokutandz dokular1 gastrointestinal sistemleri ve genitolriner
sistemlerinde normal flora eleman1 olarak bulunan Candida’lar firsat¢1  patojen
mikroorganizmalardir (Calderone 2002). Candida’lar insanlarda, deri ve mikdz membran
infeksiyonlar1 ile sistemik infeksiyonlarin en Onemli etiyolojik ajanlari arasinda yer
almaktadirlar. (Anane 2007, Filioti 2007, Furuta 2000, Marr 2004, Pfaller ve Diekema 2004,
Souza 2009). Sistemik Candida infeksiyonlar1 AIDS’li hastalar, antikanser tedavi goren
notropenik bireyler, genis spekturumlu antibiyotik kullananlar, metabolik hastaliklari
(diabetes mellitus gibi) olan kisilerde oldukga yiiksek oranda seyretmektedir (Back-Brito
2009, Furuta 2000, Imamura 2008, Kakabadze 2008).

Son yillarda Candida’larin neden oldugu invazif infeksiyonlarin sayisinda 6nemli
artiglarin - oldugu bildirilmektedir. Son verilere gore Candida tiirleri kan dolagimi
infeksiyonlarinin en 6nemli dordiincii sebebidirler (Schaberg ve ark 1991, Edmond ve ark
1999, Pfaller ve ark 1998). Candida tirleri deri ve mukozalarda basit yizeyel
infeksiyonlardan, derin dokularda 6lumcil olabilen daha ciddi infeksiyonlara kadar genis bir
hastalik olusturabilme spekturumuna sahiptir. Ciddi Candida infeksiyonlar1 arasinda derin,
invazif, sistemik, dissemine, hematojen dissemine ve hematojen infeksiyonlar sayilabilir
(Anonymous 1994, Voss 1999, Ostrosky-Zeichner ve ark 2002, Hull ve ark 2000, Edwards
1991, Miller ve Johnson 2002, Rex ve ark 2000, Edwards ve ark 1978, Safdar ve Perlin 2002).

Gegmiste Candida infeksiyonlarindan izole edilen etkenlerin %70-%90’ma varan
oranda etkenin C. albicans, yaklasik %5 kadarinin ise C. glabrata ile C. tropicalis oldugu

tespit edilirken ¢ok nadir olarak da bu tlrler disindaki Candida turlerinin izole edildigi



bildirilmekteydi. Gunimuzde ise Candida infeksiyonlarinda eskiden goriilen yaygin tiirler
disindaki Candida tiirlerinin bu tiir infeksiyonlarda ¢ok daha sik etken olarak izole edildigi
bildirilmektedir (Anane 2007, Fidel 1999, Filioti 2007, Furuta 2000, Marr 2004, Pfaller ve
Diekema 2004). Epidemiyolojik calismalar infeksiyon paternini C. albicans’dan C. glabrata,
C. tropicalis, C.parapsilosis ve C. krusei gibi diger non-albicans tiirler lehine degistigini
gostermektedir (Ahmad ve Khan 2009, Ferrer 2000, Gutierrez ve ark 2002, Silva ve ark
2009). Sozgelimi C. glabrata’nin 6zellikle vajinal infeksiyonlarda ikinci en sik izole edilen
kandidiazis etkeni oldugu bildirilmistir (Ahmad ve Khan 2009, Ferrer 2000, Fidel ve ark
1999).

Son yillarda epidemiyolojik patern degisiminin yam1 sira Candida tdrlerinin
konvansiyonel tedaviye direncinde de 6nemli artislar oldugu bildirilmektedir (Cappelletty ve
Eiselstein-McKitrick 2007, Fidel ve ark 1999, Filioti ve ark 2007, Kakabadze ve ark 2008,
Marr 2004, Silva ve ark 2009, Tanabe ve ark 2008). Cogu hastane Candida’larin alt tiplerini
belirlemede yeterli imkana sahip olamadigindan C. albicans ve non-albicans ayrimi yapmak
konusunda sinirli kalmaktadir. Rutin diagnostik yontemler Candida tiirlerini ayirmada ¢ogu
kez yetersiz kalmaktadir. Bu yetersizlik ya kullanilan yontemlerin ayirici tanida yetersiz
kalmasindan ya da kullanilan yontemlerin simirli olmasindan kaynaklanmaktadir. Klinik
orneklerden ilk kez 1995 yilinda izole edilerek tanimlanan C. dubliniensis germ tip ve
klamidospor olusturmasi bakimindan C. albicans ile fenotipik benzerligi olan bir tiir olup ve
standart diagnostik metodlarla tiplendirilmesi oldukga zordur (Anane ve ark 2007). Ilk izole
edildigi yillarda C. dubliniensis suslarmin antifungal ajanlara karst duyarli olduklar
goriiliirken, yillar i¢inde flukonazol direngli suslarin ortaya ¢iktigr daha sonralar1 ise ¢oklu

ila¢ direncgli kokenlere rastlanildigi da bildirilmistir (Gutierrez ve ark 2002).

Gilinimiizde ¢ogu laboratuvar Candida tiirlerinin laboratuvar tanisinda standart
diagnostik prosedurler kullanarak C. albicans ve non-albicans seklinde yapmakta ve
antifungal ilag secimi ise bastan asagi ampirik bilgilere dayanmaktadir. Candida tlrlerinin
dagilimi, antifungal diren¢ paternlerine gore farkli antifungal ila¢ se¢imleri saglik kuruluslari
arasinda farkli sehirlerde ve iilkelerde infeksiyon kontrol prosediirleri ile miimkiindiir (St-

Germain ve ark 2001). Candida turlerinin dagilimi ve antifungal diren¢ profilleri Glkeden



ulkeye, sehirden sehire hatta ayni sehrin farkli saglik kuruluslar1 arasinda dahi farkliliklar
gosterebilmektedir. Candida tiir dagilimi ve ilag direng paternlerinin bilinmesi ¢oklu ilag
direngli suglarin yayiliminin 6niine gegilmesi ve efektif tedavi igin son derece dnemlidir (St-

Germain ve ark 2001).

Son yillarda firsatg1 patojen Candida infeksiyonlarinin dikkate deger Olgiide arttig
g6zlenmektedir. Candida infeksiyonlart sikligi o6zellikle HIV, kanser hastalar1 gibi
immunosupressif kisilerde veya kemoterapinin yaygin olarak kullanilmasiyla ciddi sekilde
artmistir. Candida’larin hastalik olusturma potansiyelleri ve antifungal duyarliliklar tiirlere
gore degiskenlik gosterdiginden hastalik etkeni Candida tiplerinin tanimlanmasi oldukca

onemlidir.

Biz bu calismada Klinik 6rneklerden izole edilen Candida kokenlerinde fenotipik
olarak otomatize sistemle ve genotipik olarak ise rDNA’nin ITS1 ve ITS2 bolgelerinin
amplifikasyonunu takiben PCR drinlerinin Msp | ve Bln | restriksiyon enzimleri kesimine

dayali RFLP yontemiyle tiir dagilimini belirlemeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Tarihce

Mayalar ve maya benzeri mikroorganizmalar klinik laboratuvarlarda en cok izole
edilen mantarlardir (Larone D 2002). Bu mikroorganizmalar firsatgr patojen olarak
degerlendirilmektedir. ‘Maya’ ismi koplk ve ‘yilikselmek, dogmak’ anlamina gelen
kelimelerden olugmaktadir. Bu yiizden mayalar ¢ogunlukla fermentatif Asomigetesler olarak
diistintilmektedir. Bazi mayalar vejetatif formda Bazidiomiceteslerdir ve genellikle
tomurcuklanma veya bélinmeyle Grerler. Psodohif, gercek hif ve/veya terminal klamidospor
olusturma yetenegi, blastokonidya yapis1 ve diger morfolojik 6zellikler biyokimyasal testlerde
oldugu gibi mayalarin familya ve tiir diizeyinde identifikasyonunda kullanilmaktadir (Guarro
J ve ark 1999).

Candida familyas1 heterojen anamorfik mayalari igerir ve fizyolojik olarak asomigetes
veya basidiomigeteslerle iliskilendirilen yaklasik 196-200 tiirden olusur (Kwon-hung KJ ve
Bennet JE 1992, Murray PR ve ark 1995). Candidatus adi antik Roma’da bir devlet dairesi
icin adaylik geregi giyinilen beyaz elbiseden ileri gelmektedir. Albico terimi ise ‘beyaz
olmak’ anlami tasimaktadir ve neticede Candida albicans adi dogmustur. Daha Onemli
patojen tlrler Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae ve C.
glabrata filogenetik olarak Asomigeteslerle iliskilendirilir. Candida familyas: asagidaki

sekilde siniflandirilir:

Filum: Deuteromycota
Sinif: Blastomycetes
Cins: Cryptococcales
Familya: Cryptococcaceae
Tur: Candida



2.1.1.Candida albicans

Candida albicans icin bugiine kadar 100 farkli isim kullanilmistir. Bu tiir ilk olarak
Charles-Philippe Robin (1821-1885) tarafindan 1853’de Oidium albicans olarak
adlandirilmistir. Daha ileri ¢alismalar sonrasinda Zopf, 1980’de bu ismi degistirerck Monilia
albicans ismini vermistir. Son olarak Candida albicans olarak Berkhout tarafindan 1923’de
adlandirilmistir (Kwon-hung KJ ve Bennet JE 1992). Cesitli Candida tiirlerinin isimleri
degistirilmisken C. claussenii ve C. langeronii turleri de C. albicans ile birlestirilmistir. C.
dubliniensis tiirii farkli blastokonidia ve klamidospor yapilari nedeniyle C. albicans’tan
ayrilmigtir (Guarro J ve ark 1999). Germ tip formasyonu ve klamidospor formasyonu C.
albicans identifikasyonunda en 6nemli morfolojik kriterlerdir (Murray PR ve ark 1995). C.
albicans’in tiim klinik izolatlar1 diploid yapidadir (Kwon-hung KJ ve Bennet JE 1992). Tim

kandidiazis olgularinda en ¢ok izole edilen tiir C. albicans’tir.

2.1.2.Candida glabrata

Candida glabrata ilk olarak ilk olarak Anderson tarafindan 1971°de Cryptococcus
glabrata olarak adlandirilmistir. Lodder ve de Vries 1938’de Torulopsis glabrata adini
vermislerdir. Tiirlerin kdkenlerine gore siniflandirilmas: diger Candida iirlerinde oldugu gibi
Torulopsis tiirlerinin psddohif olusturamamasi temeline dayanir. Ancak bu kriter C. glabrata
tirtiniin hatali isimlendirilmesine yol a¢tig1 i¢in uygun degildir (Kurtzman CP ve Fell JW
1998). Meyer ve Yarrow 1978’de bu tiirii ovoid yapisi ve psddohif olusturamamasi nedeniyle

C. glabrata olarak isimlendirmislerdir.

2.1.3.Candida tropicalis

Aldo Castellani (1877-1971) Sri Lanka’da ¢alistigi donemlerde aralarinda C. tropicalis
tiirtiniin de bulundugu ¢esitli Candida tiirlerinin ayrimi tizerine yogunlagsmistir (1910) ve bu
tlre Oidium tropicale adini vermistir. Bu tiirle ilgili verilen diger isimlerden bazilari; Monilia
tropicalis, Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida paratropicalis olarak sayilabilir.
C. tropicalis’e bugiine kadar 58 farkli isim verilmistir. Son olarak Berkhout 1923’te bugiinkii
ismi olan C. tropicalis olarak adlandirmistir (Kwon-hung KJ ve Bennet JE 1992). C.
tropicalis germ tiip negatiftir ve klamidospor olusturmaz. Diploid Asomicetes benzeri
mayadir (Kurtzman CP ve Fell JW 1998).



2.1.4.Candida parapsilosis

Bu tdr icin Monilia onychopila (Poll ve Nann, 1926), Monilia parapsilosis (Ashford,
1928), Mycocandida parapsilosis (Dodge, 1935) gibi isimler kullanilmigtir. Diploid bir maya
tlrd olan Candida parapsilosis ad1 Langeron ve Talice tarafindan 1932’de verilmistir. Koloni
morfolojisi C. albicans tiiriine benzer ancak mikroskopik olarak g¢arpik veya kivrik kisa
psodohif gorintlsii vardir ve bazen biiylik hifal unsurlar ile dev hiicreler olarak adlandirilir
(Guarro J ve ark 1999).

2.1.5.Candida krusei

Castellani 1910°da C. krusei’ i Sacharomyces krusei olarak ve 1912’de Endomyces
krusei olarak adlandirmistir (Castellani A 1912). Chalmers 1913’te Monilia krusei ismini
vermistir. Berkhout 1923’te C. krusei olarak tekrar isimlendirmeden 6nce bu tiir i¢in 18 farkli
isim kullanilmistir. C. krusei kolonileri Sabouraud dekstroz agarda C. albicans ve diger
Candida tiirlerinin olusturdugu kolonilerine benzer ancak Cornmeal-Tween 80 agarda uzamis
blastokonidyalarla psddohif olusturmasi, capraz (birbirine girmis) kibrit ¢opii veya aga¢ dali
goriintiisii ile ayrilir (Kwon-hung KJ ve Bennet JE 1992, Guarro J ve ark 1999). C. krusei
tlrd flukonazole dogal direnglidir.

2.1.6.Candida lusitaniae

Dietrichson bu turt 1954’te Candida parapsilosis var. Obtusa olarak isimlendirmistir.
van Uden ve do Carmo-Sousa 1959’da C. lusitaniae adin1 vermislerdir. Bu tiir ilk olarak
Portekiz’de sicak kanli hayvanlarin sindirim kanalindan izole edilmistir. C. lusitaniae
1979°dan beri insanlarda kan, idrar ve solunum sisteminde firsatgr patojen olarak
degerlendirilmistir (Kwon-hung KJ ve Bennet JE 1992). C. lusitaniae tiri C. tropicalis ve C.
parapsilosis tdlrlerine benzer ancak sellobiyozu fermente edebilmesi ve ramnozu
sindirebilmesi ile bu tiirlerden ayrilir (Guarro J ve ark. 1999). C. lusitaniae genellikle diisiik
virulansli bir mayadir ve amfoterisin B’ye direng gosterebilmektedir (Murray PR ve ark
1995).



2.2.Patogenez

Candida’larin zararsiz kommensal bir formdan patojenik forma gegisleri oldukga
komplike olup, mikroorganizmanin ¢esitli virulans faktorleri ve cevresel faktorlerle iliski

oldugu bildirilmektedir (Cizelge 2.1). Candida infeksiyonlarinin ortaya ¢ikisi hem konak hem

de mikroorganizmaya ait faktorlelerle iliskilidir (Marsh ve Martin 2009).

Cizelge 2.1. Candida albicans ile iligkilendirilen virulans faktorleri

Virulans Faktorler

Etkisi

Tutunma

Agizda tutunmaya neden olur

Nispi hiicre yuzeyi hidrofobisitesi

Nonspesifik tutunma siirecini baglatir

Hiicre yiizeyi adezyon molekdillerinin sentezi

Spesifik tutunma mekanizmalarini aktive eder

Konak savunmasini asma

Agizda tutunmaya neden olur

Yiiksek diizeyde fenotipik doniistim

Sik sik hiicre ylizey degisikligiyle antijenik

modifikasyon

Hif olusumu

Olas1 fagositozu engeller; fogosite edilmis olan

mayalarin kurtulmasina olanak saglar

Salgisal aspartil proteinaz tiretimi

Salgisal IgA yikimi

Komplement molekiillerine baglanma

Antijenik maske

Konak dokulara invazyon ve doku | Patojeniteyi arttirir
yikimlanmasi
Hif olugumu Oral epitelyuma invazyonu saglar

Salgisal aspartil proteinaz tiretimi

Konak hiicre ve ekstraseliiler matriks yikimi

Fosfolipaz Gretimi

Konak hiicre yikimi




Candida tiirlerinin saglikli bireylerin mukozal yiizeylere tutunmalar1 virulanslarina
katki saglayan 6nemli bir faktordiir. Candida infeksiyonlarinda infeksiyon siireci tek
faktorden ziyade coklu virulans faktorlerinin olaya katilmasiyla baslamaktadir. Bu virulans
faktorleri arasinda Candida’larin mukozal yilizeye adezyonu, konak immun defans
mekanizmasina direng gostermeleri ve bazi hidrolitik enzimlerin (proteinazlar ve fosfolipazlar

gibi) salinim1 gibi faktdrler sayilabilir.
2.3.Tam

Kandidiazisde mikrobiyolojik tani; 6rneklerin alinmasini takiben direkt tan1, kiiltiir

izolasyon, seroloji ve molekiiler yontemleri kapsamaktadir (Marsh ve Martin 2009).

2.3.1.Direkt Tam

Candida turlerinin morfolojik 6zelliklerinin bilinmesi identifikasyon icin dnemlidir.
Tanida maya ve hif formlarin ayrimi 6nemli olabilmekle birlikte kiiltiir yontemlerine gore
daha diisiik sensitiviteye sahiptir (Williams ve Lewis 2000). Direkt tanida lezyondan alinan
ornegin potasyum hidroksit (KOH) ile hazirlanan preparatinda catal seklinde (yaklasik 45
derece acil1) pigmentsiz septali hiflerin goriilmesi karekteristiktir (Baveja 2010).

KOH-Kalkaflor floresan-boyama metodunda ise hif, maya hiicreleri ve diger fungal
yapilar floresan renkte goriilebilmektedir (Harrington ve Hageage 1991).

Lezyonlu bolgeden alinan 6rnek lamda tespit edildikten sonra Gram boyama veya
Periyodik Asit Schiff (PAS) teknigi ile boyanarak incelenebilir. Gram boyamada kandidal hif
ve mayalar koyu mavi, PAS boyamada kirmizi/mor olarak goriintiilenmektedir (Davenport ve
Wilton 1971).

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

kandidiazis tanisinda kullanilmaktadir (Nassar ve ark 2006).



2.3.1.1.Kultar

Lezyonlu bolgeden alinan 6rnekten Candida suslarinin izolasyonuna dayanir. Yontem
steril ekiivyonun lezyonlu doku iizerine siiriilerek 6rnegin alinmasi ve kiiltiir besiyerlerine

(Sabouraud Dekstroz Agar gibi) inoktlasyonunu icerir (Axell ve ark 1985).

Imprint kiiltiir: Bu yontemde yaklagik 2.5 cm? ebatinda steril kopiik pedler kullanimaktadur.
Bu pedler Sabouraud buyyon gibi bir sivi besiyerine daldirildiktan sonra lezyonlu bélgeye 30
sn kadar tatbik edilir ve sonra kltir i¢in uygun besiyerine inokile edilir (Williams ve Lewis
2000).

Candida’lar igin en ¢ok tercih edilen izolasyon besiyeri, diisitk pH’ s1 nedeniyle birgok
bakterinin iiremesini baskilayan ve sadece Candida iiremesini saglayan Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) besiyeridir. SDA igerisinde, c¢esitli antibiyotiklerin varligi da, selektiviteyi
arttirmaktadir (Marsh and Martin 2009).

Tipik olarak SDA, aerobik ortamda 37°C’ de 24-48 saat inkiibe edilir. Candida’lar
SDA’da krema, macun kivaminda iirer ve ‘S’ koloni olusturur. Bu yontemde tiir diizeyinde
ayrim yapilamaz (Baveja 2010). Tiir ayrimu i¢in spesifik besiyerlerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Williams ve Lewis 2000).

Son yillarda Candida tiirlerinin, koloni yapisi ve renk olusturmasi gibi spesifik
ayriminda kullanilmak tizere farkli besiyerleri gelistirilmistir. Bu gibi besiyerlerinin avantaji,
bir infeksiyona neden olan birden fazla Candida tiiriiniin ayirt edilebilmesi ve buna goére
uygun antifungal tedavinin secilmesine olanak saglamasidir (Marsh and Martin 2009). Bu
besiyerleri arasinda Pagano-Levin agar, kromojenik agar (CHROMAgar Candida, Albicans
ID, Fluroplate, Candichrom albicans gibi) 6rnek olarak gosterilebilir (Williams ve Lewis
2000).

Pagano-Levin agar, trifeniltetrazolyum klorid rediiksiyonuna bagli olarak, Candida’lar
arasinda ayrim yapabilme olanagi saglar. Besiyerinde diger Candida turleri pembe renkli
koloni olustururken, C. albicans’in solgun renkli koloni olusturdugu goriiliir. Pagano-Levin
agar, SDA’ya benzer sensitivite gosterir ancak 6rnek icerisinde birden fazla Candida tirtni
tespit edebilmesi ile SDA’dan ustundir (Samaranayake ve ark 1987). Albicans ID ve

Fluroplate, C. albicans’in identifikasyonunda kullanilabilirken (Rousselle ve ark 1994)



CHROMagar Candida ile koloni yapist ve rengi belirlenebilmekte ve C. albicans, C.
tropicalis ve C. krusei tirlerinin identifikasyonu saglanabilmektedir (Beighton ve ark 1995).
CHROMagar Candida besiyeri C. dubliniensis turindn (Sullivan ve ark 1995), C.
albicans’tan ayrimini  miimkiin kilmaktadir. CHROMagar Candida besiyerinde C.
dubliniensis kolonileri, C. albicans kolonilerine gore daha koyu yesil renkte goriiliir . Ancak
bu iki tirtin ayrimi igcin CHROMagar kullanildiginda, izolatlarin pasaji ve stoklanmasi
miimkiin olmamaktadir. C. dubliniensis’in Uremesi 45°C’de miimkiin olmadig1 igin bu
yontem, bu iki tlirlin ayriminda son zamanlarda alternatif bir yol olarak ortaya konmustur

(Pinjon ve ark 1998).

2.3.1.1.1.Turlerin Identifikasyonu

Mayalarin, primer kiiltiir ile identifikasyonu, izolatlarin morfolojik ve fizyolojik

ozellikleri goz 6niinde bulundurularak ¢esitli testler ile dogrulanabilir.

Morfolojik kriterler: Germ-tiip testi standart bir laboratuvar yontemi olup, C. albicans’in
identifikasyonunda kullanilir. At serumuna yapilan pasajlarda, 37°C’ de 2-4 saat icerisinde
germinasyon tiipiiniin goriilmesi esasina dayanir. C. albicans izolatlarinin yaklagik %95’
germ tiip olustururken, C. stellatoidea ve C. dubliniensis turlerinin de germ tiip pozitif oldugu
bildirilmistir (Williams ve Lewis 2000). C. albicans ve C. dubliniensis, diger tiirlerden
klamidospor olarak bilinen morfolojik {iremeleri ile de ayrilir. Klamidosporlar, Corn Meal
Agar gibi zengin olmayan besiyerlerinde kiltir izolasyonunu takiben sferik yapilar1 ve
hiflerin terminal bélgesinden tiremesiyle karakterizedir. izolatlar besiyerine inokiile edildikten
sonra ekim yapilan bdlgenin iizeri steril bir lam ile kapatilir. Plaklar 37°C’de, 24-48 saat
inkibe edilir ve klamidospor varligi yoniinden mikroskopta incelenir (Marsh and Martin
2009).

2.3.1.1.1.1.Biyokimyasal identifikasyon

Candida tiirlerinin biyokimyasal identifikasyonu, biiyiik 6l¢tide karbonhidrat kullanimi

esasina dayanir. Rutin testlerde, test izolatlarinin kdltird, karbon igermeyen bir agar
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besiyerinde yapilir. Karbonhidrat ¢ozeltileri ekim yapilmis agar igerisinde agilan kuyucuklara
konur ya da agar ylizeyine yerlestirilen filtre kagitlarina emdirilir. Karbon kaynaginin
etrafindaki iireme, karbonhidrat kullaniminin gostergesidir. Ayni prensiple calisan ticari
sistemler de mevcut olup, bir test stripinde hazir plastik kuyucuklara numunelerin
yerlestirilmesi ile gerceklestirilmektedir. Her kuyucuktaki iireme bulaniklik ve renk
degisikliginin okunmasiyla degerlendirilir. Test sonug¢larindan elde edilen sayisal kodlar ile
arastirilan organizmalarin identifikasyonu igin veri tabani olusturulur (Ellepola ve Morrison

2005).
2.3.2.Seroloji

Serolojik testler, Candida tiir izolatlarmin klinik 6nemini belirlemek igin siklikla
kullanilmaktadir. Immunkomprimize bireylerde invazif kandidiazise yol acan C. albicans’a
kars1 IgG diizeyinde artig goriiliir. Akut infeksiyon tanisinda, IgA ve IgM antikor titrelerinin
belirlenmesi 6nemlidir. Immunsupresif bireylerde, antikor {iretimi her zaman degiskenlik
gosterir. Bu bireylerde serolojik tan1 disiiniildiiglinde, bu durum g6z Oniinde
bulundurulmalidir. ELISA veya RIA gibi testlerde hem hiicre duvari mannant hem de
sitoplazmik bilesenler kullanilarak antijen taramasi yapilabilmektedir (Aubert ve ark 1996).

Serolojik tan1 ¢ogu kez gecikmekte, sensitivite ve spesifite yoniinden zayif
kalmaktadir. Ayrica immunsupresiflerde antikor {iretimi degiskenlik gosterdigi i¢in, taniyi
zorlastirmaktadir (Wahyuningsih ve ark 2000).

Fungal antijenler ve metabolitler cogu zaman dolagimda bulunmakta ve 6zellikle altta
yatan ciddi bir hastalig1 olanlar veya immunsupresif tedavi alanlarda, antikor varligi her
zaman bir Candida infeksiyonunun oldugunu géstermemektedir (Yeo ve Wong 2002).

Serolojik testler kandidiazisde rutin tan1 yontemleri arasinda sayilmaz. Ancak bu gibi
yontemler antimikotik tedaviye zayif yanit veren vakalarda prognostik acidan degerli

olabilmektedir (Budtz-Jorgensen 1990).
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2.3.3.Molekiiler Tani

Genetik ¢esitlilik analizleri ile yapilan identifikasyon, fenotipik kriterler esas alinarak
yapilan identifikasyona gore daha kesin yontemlerdir. Candida identifikasyonunda en sik

kullanilan yontemler arasinda multipleks PCR yontemi, real-time multipleks PCR ydntemi,

elektroforetik karyotip analizi ve Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
yontemleri sayilabilir (Williams ve Lewis 2000). Ture 06zgi PCR yodntemi Candida
identifikasyonu amaciyla kullanilan yontemler arasinda sayilabilir. Candida tlrlerinin
ayriminda bir¢cok hedef gen bolgesi tanimlansa da bu amagla en sik ribozomal RNA operonun
cogaltilmasina dayali yontemler kullanilmaktadir. Identifikasyon, jel elektroforezi takiben
elde edilen PCR iiriiniine dayali olarak ya da PCR 0rind ya direkt dizi analizi veya
resktriksiyon endoniikleaz enzimi ile genomun kesilmesi sonucu RFLP ydntemiyle yapilir
(Marsh and Martin 2009).

Peptid nukleik asitli in situ floresan hibridizasyon (PNA-FISH) y6ntemi rRNA bazli
yeni bir identifikasyon yontemidir. Bu yontemde hcreler amplifikasyona gerek kalmadan
direkt olarak tespit edilebilmektedir (Shepard ve ark 2008).

Bu yontemin C. albicans1 fenotipik olarak benzer C. dubliniensis’den %98.7-%100
aras1 sensitivite ve %100 spesifitede ayrim saglayabildigi bildirilmistir (Trnovsky ve ark
2008).

Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE), Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) gibi genotipik identifikasyon yontemleri epidemiyolojik ¢alismalarda sikga kullanilsa
da bu yontemler Candida tiirlerinin ayriminda da kullanilabilmektedir (Marsh and Martin
2009).

2.4.Non-albicans Candida ( NCAC) Tdurleri

Candida’lar olduk¢a fazla miktarda heterojen gruplara sahip, degisik morfolojik
karakterlerde fungal mikroorganizmalardir. Makroskobik olarak Candida kolonileri SDA’da
iiremekte ve krem renginden sariya kadar degisen renklerde koloniler olusturmaktadirlar. Bu

tirler, kultir 6zelliklerine gére, S koloni, parlak veya kuru, burusuk veya mat olabilmektedir.
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Standart sartlarda ve optimal besi yerlerinde koloniler yuvarlaktan ovale kadar degisen
sekillerde, tomurcuklanan ve yaklasik olarak 2-5%3-7 pum biiyiikliigiindedir (Larone 2002)
(Sekil 2.2). C. albicans ve C. dubliniensis gibi tirler hif formunda veya psodohif gibi
filament6z tipte koloniler de olusturabilmektedirler (Sekil 2.1). Hif ve psédohif arasindaki
fark hangi yol ile olustuklar ile ilgilidir. Psodohifler maya hucrelerinden tomurcuklanma
yoluyla olusur, ancak yeni gelisenler ana hicreye yapisik olarak uzantilar gosterirler ve
filamentler halinde daralarak, hiicre-hiicre baglantilarin1 olusturmaktadirlar (Sekil 2.1).
Psodohifler arasinda internal septalar bulunmaz (Sekil 2.1). Gergek hifler ise maya
hiicrelerinden ya da mevcut hiflerin dallarindan olusmaktadirlar. Gergek hiflerin gelismesi
“germ tiip” prensibiyle baslamakta daha sonra uzantilar ve yan dallar halinde septalarla
boliinmiis fungal birimler seklinde devam etmektedirler (Sekil 2.1).

C. albicans ve C. dubliniensis gercekte polimorfik yapiya sahip olup bu durum hif
ve/veya psodohif olusturma yetenekleriyle iliskilidir. Bu tilirler germ tiip pozitif 6zelligi
gosterirler (Calderone 2002) (Cizelge 2.2). Bunun yaninda C. glabrata polimorfik olmayip ve
sadece maya formunda Gremektedir (Cizelge 2.2, Sekil 2.1). Gegmiste bu tiir psédohif formu
olmadigindan Torulopsis familyasi igerisinde siniflandirilmisti. Ancak 1978’de psddohif
olusturma yeteneginin Candida’lar icin belirleyici bir ayirt edici faktér olmadigi
anlasildigindan, Torulopsis glabrata’nin insanlarda hastalik yapici bir etken oldugundan
Candida familyasinda yer almasi onerilmistir (Fidel ve ark 1999). C. parapsilosis ile ilgili
olarak; bu tirin ger¢ek hif olusturmadigi fakat karakteristik genis ve kivrik psddohifler
olusturarak “dev hiicre” formunda iiredigi bilinmektedir (Larone 2002, Trofa ve ark 2008).
Buna karsilik musir 6zii agarda ve 25°C’ de 72 saatte, C. tropicalis’in oval blastosporlar bazi
kaynaklara gore psodohif ve gercek hifler olusturdugu bildirilmistir (Calderone 2002, Larone
2002, Yoshio ve Kouji 2006) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Candida albicans suslarinin g¢esitli morfolojik {iremelerinin epifloresan fotokompozisyonu:
(A)blastokonidya; (Bl)tomurcuklanmayla dreme; (B2)germ tiip formasyonu; (C1)psédohif formasyonu;
(C2)maya formu; (C3)hif formasyonu.
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Cizelge 2.2. Cesitli Candida tirlerinin morfolojik 6zellikleri

Mayalarin CHROM-agar Candida
) L biiyiikliigii besiyerindeki koloni rengi
Turler Germ | Hif/Psodohif
tap (Hm)
C. albicans + +/+ 4-6 x 6-10 Mavi-yesil
C. tropicalis - +/+ 4-8 x 5-11 Koyu mavi
- -[+ 2.5-4 x 2.5-9 Beyaz
C.parapsilosis
C.glabrata - -/- 1-4 Beyaz, pembe-mor
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Sekil 2.2. Candida tlrlerinin Cornmeal Tween 80 agarda makroskopik kolonileri ve SDA’daki mikroskobik
yapilari. Mikroskobik yapilar: (a)Candida glabrata, (b)Candida parapsilosis, (c)Candida tropicalis,
makroskopik koloniler; (d)Candida glabrata, (e)Candida parapsilosis, (f)Candida tropicalis.

C. glabrata hucresi 1-4 um boyutlarinda olup, C. albicans 4-6 pum, C. tropicalis 4-8
pum ve C. parapsilosis 2.5-4 um’den daha kii¢iik yapidadir (Larone 2002) (Cizelge 2.2). SDA
besiyerinde C. glabrata parlak, pirtizsiz ve krem rengi koloniler olusturur (Sekil 2.2). Bu
koloniler biiyiikliikleri disinda (diger tiirlerden biraz daha kiigiik), ¢cogunlukla diger Candida
tiirlerinden ayirt edilemezler (Sekil 2.2). Ayrica C. parapsilosis, SDA besiyerinde iirediginde,
beyaz, kremsi, parlak/berrak ve piiriizsiiz/burusuk koloniler yapar (Sekil 2.2). Ayn1 ortamda
C. tropicalis kolonileri az da olsa miselyum (hif kitlesi) ile sinirli olup, krem renginde
goralirler (Calderone 2002) (Sekil 2.2).

Candida tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleriyle iliskili olarak C. glabrata sadece glukoz
ve trehalozu fermente etmektedir. C. albicans ise siikroz disinda bir¢ok sekeri fermente
ederken (Odds 1988). C. tropicalis siikroz ve maltozu fermente etmektedirler (Martin 1979).
Gegmiste C. parapsilosis maltozu fermente edemedigi i¢in bir Monilia turi olarak
siiflandiriimaktaydi (Odds 1988, Trofa ve ark 2008).
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Genetik faktorler agisindan C. glabrata’ nin ana ayirt edici 6zelligi, C. albicans’in ve
benzer diger NCAC tiirlerinin diploid genoma sahip olmalarina karsilik, haploid genoma
sahip olmasidir (Fidel ve ark 1999). Genetik olarak C. tropicalis en ¢ok C. albicans’a ve en az
oranda ise C. glabrata’ya benzemektedir (Butler ve ark 2009). Molekiler genetik biliminin
gelismesiyle birlikte Candida’larin identifikasyonunda yeni metodlar ortaya ¢ikmugtir ki
insanlarda infeksiyon etkeni olanlarin tanimlanmasi ve izole edilmesi buna en giizel 6rnektir.

Kandidiazisin laboratuvar tanisi tartismali bir sekilde devam etmektedir. NCAC
tirlerinin mikrobiyolojik dogrulamalarinin yapilmasi zordur ¢iinkii kan kiiltiirii sonuglarinin
%50°den fazlas1 negatif ¢ikabilmekdir (Ellepola ve Morrison 2005). idrardan veya miikéz
membranlardan alinan pozitif 6rnekler, invaziv hastaligi mutlaka ortaya koymazken, sistemik
infeksiyon esnasinda teshis edilebilmektedir (Ellepola ve Morrison 2005). Ayrica, Candida
tiirlerinin virulanslar1 arasindaki farkliliklar, antifungal ila¢ direnglerine gore klinik teshiste
blylk 6neme sahiptir.

Laboratuvar tanist Candida’larin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in yeni metodlarin
gelismesiyle olduk¢a 6nemli hale gelmistir. Tiire 6zgii FISH (Alexander ve ark 2006) antikor-
antijen teknikleri (Ellepola ve Morrison 2005) ve molekiler yaklasimlar, tan1 ve
tiplendirmede basariyla kullanilan bazi yontemlerdir. Buna ragmen, bu tekniklerin ¢ogu heniiz
standardize edilmemis veya onay almamis yontemler olup klinik tanida laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilmamaktadir (Ellepola ve Morrison 2005).

Bir¢ok laboratuvar standart yaklagimlar ¢er¢evesinde taniyr non-molekiler
yontemlerle yapsa da Candida’larin identifikasyonunda PCR bazli yontemlerin kullanimi

giderek yayginlasmaktadir.

2.5.Candida’larin identifikasyonunda PCR Bazh Olmayan Yontemler

Kromojenik agarlar gibi bazi dzel besiyerleri (CHROMagar ™ Candida, Paris, Fransa)
Candida’larin tiplendirilmesinde diger besiyerlerine nazaran daha yeni ayirt edici ortamlar
olup 6zellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei turlerinin identifikasyonunda sik¢a
kullanilmaktadir. CHROMagar™ Candida agarda, C. glabrata kolonileri, beyaz, pembe veya
mor olarak gorilur. C. albicans kolonileri ise mavi-yesil olarak ayirt edilir. C. parapsilosis
kolonileri beyaz, C. tropicalis ise koyu mavidir. Primer kiltirdeki farkli Candida tdrlerinin
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sebep oldugu koinfeksiyonlar da, ayni yontemle taninabilmekte ve bu infeksiyon kontrol
stratejilerinde blyltk 6neme sahiptir (Ellepola ve Morrison 2005, Furlaneto-Maia ve ark
2007).

Candida izolasyonundan sonra izolatlar karbonhidrat sindirimi ve fermentasyon
testleri ile de identifiye edilebilmektedirler. Bunun yaninda daha hizli ve daha az yorucu
fenotipik identifikasyon metodlar1 daha etkin olarak kullanilir hale gelmistir. Belki de en
yaygin olarak kullanilan identifikasyon metodlari, ticari kitlerdeki plastik ¢ukurcuklarda
karbonhidrat sindirimi ve/veya enzim taramalarinin yapilmasidir. Candida tdrlerinin
identifikasyonunun tam olarak yapilamadigi durumlarda tiir identifikasyonunda Vitek
Candida (bioMérieux, Fransa) Auxacolor (Bio-Rad, ingiltere) ve Uni-Yeast Tek System™
(Corning Medical, Roslyn, N.Y.) gibi testler siklikla kullamlmaktadir. Ornegin, C.
dubliniensis’i, C. albicans’tan ayirt etmede kesin biyokimyasal veya morfolojik testlerden
faydalanilmaktadir (Verweij ve ark 1999, Ellepola ve Morrison 2005). Candida trlerinin
identifikasyonu igin, RapID Yeast System (Innovative Diagnostic Systems, Norcross),
Fongiscreen test (Sanofi Dignostic Pasteur, Fransa) ve otomatize Rapid Yeast Identification
Panel (Dade Microscan) gibi bir ginde sonu¢ veren testler de vardir. Fakat bahsedilen
testlerin ¢ogu en sik karsilagilan patojen mayalarin kesin identifikasyonunda kullanilmaktadir
(Ellepola ve Morrison 2005).

Invaziv kandidiazisin optimum tanisi, yeterli miktarda kan ve agar bazl kan kiiltiirii
metodlariyla mimkiindiir (Pfaller 1992). Pozitif kan kultlri elde etmek igin hem kisa
zamanda, hem de hassas olarak dl¢clim yapabilen ileri kan kiiltiirii teknikleri geligtirilmistir.
Son zamanlarda, kan Kkiltiirii siselerini goriintiileyebilen, renk bazli, monitdrize
(BacT/ALERT 3D, Organon Teknika Corp., Durham, NC) ve floresans prensibine dayali
(BACTEC 9240, Becton Dickinson, ABD), olarak isimlendirilen yontemler gelistirilmistir
(Ellepola ve Morrison 2005).

Candida tiirlerine ait tipik maya ve hiflerin dokudan yapilan mikroskobik
muayenesinde invaziv veya yaygin kandidiazis tanisi i¢in standartlar gelistirilmistir. Maalesef
bu yontemlerin ¢ogu, Ornekleme problemleri (izolasyon kaynagi ve oOrnek miktar1 gibi)
nedeniyle kullanilamamaktadir (Pfaller 1992). Floresan antikor, akridin turuncu veya

kalkoflor beyaz boyama (Pfaller 1992, Ellepola ve Morrison 2005) yontemleri mikroskobik
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tan1 i¢in duyarlilig: arttirir. Ancak, Candida turleri icin spesifik floresan antikorlarin olusmasi
oldukca zordur.

PNA FISH (Fluorescence in situ hybridization using peptide nucleic acid probes-
peptid niikleik asit problar1 kullanilarak floresan in situ hibridizasyon) bazli yeni laboratuvar
metodlarina nazaran, 26S rRNA genin hedeflenmesi C. albicans’in, 2.5 saat iginde, yiiksek
duyarlilik ve %100 ozgillikte diger Candida tiirlerinden ayirmada basariyla kullanildigi
bildirilmistir (Rigby ve ark 2002). Son zamanlarda kullanilmaya baglanan bu yontemin
ekonomik oldugu ve kandidiazisin laboratuvar tanisinda etkin olarak kullanilmaya baslandigi

bildirilmistir (Rigby ve ark 2002, Ellepola ve Morrison 2005, Alexander ve ark 2006).

2.6.Candida’larin identifikasyonunda PCR Bazh Metodlar

Candida infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molekiiler bazli tekniklerden en etkilisi
hi¢ kusku yok ki PCR yontemidir. Bu teknik kan ve doku oOrneklerinden oldukca fazla
miktarda mikrobiyal niikleik asidi tanimlayabilmektedir. Son 10 yil igerisinde Candida
kokenli sistemik infeksiyonlarin tanisinda PCR tekniginin etkinligini aragtirmaya yonelik ¢cok
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Chen ve ark 2000, Carvalho ve ark 2007, Orazio ve ark 2009).

PCR reaksiyonu, DNA’nin ¢ift zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), daha sonra sentetik oligonikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini
(hibridizasyon) ve sonra zincirin uzamasinit (polimerizasyon) (¢ift iplik¢ikli DNA'larin
sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. PCR’1n en 6nemli getirisi,
spesifik primerlerin  Ornekler Gzerinde direkt olarak kullanilabilir olmasi, diger
mikroorganizmalar veya konak DNA’si1 amplifiye etmemesidir.

PCR duyarhiligimmi arttirmak ic¢in bir¢cok arastirmaci fungal genom icin amplifiye
edilecek DNA bolgelerine 6zgli primerler olusturmuslardir. Mayalarda hedef tan1 i¢in en sik
kullanilan PCR primerleri, 18S, 5.8S ve 28S rRNA alt {initelerini kodlayan rRNA gen boélgesi
icin, internal transcribed spacer 1 (ITS1), ITS2 ve ITS4’ tir (Haynes ve Westerneng 1996,
Chen ve ark 2000). Daha yeni olarak, multipleks hedefler, real-time PCR i¢in eslenerek
Candida tiirlerinin identifikasyonunda basariyla uygulanmaktadir (Carvalho ve ark 2007,
Orazio ve ark 2009).
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Yeni molekiiler yaklagimlarin giderek atrmasina ragmen hastanelerde PCR ekipmani
ve genetik laboratuvar yoklugu, 6rnek hazirlamadaki zorluklar ve kontaminasyon ve PCR i¢in
standart protokollerin olmamasindan dolayi, kandidiazisin klinik tanisi i¢in ¢ogunlukla non-

molekiler teknikler kullanilmaktadir.

2.7.NCAC Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Sistemik fungal infeksiyonlar giderek artan dnemli mortalite ve morbidite sebebidirler.
Candida tiirleri, hastanede yatan hastalarin kan kultirlerinden izole edilen en énemli fungal
infeksiyon etkenleridir (Pfaller ve ark 1998). Aslinda, Candida tirlerinden ileri gelen fungal
infeksiyon insidensindeki artig, kanser hastalari, yogun bakim hastalar1 ve postoperatif bakim
hastalar1 gibi immunsupresif kisilerde daha c¢ok dikkat ¢cekmektedir (Kiehn ve ark 1980,
Samaranayake ve ark 2002, Hagerty ve ark 2003). Saglikli bireylerin yaklasik %31-55’inde
Candida tiirlerinin en sik olarak agiz florasindan, vulvovaginal bolgelerden ve firiner
kanallardan izole edildigi bildirilmektedir. Gegmiste C. albicans tiirii klinik izolatlarin %70-
80’ini olusturmaktayken, NCAC tiirlerine ise ¢ok nadir olarak rastlanmaktaydi. Fakat son
yillarda NCAC tiirleri insanlarda 6nemli firsat¢1 patojenler olarak izole edilmeye baslanmistir.
C. albicans’in en ¢ok rastlanan hastalik yapici ajan olmasina ragmen infeksiyondaki azalan
insidensi Candida albicans disindaki diger tiirlerin (C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis) artan prevalanslari buna 6rnek olarak gosterilebilir (Colombo ve ark 2003,
Bassetti ve ark 2006)

Invazif kandidiazis ile ilgili bir calismada Candida infeksiyonlarinin %95’inin, C.
albicans, C.glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis tiirlerinin sebep oldugu bildirilmistir
(Pfaller ve Diekema 2007). Kanserli hastalar arasinda yapilan 1980’lerde yapilan bir
calismada izole edilen tiirlerin % 68’1 C. albicans, %12’si C. tropicalis, %10’u C.parapsilosis
ve %3’ Uniin de C. glabrata oldugu bildirilmistir (Kiehn ve ark 1980). Cizelge 2’de 2000-
2010 yillart arasinda yapilan oral kandidiazis, kandidiiri ve kandidemi vakalarina ait
epidemiyolojik veriler gorilmektedir. Bir ¢ok yeni ¢aligmada fungemi vakalarinin NCAC
tiirlerinin frekansinda 6nemli artiglar oldugu bildirilmektedir (Chakrabarti ve ark 2009, Pfaller
ve ark 2010). Candida tiirlerinin cografi yerlesimlere ve hasta gruplarina gore Onemli
degisiklikler gosterdigi ve hatta bazi iilkelerde NCAC tiirlerinin C. albicans’a oranla daha

yiiksek prevalansa sahip olduklari bildirilmistir (Colombo ve ark 2007). C. glabrata insidensi
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yetigkinlerde ¢ocuklara oranla daha yiiksek olmakla birlikte yeni doganlara gore daha diisik
olarak bildirilmistir (Krcmery ve Barnes 2002). Fakat C. parapsilosis yeni doganlarda,
transplantasyon hastalarinda ve parenteral beslenen hastalarda 6nemli bir patojen olarak
bilinmektedir (Trofa ve ark 2008). Ayrica C. tropicalis nétropenili ve maligniteli hastalarda
en sik izole edilen tiir olarak bildirilmistir (Colombo ve ark 2007). Uzun yillardir C. glabrata
saglikli bireylerde normal florada saprofit olarak bulunan, insanlarda ciddi infeksiyonlara
sebep olmayan bir tir olarak kabul edilmistir. Ancak immunsupresif tedavilerin artmasi ve
beraberinde genis spekturumlu antibiyotiklerin kullanilmasiyla C. glabrata kaynakli mukozal
ve sistemik infeksiyonlarin sayisinda onemli artiglart oldugu gosterilmistir (Hajjeh ve ark
2004). Her ne kadar Candida infeksiyonlariyla iligkili 6liim oranlari, hastanin durumu ve
ctkene baglh cesitlilik gosteriyor olsa da, Avrupa Medikal Mikoloji Konfederasyonu’nun
verilerine gore, kandidiazis infeksiyonu dagilimi NCAC tiirlerinden %14 oraninda C.
glabrata ve C. parapsilosis ve %7 oraninda C. tropicalis olarak bildirilmistir (Tortorano ve
ark 2006). Son zamanlarda Avustralya’da kandiduri etkeni olarak C. glabrata’nin 6ne ¢iktig
bildirilmistir (Chen ve ark 2008). Diger NCAC tiirleriyle karsilastirildiginda C. glabrata’nin
neden oldugu mortalite oranlarinin daha yiiksek oranda oldugu bildirilmistir (Abi-Said ve ark
1997).

C. glabrata hasta florasindaki bir etken olarak ve daha az siklikta hastane infeksiyonu
etkeni olarak bilinmektedir. C. glabrata hem c¢evre hem de insan rezervuarlar1 arasindaki
kompleks etkilesimi igceren infeksiyon etkeni olarak kabul edilmektedir. Yapilan iki caligmada
C. glabrata’nin direkt veya indirekt olarak kontaminasyon (muhtemelen hastane personelinin
elleriyle etkeni bulastirmasi) ile bulasabilecegi bildirilmistir (Isenberg ve ark 1989, Vazquez
ve ark 1993). Diger benzer nozokomiyal patojenlerde oldugu gibi C. glabrata direkt veya
indirekt olarak kontamine yiizeylerden bulasabilmektedir. Bununla birlikte, C. glabrata’nin
saglik c¢alisan1 yoluyla bulagmasinin agikliga kavusturulmasi 6nemli bir konudur. Son
zamanlarda Candida tiirleriyle olusmus miks infeksiyonlarda en sik oral kandidiazisli
hastalarin %70’inde C. glabrata ve C. albicans kombinasyonunun goriildiigii bildirilmistir
(Redding ve ark 2002).

Ik baslarda C. parapsilosis non-patojenik bir tiir oldugu kabul edilse de, endokarditli
Olen bir hastadan etken olarak izole edilmesi etken olarak degerlendirilmesine yol agmistir

(Joachim ve Polayes 1940). Son 10 yil igerisinde infeksiyon etkeni olarak C. parapsilosis
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insidansinda hizli bir artig goriilmiistiir. Giintimiizde C. parapsilosis kan kiiltiirlerinden en sik
izole edilen ikinci en 6nemli Candida turi olarak bildirilmektedir (Almirante ve ark 2006,
Colombo ve ark 2007, Costa-de-Oliveira ve ark 2008). Ayrica C.parapsilosis, insan elinden
en sik izole edilen mantar tlirlerinden biri oldugu ve hastanede yatan hastalarin dogal steril
viicut bolgelerinden en sik izole edilen ikinci Candida tiirii oldugu bildirilmistir (Bonassoli ve
ark 2005). Bir ¢aligmada bu tiiriin Kuzey Amerika’da %15.5, Avrupa’da %16.3 ve Latin
Amerika’da %23.4 siklikla izole edildigi ve sadece C. albicans’tan daha az rastlanilan patojen
oldugu belirlenmistir. C. albicans’in Kuzey Amerika’da %51.5, Avrupa’da %47.8, Latin
Amerika’da %36.5 oraninda izole edildigi bildirilirken, C. glabrata’nin ise Kuzey
Amerika’da 9%21.3 oraninda etken olarak izole edildigi tespit edilmistir. Bununla birlikte C.
parapsilosis fungemisi, C. albicans ve C. glabrata fungemisiyle karsilastirildiginda, %4 gibi
diistik bir 6liim oraniyla seyretmektedir (Kossoff ve ark 1998).

Diger Candida turlerine benzer olarak C. parapsilosis infeksiyonu insidansindaki artis
bir dizi risk faktérlerinden ileri gelmektedir. Bu faktorler arasinda hiperalimentasyon sivilari
icerisinde ylksek treme kabiliyeti ve intravaskiler kateterler ve prostetik materyallere yiksek
affinite ve bu alanlara yiiksek kolonize olma yetenekleri sayilabilir. Bunun yaninda kanser
hastalarinin uzun siire santral vendz kateter veya kalici kateter ya da sondaya ihtiyag
duymalar1 C. parapsilosis infeksiyonu riskini arttiran bir diger risk faktoriidiir. Ispanya’da C.
parapsilosis’li 72 hasta ilizerinde yapilan bir ¢alismada infeksiyonlarin %97’sinin vaskiiler
kateter iligkili oldugu, %91’inin 6nceden antibiyotik tedavisi aldigi, %54 liniin parenteral
beslendigi, %46’simin operasyon hikayesi oldugu, %38’inin immunsupresif tedavi aldigi,
%?27’sinde malignite bulundugu, %16’sinin organ nakli hikayesi oldugu, %12’sinin
notropenik ve %11’ ininde de kolonizasyon hikayesi oldugu bildirilmistir (Almirante ve ark
2006) Brezilya’da 2002-2003 yillar1 arasinda 64 vaka tizerinde yapilan bir ¢alismada, primer
risk faktorlerinin, nétropeni, santral vendz kateterler ve kanser kemoterapisi oldugu
bildirilmistir (Brito ve ark 2006).

Cildi veya gastrointestinal sistem kolonizasyonu, invazif kandidiazisin patogenezinde
cogu kez ilk adim olmustur ve 6zellikle yenidoganlar bu tip infeksiyonlara predispozedir. Deri
biitlinliigiinlin bozuldugu haller, gastrointestinal sistem infeksiyonlarina duyarlilik, uzun siire
santral venoz kateter veya gobek kateteri takili olanlar ve uzun siire entiibe edilmis hastalar da

bu tip infeksiyonlara kars1 olduk¢a duyarlidir (Benjamin ve ark 2000). Ayrica gastrointestinal
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Candida kolonizasyonlu yenidoganlarin {igte birinden saglikli yenidoganlarin ise %23 {inde
orofarenksinden C. parapsilosis izole edildigi bildirilmistir (Saiman ve ark 2001, Contreras ve
ark 1994). Ayrica diger NCAC tirleriyle karsilastirildiginda C. parapsilosis kokenli
infeksiyonlarda diistik agirlikli dogan bebeklerdeki 6liim oranlarinin ¢ok daha fazla oldugu ve
bazen C. albicans iligkili infeksiyonlardakine esit oranlarda bulundugu tespit edilmistir (Trofa
ve ark 2008).

Candida tropicalis Candida’lar arasinda en ¢ok izole edilen tigiincii tiirdiir (Alvarez-
Lerma ve ark 2003, Bineli ve ark 2006, Colombo ve ark 2007, Hasan ve ark 2009). Ozellikle
C. tropicalis kan ve idrar kultirlerinden sik izole edilen maya tiiriidiir (Kauffman ve ark 2000;
Alvarez-Lerma ve ark 2003) (Cizelge 2). Brezilya’da 12 saglik merkezinde yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda C. tropicalis tim kandidemilerin %33-48’ini olusturan en sik
izole edilen ikinci tiir olmustur (Colombo ve ark 2007, Miranda ve ark 2009). Ayrica, C.
tropicalis yogun bakim hastalarindan uzun siire kateterize edilmis hastalar, genis spekturumlu
antibiyotik tedavisi alanlar veya kanser hastalarindan siirekli izole edilen bir tiirler arasinda
yer almaktadir. (Kauffman ve ark 2000, Rho ve ark 2004, Colombo ve ark 2007, Nucci ve
Colombo 2007) C. tropicalis’in C.albicans ve diger NCAC tiirleriyle karsilastirildiginda,
notropenik hastalarda daha hizli bir yayilma gosterdigi bildirilmistir (Colombo ve ark 2007)

Bir c¢alismada C. tropicalis ve C. albicans fungemileri arasinda risk faktorleri
acisindan belirgin farkliliklar oldugu bildirilmistir (Kontoyiannis ve ark 2001).

Baz1 epidemiyolojik ¢alismalar C. tropicalis’ in, C. albicans ve diger NCAC tiirlerine
oranla daha yiiksek mortaliteyle seyrettigini gostermistir (Kremery 1999a, Kontoyiannis ve
ark 2001, Eggimann ve ark 2003, Colombo ve ark 2007). C. tropicalis kokenli mortalitenin bu
denli yiiksek seyretmesinin biyofilm formasyonu, proteinaz sentezi ve dimorfizm gibi virulans

faktorleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Krcmery 1999b, Negri ve ark 2010a).

2.8.C. albicans’larda Virulans Faktorler

Kandidiazis insanlarda deri, oral kavite ve 6zafagus, gastrointestinal sistem, vajina ve
vaskdler sistemin yaygin bir infeksiyonudur. Bununla birlikte immunsupresyon veya ¢esitli

nedenlerle bagisiklik sisteminin zayiflamasi1 Candida infeksiyonlar1 i¢in en 6nemli sebep olup
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mikroorganizmaya ait ¢esitli virulans faktorleri ise hastaligin olusumu ve siddetiyle iliskilidir.
Candida’larda virulans faktorler arasinda konak taniyict biyomolekiller (adezinler),
morfogenez (tek hiicreli mayalar ve filamentoz, bliylime formlar1 arasinda geri doniistimlii

degisim), gizli aspartil proteinaz ve fosfolipazlar sayilabilir.

Candida’lar insanlarda hastalik olusturan 6nemli patojenler arasinda yer alir. Cevre
kosullarina spesifik savunma yontemleriyle, c¢esitli anatomik bolgelerde kommensal olarak
hayatta kalabilmeleri ¢ok yonlii patojen olmalariyla iliskilidir. Bu sebeple C. albicans ve diger
Candida tiirlerinin olusturdugu hastaliklarin ~ spekturumu diger birgok kommensal
mikroorganzimalarin sebep oldugu infeksiyonlardan daha fazla ve daha ciddidir. Ornegin
Escherichia coli, normalde insanlarin barsaklarinda kolonize olmakta ve bazen gegici bir siire
oral kavitede ve nadiren vajinal mukozada da goérulebilirken, Candida’lar ise bahsedilen bu
alanlarda kommensal olarak bulunmakta ve firsat¢1 infeksiyonlara sebep olabilmektedir.
Mukozal yiizeylerde, beslenme bozukluklari bakteriler ve mantarlar arasinda kompetitif
davranis sekli, daha gligsiiz olan mikroorganizmanin selektif eliminasyonuna neden
olmaktadir. Floradaki birgok bakteri beslenme bozukluklar1 veya fazlaliklar1 sirasinda, kendi
katabolik ve anabolik metabolik yollarin1 regiile eder; insanlardaki patojen mantarlarin da,
hayatta kalabilmek icin muhtemelen aynmi yolu izledikleri diisiiniilmektedir. Ornegin
Candida’larda bir¢ok spesifik genin katabolik proteinleri kodladigi ve bu genlerin bazilarinin,
mikroorganizmanin kommensal ve patojen olarak hayatini devam ettirmede rol oynadigi

disiinulmektedir (De Backer ve ark 2000).

Mukozal flora Uyeleri arasindaki kompetitif ¢ekismenin yanisira konak¢i dokulari
spesifik yamitlarina karsi Candida albicans gibi etkin patojenler bir takim fizyolojik
adaptasyon mekanizmalariyla ortamin pH’s1 gibi parametrelere ayak uydurmak zorunda
kalmaktadir. Kan dolasimi veya dokulardaki noétral pH’da mikroorganizmanin hiicre duvari
sentezine yardimeci olan vajinal kanalda ndtral ortamda optimum adaptasyon saglamaya
yardimci1 olan pH-regilatoérii gen 1 (PHR1) rol oynamaktadir. PHR1’ in etkisi sona erdiginde
ikinci pH-regulatori gen (PHR2) devreye girmekte ve benzer etkiyi asit pH’da

g(‘jstermektedirI(Saparito-Irwin ve ark 1995, Ghannoum ve ark 1995, Muhlschlegel ve Fonzi
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1997). Bu oOrnek, Candida’larin ~ konak dokularina adaptasyonunda rol  oynayan

fizyolojik adaptasyon

mekanizmalarindan sadece biridir. Buna ek olarak, Candida turleri, predispoze faktorler
varliginda konakeiy1 istila ederek genis Olctide spesifik immun defektler olusturmaktadir.
Buna ragmen Candida tiirleri firsat¢1 patojendirler. Candida tlrlerinin konakta belli bazi
anatomik lokalizasyonlari olup buralarda infeksiyon olusturabilmektedirler. Kandidiazis
siklig1, bu hastaligin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Wenzel 1995, Pfaller ve ark
2000, Fidel ve 1999). Bu nedenle Candida tirleri, ABD’de ve bircok Ulkede en 6nemli
dordiincii nozokomiyal infeksiyon sebebi olup bu hastalarda mortalite oraninin %35’lere
varan kandidemiye neden oldugu bildirilmistir. Ayrica AIDS hastalarinin  %70’inde
orofarengeal kandidiazis gelistigi bildirilmektedir. Bunun yaninda her 100 kadindan yaklasik
70’inin bir kez de olsa Candida tirlerinden ileri gelen vajinit déykist oldugu ve kadinlarin
yaklasik 20’sinde niikslerin goriildiigii bildirilmektedir (Fidel ve ark 1999).

Candida infeksiyonlarina karsi son donemlerde bolgesel 6zel immun koruyuculuktan
bahsedilmektedir. Ornegin hayvan modellerinde sistemik invazyona karsi koruyuculuk,
vajinite kars1 koruyuculuk seklinde bahsedilmektedir (Fidel ve ark 1999). T-hiicre immun
yaniti, orofarengeal kandidiazis, kutandz ve vajinal infeksiyonlara karsi dnemli koruyuculuk
saglasa da, sistemik hastaliga karsi olusan direng, notrofil veya mononiikleer fagositler gibi
immun hiicrelerce olusturulan fonksiyonel fagositik yanit ile daha sik iligkilendirilmektedir.
Orofarengeal kandidiazisli AIDS hastalarinda, CD4" hiicre sayisindaki azalma, hastalik seyri
ve niiksii ile iligskilendirilse de, AIDS hastalarinda hastaliklarinin terminal evresine kadar, kan
yoluyla gecen sistemik infeksiyonlar gelismemektedirler. Bulgular AIDS hastalarinda vajinit
insidansinin diger hasta popiilasyonlarina gore daha fazla olmadigini gostermektedir. Bu
nedenle CD4" hiicreleri oral mukoza ile karsilastirildiginda vajinal mukozadaki koruyuculukla
iliskilendirilmemektedir. Candida tiirlerine karsi olusan antikorlar, anahtar epitoplara
birlestiginde birka¢ kandidiazis hayvan modelinde koruyucu oldugu gosterilmis ve humoral
immun yanitin kompleman sistem ve diger kalitsal komponentler gibi koruyucu dengenin bir
pargast olabilecegini diisiindiirmektedir (Han ve ark 1998). Bu organizmalardaki immun
mekanizmannin biraz komplike oldugu goriilmektedir. Kandidiazise kars1 korunmada konak

savunma mekanizmalarinin tiimii olaya dahil olmaktadir. Bu mekanizmalardan birinde
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herhangibir aksamanin meydana gelmesi hastalifin olusmasi ya da niiksii ile

sonuglanmaktadir. Candida’larda fenotipik degisimin mikroorganizmanin patojenitesinde

farkliliklar dogurdugu gosterilmistir. Kandidiazis patogenezinde mukozal yiuzeyde meydana

gelen ilk reaksiyonlar Sekil 2.3°de sematize edilmistir.

Budding

Germination 0 /F\

. T
Saps. Plbip / \
‘ 8 @ Mucosa

Adhesins: Induced

Als1p, Als5p, Hwplp, Int1p Persorption phagocytosis

TRENDS in Microbiology

Sekil 2.3. Bir maya hiicresinin germinasyon, tomurcuklanma ve mukozadan penetrasyon agamalari

Bir C. albicans maya hiicresi hem tomurcuklanma asamasinda (sagda) hem
germinasyon safhasinda (solda) hem de mukozadan penetrasyonu gosterilmistir. Ancak, maya
hlicresinin persorpsiyonu (ortada), tomurcuklanan hiicrelerin submukozaya alinmasi ile
sonu¢lanmaktadir. Sagda, bir maya hiicresinin mukoza hiicresi tarafindan fagositozu
gorilmektedir. Bu olaylar, adezinler [ALS1p, ALS5p (ALAlp), HWP1p ve INT1p] ve
enzimlerin (SAPS ve PLB1p) kontroli altinda ger¢eklesmektedir. Germ tiip, farkli antijenlerin
maya hiicresiyle karsilagtirmasi bigciminde sematize edilmistir. Fenotipik doniisiimiin
patogeneze olan etkisi, antijenik degisimlerin yan1 sira organizmanin dokuya 6zel affinitesi ile

iliskilendirilebilir.

Candida’larin insanlarda hem bir patojen hem de mukozal yiizeylerde kommensal
mikroorganizmlar oldugunu unutmamak gerekir. Ne yazik ki, Candida’larin kommensalligi

ile patojenligi arasindaki farklarin ne oldugu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu nedenle
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virulans faktorlerinin belirlenmesi mikroorganizmanin patojenitesi hakkinda bilgi vermesi

acisindan dnemlidir.

2.9.Candida’larda Virulans Faktorleri

Candida’larda virulans diger patojen mikroorganizmalarda oldugu gibi konak yanitiyla
yakin iligkilidir. Mikroorganizmanin konak hiicre proteinlerine veya mikrobiyal reseptorlere
baglanmas1 konagi patojen mikroorganizma adezyonlarina karsi korumakta ise de

Candida’larda bazi virulans faktorler konagin infekte olmasina yol acgabilmektedir.

Virulanlikta ¢esitli ayristirict enzimlerin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Bir goriise gore
izotropik tremeye (tek-hlcre, maya) nazaran, maya htcreleri ve filamentoz tireme arasindaki
doniistimiin (morfogenez) invazyonu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (Cole ve ark 1993,
Enache ve ark 1996). Bu konuda yapilan ¢alismalar beyaz-opak degisim tizerinde
yogunlagmistir. Buna gore bir susta (WO-1) ve klinik izolatlarda da gozlenen her bir fenotipik
degisim esnasindaki koloni morfolojisi ve rengi kastedilmektedir. Yapisma ozelliklerindeki
degismeler, antijenik ifade ve doku affinitesi, koloni fenotipindeki farkliliklara eslik
etmektedir. Hayvan modellerinde oksotrofik mutantlarin virulan olmadigi da gosterilmistir.
Ancak, virulans faktorleri hakkinda incelemeler hala ¢ok simirli ve metabolik yollarla bu
faktorlerin iligkilendirilmesi konusu biraz belirsiz ve bahsedildigi gibi, bu hedefler, yeni

antifungal ajanlarin gelistirilmesi i¢in son derece énemlidir.

2.9.1.Adezinler

Candida’larin konak hiicrelerine yada konak hiicre ligantlarina yapismasini saglayan
biyomolekiillerdir. Infeksiyonun gelismesi Candida’lar ve konake¢1 arasindaki interaksiyona
baglidir. Bu konuda ¢ogu tartisma bir konak tanima proteinini kodlayan bir gen cifti iizerinde
yogunlagmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan proteinler Cizelge 2.3 ve Sekil 2.4’ de
verilmistir. Yapigsmay1 Slgen testler sinirlidir ve goriinebilen hiicre baglanmasi, radyometrik
baglanma, tiim hiicre-ligant baglanmalar1 ve kandidal adezyon-ligant baglanmalarimi igerir

(Sundstrom 1999, Staab ve ark 1999, Tsuchimori ve ark 2000).
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Sekil 2.4. C. albicans’a ait adezin polipeptitleri.

Yukarida, C. albicans’a ait adezin polipetidlerinin (a-d), mannozil transferazlari olan
ve muhtemelen mannan sentezinde aderens rolii oynayan MNT1p ve PMT1p disindakilerin
semasi1 verilmistir. ASP1p ve ALSs5p (ALA1p), amino ucu, nispeten serbest glikozilasyon,
uzunluk yoniinden degerlendirilen ancak biiylik 6l¢iide korunan tandem tekrarlarinin merkezi
domeni (ok uglar1) ve ALS protein ailesi icerisinde en az korunan serin yénunden zengin
karboksil ucu olmak {iizere {ic domeni kapsar. Sekilde hegzagonlar olarak belirlenen N-
glikozilasyon bolgeleri de gorulmektedir. Als proteinlerinin altinda INT1p gosterilmistir. Bir
I-domeninin (ligand baglanmasi1) Staphylococcus aureus fibrinojen baglayan proteini CLFA
homologu olan domene yakin bir yerde lokalize oldugu goriilmektedir. Bu proteinlerden her

birinin genis (biiyliik) O-glikozilasyona sahip oldugu tahmin edilmektedir. Salgi noktalari,
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glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglanti noktalar1 veya mor bantlar seklinde goriilen
transmembran domenleri olarak bildirilen hidrofobik bdlgeler gosterilmistir. S = Ser/Thr

domenleri.

2.9.2. ALS1p ve ALS5p

C. albicans’ in ALS1p’ i, S. cerevisiae a-aglatinin proteini ile homolog olan 7 glikozile
protein ailesinin bir iiyesi olup, birlesmede hiicre-hiicre tanismasini gerektiren bir proteindir.
Her ALS geninin sahip oldugu ortak 6zellikler; her birinin 3 domeni olmasi, 1299-1308
niikleotidden (433-436 amino asit) olusmasi, ¢esitli biiylikliikte bir santral domene sahip
olmalar1, 108 bp ardisik dizilim goéstermeleri, serin-treonin bakimindan zengin proteinleri
kodlayan g¢esitli uzunluktaki 3’ domen i¢ermeleri sayilabilir (Sekil 2.4). ALS ailesi bir GPI
olarak kabul edilen tipik gizli protein ve hidrofobik karboksil grubu o6zelligi tasimaktadir.
Ligand baglanmasinin proteinlerin amino grubu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. ALS1’in
ailedeki diger proteinlerin karekterizasyonundan genis 6l¢lide sorumlu oldugu bildirilmistir
(Hoyer 2001).

C. albicans icin hem ALS1p hem de ALS5p (ALA1p)’nin adezyon fonksiyonu
saglamada rol oynadigi diisiiniilmektedir (Gaur ve ark 1999). Ayrica, ALS1p’nin bir fare
modelinde hematojen yayilim agisindan onemli virulans faktorii oldugu gosterilmistir (Fu ve
ark 1999).

2.9.3.HWP1p

HWP1 ayirici tarama sisteminden orijinal hif ve germ tiip spesifik gen olarak izole
edilmistir (Staab ve ark 1996, Sundstrom 1999). HWP1 amino grubuyla uyumlu bir dis yiizey
mannoproteinini kodlamakta ve karboksil grubuyla hiicre duvari B-glukan ile kovalent bagla
birbirine baglanmaktadir (Staab ve ark 1996) (Sekil 2.4). HWP1’ in amino grubu sekansi

(prolin ve glutamin rich domeni), transglutaminaz (Tgase) substratlarin1 andirmaktadir.
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Cizelge 2.3. Candida albicans ve Candida glabrata’nin adezinleri

Adezinler Ligant Mutant fenotip® Diger
Invitro | Virulans®
Tutunma
ALS1p HBEC, Endo® | Azalmis | Azalmis | Aglutin benzeri sekans
proteinleri
ALAlp FN ND ND Aglutin benzeri sekans
(ALS5p) proteinleri
HWP1p HBEC Azalmis | Azalmis Stabilize tutunma,
Tgase substrati
INT1p Epitelyal Azalmis | Azalmis Integrin benzeri
protein
MNT1p HBEC Azalmis | Azalmis Tip | mannozil
transferaz

®Endo, insan umbilikal veni endotelyal hiicreleri
FN: Fibronektin;

HBEC: Insan bukkal epitelyal hiicresi

ND: Belirlenemedi

Tgase: transglutaminaz.

®Parental hiicrelerle karsilastirildiginda, heterozigot veya yeniden yapilandirilan suglar; ALS1 ve ALS5 (ALA1),
Saccharomyces cerevisiae’da heterolog gérinim.

‘Hematojen dissemine fare modeli.
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Aslinda Tgase enzimi varliginda rekombinant HWP1p, N*-(y-glutamil) proteinin C-
putresin’e kovalent bagla baglanmasi (Calderone ve Braun 1991) bir enzimin epitel hiicre
proteinlerine N*(y-glutamil) lizin izopeptid baglar1 aracihigiyla ¢apraz olarak baglanmasi
anlamina gelmektedir (Staab ve ark 1999). Eger HWP1p, Tgase icin bir substrat gibi gorev

yapsaydi, C. albicans hiflerinin insan bukkal epitelyum hcrelerine (HBEC) sabit ve kovalent

olarak non-kovalent baglanmalari Onleyebilen reaktiflerle bile geri doniisiimsiiz olarak
baglanmas1 gerekecekti. C. albicans’in bir HWP1 susunun Tgase icin bir substrat gibi
indirgeyici aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Hematojen yayilimi1 olan bir fare modelinde,
ana veya tek gen delesyonu olan suglardan daha az virulan oldugu gdsterilmistir (Staab ve ark

1999).

Bir ¢alismada HWP1 baskilanmis bir C. albicans mutantta farelerde mortalitede
azalma goriildigl, infekte farede bobreklerde yerlesmenin daha zor oldugu ve daha az
endotelyal hiicre hasarmin olustugu bildirilmistir (Staab ve ark 1999). Bu ¢alisma HWP1’in

mikroorganizmanin hiicre adezyonu ve virulansinda oynadigi rolii dogrulamaktadir.

2.9.4.INT1p

C. albicans, fibronektin, laminin ve kollajen I ve IV gibi ¢esitli ekstraseltler matriks
(ECM) ligandlarina baglanmalar1 gibi aktiviteleriyle memeli hicre reseptdrlerinden integrin
ailesini andirmaktadirlar. Hatta Western Blot analizlerinde integrin proteinlerinin o-
zincirlerine karst olugan monoklonal antikorlarin C. albicans proteinlerine baglandigi
gosterilmistir. Bu nedenle C.albicans protein benzeri bir integrin gibi degerlendirilmistir. C.
albicans’in kabul gormiis bir integrin geni (INT1) tamimlanmustir. INT1 divalan katyon
diizeninde yaklagik %18 oraninda insan o-M integrin domenine benzerligi ile tanimlanabilen
I-domen i¢ermektedir. Dogaldir ki, C. albicans sekansinin memeli integrinine oranla daha
diisiik tanimlanma orani, bu proteinin bir integrin proteini olmayabilecegini de

diisiindiirmektedir.

INT1 bazi ilging 6zellik ve fonksiyonlara sahiptir (Gale ve ark 1998). Birincisi divalan

katyon baglayan domene karsi yiikselen antikor oranlari, organizmalarin maya hiicreleriyle
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reaksiyona girip hiicre yiizeyi protein tabiatim1 dogrulamaktadir. ikincisi, S. cerevisiae’ nin
heterolog karakteri, insan epitelyum hiicrelerine yapisan germ tiiptekine benzer bicimde
uzayan hiicreler seklinde olmasidir. Ugiinciisii, genetik transformasyona ugramis S. cerevisiae
hicreleri, C. albicans’ da oldugu gibi kiimelesmektedir. INT1 geni olmayan C. albicans

suslari, daha az virulandir, epitelyal hiicrelere daha giigsiiz baglanirlar (%40 daha az) ve milk-

tween ve Spider agarda filamentasyonda da daha yetersizdir. Bu durumda INT21’in C. albicans
icin yapisma ve filamentasyonda 6nemli rol oynadigi s6ylenebilir. Bu yondeki son bilgilere
gore, bir hiicre filament proteini olan talin, aktin hicre filamentini modile ederek, INT1

proteini ile birlikte morfogeneze katilmaktadir (Alleson ve ark 2001).

2.9.5.MNT1p

MNT1 (a-1,2 mannoziltransferaz) geni adezyonda rol alip mikroorganizmanin konak
yiizeyine gili¢lii sekilde baglanmasinda rol oynamaktadir, bu genden yoksun mantarlarin
aviriilan oldugu bildirilmistir (Buurman ve ark 1998). MNT1p mantarlarda, hem O- hem de N-
mannoz formasyonu bir tip II membran proteinidir. Mannan (mannoz polimeri olan bir hiicre
polisakkaridi-hiicre duvarmin baslica bileseni), konak dokuyu tanmimak i¢in gerekli bir
proteindir. Enzim aktivitesi i¢in karboksil ucu katalitik domene sahip olmasi gerekmekte olup,
enzim ko-faktdr olarak hem manganez hem de ¢inkoya ihtiya¢ duyar. Ayn1 zamanda O-glikoz
formasyonu mannoziltransferazi kodlayan gen olan PMT1’in de epitelyum dokuya adezyon

icin gerekli oldugu bildirilmistir (Timpel ve ark 1998).
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Cizelge 2.4. C. albicans’in transkripsiyonal proteinleri ve morfogenez?®

Mutant fenotipi®
Proteinler Saccharomyces Referanslar
cerevisiae homologlar
Morfogenez Virulans
CPH1p STE12p Spider agarda 40
azalma
10°= to wt
10* = avir.
EFG1p PHD1p Anormal 10" ~to wt 40,46
filamentler
10° = az vir.
TUP1p TUP1p Esas filamentler ND 60
RBF1p ? Esas filamentler ND 61
CZF1p - Hifal Gremede ND 59
azalma
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RIM101p RIM101p Hifal Gremede Azalmis 41-43,48
azalma

8Avir: Avirilan ND: Belirlenemedi. Vir: Virulan Wt: Wild type PEslenmis suslarla karsilastiriima

2.9.6.Morfogenez

Morfogenez, tek hiicreli maya hiicrelerinin filamentéz biiylime yapan forma gegisi
olarak tanimlanabilir. C. albicans hem psoddohifal hem de hifal biiyiime formuna gecis
yapabilmektedir. Candida’lar icinde sadece C. albicans ve C. dubliniensis her iki tip
filamentdz biliylime yetenegine sahiptir. Bu ylizden bu tiirler izotropikal (maya) veya apikal
(psodohif ve hif) gelisme yetenegine sahiptir ve g¢ogalma asamalarinda tam anlamiyla
polimorfik olarak tanimlanmaktadirlar. Morfogenezle iliskili olarak C. albicans’in filament6z
formu ile virulansi arasindaki iligkiyi kanitlamak i¢in uzun yillardan beri ¢alisilmasina ragmen
bu konuda somut sonuglar elde edilememistir (Odds 1988). Giiniimiizde kullanilmakta olan
modern molekiiler yontemler sayesinde yeni yeni morfolojik yapi ile mikroorganizma
virulans1 arasindaki iligkiyi ortaya koyulabilmistir. Baz1 aragtirmacilar tarafindan alt1 ¢izilerek
belirtilmis oldugu gibi ¢ogu lezyon hem maya formundaki hem de filament6z formdaki
Candida’lar tarafindan olusturulmakta ve her ikisinin de hem infeksiyon gelisiminde hem de
infeksiyonun seyri iizerinde rolii bulunmaktadir (Lo ve ark 1997, El Barkani ve ark 2000,
Chen ve ark 2000, Calera ve Calderone 2001, Lengeler ve ark 2000, Riggle ve ark 1999)
(Cizelge 2.3).

Morfogenezi diizenleyen sinyal transdiiksiyonu metabolik yollar1 hakkinda edinilen
bilgilerin ¢ogu S. cerevisiae i¢in yapilan ¢alismalar sonucu elde edilmistir. Candida’larla ilgili
bircok bilgi C. albicans homologu olan S. cerevisiae mutantlarindaki ilgili defektlerin
tamamlanmas1 veya baskilanmasi yoluyla identifiye edilmistir. Yakin bir ge¢miste
arastirmacilar S. cerevisiae’nin besin bakimindan zayif ortamlarda psddohifal gelisim
gosterdigini bildirmisler ve psddohiflerin besin arama fonksiyonu oldugunu 6ne siirmiislerdir.
Birbirine bagl iki metabolik yol bu fenotiple iliskilendirilmis ve sadece S. cerevisiae igin

degil ayn1 zamanda C. albicans i¢in de tanimlanmustir (Lo ve ark 1997, Brown ve Gow 1999,
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Lengeler ve ark 2000). C. albicans i¢in bu yollardan ilki STE12 homologlarinin birlesmesini
ve S. cerevisiae psodohif metabolik yolunu ihtiva etmektedir. Bir C. albicans homologu olan
STE12p fosforilasyon mekanizmasi CST20 (STE20), HST7 (STE7) ve CEK1 (KSS1)’ i de
kapsayan mitojen aktive protein (MAP) kinaz metabolik yolu ile dizenlenen CPH1p’dir
(Brown ve Gow 1999, Lengeler ve ark 2000).

Bahsedilen proteinlerin ¢ok az kismi morfogenezi stimule eden proteinlerdir olup
morfogenezi baskilayan TUP1lp ve RBF1lp gibi diger onemli proteinlerin oldugu da
bildirilmistir. C. albicans TUP1p proteini, %67 oranla S. cerevisiae proteiniyle benzerlik
gOstermektedir. S. cerevisiae mutantlarinin psddohifal liremesi azalirken (Braun ve Johnson
1997) TUP1’de delesyona ugramis C. albicans suslari, temel olarak hif formundadir ve bu
nedenle, bu iki proteinin birbirine zit fonksiyonlar1 vardir; ¢eliskili bir bicimde C. albicans

TUP1, S. cerevisiae’ da TUP1 mutasyonu tamamlamaktadir.

Cizelge 2.5. Aspartil proteazlar (SAPS) kandidiazis ile iligkisi.

Analiz Kan/derin Oral Deri Vajinal
(Assay) doku
Virulans SAP1-4,6 ? ? SAP2
Ekspresyon - SAP1-3, 6, 8 SAP1-3, 6, 8 -
Yontemler Delesyon RT-PCR immun | RT-PCR immun Mutantlar
mutantlar mikroskopi mikroskopi

RBF1p DNA baglayan bir protein olup TUP1p gibi RBF1 delesyonu olan C. albicans
mutantlarinin  filament6z biiyiimeye yatkin oldugu bildirilmistir. Bir ¢aligmada RBF1

proteininin telomer uzunlugu ve ribozomal protein gen (RPG) kiimesini tanimak agisindan
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onemli olabilecegini bildirilmistir (Ishii ve ark 1997). Morfogenez i¢in gerekli olan diger
metabolik yollar arasida hiicre duvari entegrasyonu [protein kinaz C (PKC)] ve
ozmoregiilasyon [iki bilesik yiiksek ozmolariteli gliserol (HOG1)] metabolik yollar
sayilabilir (Calera ve Calderone 1999, Calera ve ark 1999). ilgin¢ olan C. albicans HOG1p

metabolik yolunun, ozmoregiilasyon ile tam olarak baglantili olmadigidir. Diger histidin kinaz

proteinlerinin (CHK1p ve COS1/NIK1) morfogenez igin gerekli oldugu bildirilirken, PHRL,
CHK1’de oldugu gibi mikroorganizmanin invaziv hastalik olusturmasinda rol oynadig1 fakat

vajinal infeksiyonda roliiniin olmadig bildirilmistir (Calera ve Calderone 1999).
2.9.7.Invazyona Yol A¢an Enzimler

Aspartil proteinaz (SAP) ve fosfolipaz (PL) Candida’larda virulansla iliskilendirilen
iki biiyiik enzim ailesini olusturmaktadir. Bilinen 4 fosfolipazdan (PLA, PLB, PLC ve PLD)
sadece PLB1’in kandidiazis hayvan modelinde yapilan ¢alismalarda mikroorganizmanin
virulansinda rol oynadig1 gosterilmistir. /n vitro sartlarda gen delesyonunun oldugu suslarda
fosfolipaz enzim {retiminin azaldigi ve virulansta azalmanin oldugu gosterilmistir
(Ghannoum 2000). PLB1p aktivitesinin hif formlarinin doku invazyonu sirasinda rol ynadigi
bildirilmektedir (Ghannoum 2000). PLBlp 84-kDa agirhiginda bir glikoprotein olan
PLB1p’nin hem hidrolaz hem de lizofosfolipaz-transakilaz aktivitesine sahip oldugu
diistiniilmektedir.

Aspartil proteinazlar sadece C. albicans, C. tropicalis, C. paraposilosis ve C.
guilliermondii’de de gosterilmistir (Monod ve ark 1994, Zaugg ve ark 2001). SAP1-9
enzimleri sentezinden sorumlu gen biiyiikliikleri yaklasitk 1170° den 1780 bp’ ¢ kadar
degismektedir. SAP gen ailesi, hastalik olusturma potansiyellerine gére, RT-PCR yontemiyle
mutant kokenler tizerinde ¢esitli yontemlerle ¢alisilmistir (Cizelge 2.4). Gine domuzlari ve
fare modellerinde yapilan c¢aligmalarda SAP1-6’da goriilen tek gen delesyonlarinin invazif
hastalik olusturma potansiyelini azalttig1 gosterilmistir (Hube ve ark 1997, Sanglard ve ark
1997). SAP1-6’nin invazif hastalik olusturmada 6nemli rol aldig1 diistiniilmektedir. Baska bir
calismada in vitro oral kandidiazis modeli olusturulmus bu modelde SAP1-8’in
transkripsiyonel takibi yapilmistir. Caligmada SAP1-3’0n doku infeksiyonundan 48 saat
SAP6’nin 48 saat, SAP8’in ise 60 saat sentezlendigi tespit edilirken, SAP4 ve SAP5’e
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rastlanmamistir. Candida infeksiyonlarinda doku hasari en yogun oldugu zaman dilimi ilk 48

saat olarak bulunmustur.

2.9.8.Fenotipik Degisim

Bir ¢alismada diisiik doz UV 1s18inn, yiiksek frekanslarda (3x107%), C. albicans’m R
koloni olusumunda ve orijinal S kolonileri igin 9x10™ gibi yiiksek bir frekansta ortaya ¢iktig
gosterilmistir. Koloni fenotipindeki degisimin doniistimlii oldugu ve yiiksek frekanslarda
sekillendigi bildirilmistir. Baska bir ¢aliimada ise 3153A susunu kullanilarak, bu c¢alisma
genisletilmis ve “’yildiz, benekli, sapka, diizensiz burusuk ve hatlar1 belirsiz’’ gibi ek koloni
tiplerini gozlemlemistir (Slutsky ve ark 1985). Bu koloni tiplerinden bazilarinin bir bagka tipe
doniistiiglinde farkli fenotipler arasinda yliksek frekansta degisimin oldugu tespit edilmistir.
Ilging olan susa 6zel fenotipik degisimin aynmi besiyeri kullanildiginda dahi gdzlenmesi
olmustur.

Tiim fenotipik degisimler icerisinde en ¢ok calisilant beyaz S kolonilerin gri yasst
kolonilere doniistiigi WO-1 susundaki beyaz-opak doniigsiimdiir. Bu iki koloni tipinde
37°C’de pH 6.7’de hiicre sekli (beyaz hiicreler yuvarlak-yumurtamsi1 ve opak hiicreler uzamis
veya fasililye bigiminde) ve hiicre ylizey yapilar (sadece opak hiicrelerde goriilen kabarik
form) arasinda cesitli farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Slutsky ve ark 1987, Anderson ve ark
1990)

Fenotipik degisimin Candida’larin virulansinda nasil rol oynadigi sorusu yoruma
aciktir. Bir calismada vajinitli veya sistemik infeksiyonu olan hastalardan izole edilen suslarin
yiiksek frekansda fenotipik degisim gosterdigi bildirilmistir (Soll 1988, Jones ve ark 1994).
Fenotipik egisimin hastalik olusumu ile direkt ilgisi olup olmadiginin veya sadece genom
varyasyonlarint m1 belirttiginin tespiti i¢in olduk¢a onemlidir. Kiitan6z model c¢aligmasinda
opak hicrelerin deriyi beyaz-faz hiicrelerinden daha fazla kolonize edebildigi ancak, hayvan
modeli ¢alismalarinda daha az virulan olduklar1 bildirilmistir (Soll 1988, Jones ve ark 1994).

Kisaca belirtmek gerekirse, Candida’larin koloni morfolojisini de igeren bir dizi faktérin
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mikroorganzimanin lokalize olduklar1 anatomik bolge de dahil olmak {izere oldukca dnemli

oldugu sdylenebilir.

2.10.NCAC Turlerinde Patojenite ve Virulans Faktorleri

Candida tdrlerinin patojenitesi; adezyon, konak dokuda veya medikal araglarda
biyofilm olusturma, konak savunmasindan korunmak ve doku hasarma neden olacak
hidrolitik enzimler (proteaz, fosfolipaz ve hemolizin) Uretmek gibi bir dizi virulans
faktorleriyle iligkilidir.

Hayvan modeli ¢alismalarinda kandidiazisde en sik izole edilen patojen tiiriin C.
albicans oldugu ve in vitro arastirmalarda diger tiirlerle karsilastirildiginda C. albicans’in
daha yiiksek virulans faktorlerine sahip oldugu bildirilmektedir (Samaranayake ve
Samaranayake 2001, Jayatilake ve ark 2006). Fakat mayalarin hayvanlarin olagan patojenleri
olmadigindan bu tip ¢alismalarin Candida tiirlerinin patojenitesi hakkinda gergegi yeterince
yansitmadigi savunulmaktadir. Ayrica Candida turleri, cilt, oral kavite, gatsrointestinal sistem,
vajina ve vaskiiler sistemde kolonize olup, hastalik yapabilmektedir. Infeksiyon
olusturabilmek igin, firsatg1r patojenler, immun sistemden kurtulup, sistemik infeksiyonlara

yol acabilmekte ve diger doku ve organlara ulagsabilmektedir.

2.10.1.Adezyon ve Biyofilm Formasyonu

Candida infeksiyonlarindaki primer adim ilk kolonizasyonu gergeklestirebilmek i¢in
ortamdaki dokulara yapigsma (adezyon)’dir. Adezyon veya tutunma organizmanin konakg¢i
dokudaki dayanikliligini arttirir ve hastaligin olugsmasinda esas rol oynar. Bunun yaninda
Candida’lar medikal aletlerin yiizeyine yapisma ve yiizeylerinde biyofilm olusturma
yetenegine de sahiptir. Hiicre duvar proteinlerinin yapisi ve hiicre ylizeyinin fizyokimyasal
ozellikleri yapismay1 etkileyen onemli faktorlerdir (Chaffin 2008, Anil ve ark 2001,
Henriques ve ark 2002).
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Adezinler konak hiicre reseptorlerine spesifik olarak baglanan Candida hiicre yuzeyi
proteinleridir. C. glabrata’da adezinlerin biiyiik bir kismi, epitelyal adezin (EPA)’ler olarak
adlandirilmaktadir (De Las Penas ve ark 2003). EPA proteinlerinin genel yapis1 C. albicans
tirinin ALS (agglutinin-like sequence) proteinlerine benzemektedir. C. glabrata EPA
proteinleriyle ilgili yapilan birka¢ calismada EPA1p’nin glikol konjugatlarini ihtiva eden N-
asetil laktozamine baglanan kalsiyum baglayict lektin oldugu bildirilmektedir (Cormack ve

ark 1999). Ayrica, EPA geninin bulunmasina ragmen EPAlp’nin ortamdan kaldirilmas1 in-
vitro adezyonda azalmaya yol agmaktadir (De Las Penas ve ark 2003). Bunun yaninda
EPA6’nin in vivo tiriner sistem infeksiyonlarinda yiikseldigi bildirilmistir (Domergue ve ark
2005).

Fungal hicre yuzeyi konak dokularda veya medikal araclarda fizyokimyasal
reaksiyonlarin gerceklestigi ve tutunmayi saglayan ana bolgedir (Cannon ve Chaffin 1999).
Calismalarda Candida hiicre duvart ile hiicre adezyonu arasinda bir iligki oldugunu
gosterilmistir (Panagoda ve ark 2001). Smurli sayida C. glabrata izolatiyla yapilan bir
calismada hiicre duvar yapisinin C. albicans tiirtine olduk¢a yakin oldugu bildirilmistir
(Hazen ve ark 1986). C. albicans tiiriiniin permiabilitesinin spesifik {ireme sartlarina karsi
olduk¢a duyarli oldugu, bircok C. glabrata izolatinin ayni iireme kosullarina karsi daha
duyarli olduklar1 bildirilmistir (Kikutani ve Makino 1992). Ayrica, Candida hucrelerinin
silikon lateks kateterler adezyon yapamadiklari da bildirilmistir. Bunun sebebinin ise hiicre
permiabilitesinin adezyon igin tek basina yeterli bir faktér olmamasindan kaynaklanabilece
diistiniilmektedir (Camacho ve ark 2007).

Candida’larin konak dokuya/medikal araglara ilk baglanmasini hiicre boliinmesi,
proliferasyon ve biyofilm olusturmasi takip eder (Ramage ve ark 2006). Biyofilmler
ekstraseliiler matriks igine gomiilii yiizey iliskili mikroorganizma topluluklar1 olarak
tantmlanmistir. Biyofilm mikroorganizmalarin en ¢ok rastlanan iireme formu olarak
nitelendirilmektedir (Al-Fattani ve Douglas 2006). Biyofilm formasyonu bir¢cok Candida tirt
icin, Onemli bir virulans faktorii olup, mikroorganizmalarin kimyasallarin yiizeye
penetrasyonunu kisitlayip konak immun sisteminden korunarak, antifungal tedaviye direnc
gosterdikleri bildirilmektedir (Donlan ve Costerton 2002). Genellikle C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis ve C. glabrata izolatlari tarafindan iiretilen biyofilmler biyofilm

Uretemeyen izolatlarla  karsilastirildiklarinda  yliksek  morbidite ve  mortaliteyle
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iliskilendirilmistir (Kumamoto 2002). Biyofilm formasyonu olusumunun tiire, susa ve
cevresel kosullara (pH, besiyeri bilesimi, oksijen yogunlugu) biiyiikk Olclide bagh oldugu
diisiiniilmektedir (Ramage ve ark 2006, Jain ve ark 2007). Son zamanlarda yapilan bir
calismada C. glabrata’nin, C. parapsilosis ve C. tropicalis ile karsilastirildiginda, triner
sistemde infeksiyonlarinda silikon yiizeylerde daha fazla biyofilm iiretme yeteneginin

oldugunu gosterilmistir (Silva ve ark 2010b). SDA’da yapilan arastirmalarda ise bu durumun

tersi gozlenmistir (Silva ve ark 2009a). Zenginlestirilmis besiyerinde, diger NCAC tiirleriyle
karsilastirildiginda, C. glabrata’nin biyofilm formasyonu olusturma yeteneginin daha az
oldugu bildirmistir (Shin ve ark 2002). Candida tropicalis izolatlari, silikon ve latex
kateterlerde biyofilm formasyonu olusturma yeteneklerine gore siniflandirilmistir (Sekil 2.5)
(Redding ve ark 2002, Silva ve ark 2009a, Negri ve ark 2010b). C. parapsilosis turlerinin
yuksek glikoz ve lipid konsantrasyonlar1 ihtiva eden besiyerlerinde Uretildiklerinde biyofilm
olusturduklart gozlenmistir. Bu durum parenteral beslenen hastalarin kan dolasimi
infeksiyonlarindaki yiiksek prevalansla iliskilendirilmislerdir (Nosek ve ark 2009). Bu tiiriin,
plastik medikal araclara olan secici affinitesi, Uriner kateter ve damar yolu kateterlerinde
kolonize olma yetenegini arttiran biyofilm formasyonundan ileri gelmektedir (Weems 1992,
Trofa ve ark 2008). Ote yandan, C. albicans ve C. parapsilosis biyofilmleri daha ince, daha
yapisiz ve sadece kiimelenmis blastosporlardan ibarettir (Kuhn ve ark 2002). Bir ¢caligmada C.
parapsilosis gibi yeni identifiye edilmis olan iki Candida turinin (C. orthopsilosis ve C.
metapsilosis) de biyofilm olusturma yeteneklerinin oldugu gésterilmistir (Lattif ve ark 2009).

Sekil 2.5. C. trdpicalis biyofilmlerinin elektron mikroskobi gorintisu
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24 saat uygulanan (a)silikon (b) lateks idrar kateterleri {izerinde olusan Candida tropicalis biyofilmlerinin tarama
elektron mikroskobi gériintiisii (Olgek ¢ubugu = 20 pm)

RBF1p DNA baglayan bir protein olup TUP1lp gibi RBF1 delesyonu olan C. albicans
mutantlarinin  filament6z biiyiimeye yatkin oldugu bildirilmistir. Bir ¢aligmada RBF1

proteininin telomer uzunlugu ve ribozomal protein gen (RPG) kiimesini tanimak a¢isindan

onemli olabilecegini bildirilmistir (Ishii ve ark 1997). Morfogenez i¢in gerekli olan diger
metabolik yollar arasida hiicre duvari entegrasyonu [protein kinaz C (PKC)] ve
ozmoregiilasyon [iki bilesik yiiksek ozmolariteli gliserol (HOG1)] metabolik yollart
sayilabilir (Calera ve Calderone 1999, Calera ve ark 1999). ilging olan C. albicans HOG1p
metabolik yolunun, ozmoregiilasyon ile tam olarak baglantili olmadigidir. Diger histidin kinaz
proteinlerinin (CHK1p ve COS1/NIK1) morfogenez igin gerekli oldugu bildirilirken, PHRL,
CHK1’de oldugu gibi mikroorganizmanin invaziv hastalik olusturmasinda rol oynadig1 fakat

vajinal infeksiyonda roliiniin olmadig: bildirilmistir (Calera ve Calderone 1999).
2.11.Epidemiyoloji

Candida tiirleri yaygm olarak bulunan tirlerdir (Odds 1988). Immunsupresif hastalar,
opere hastalar ile no6tropenik hastalarda Candida infeksiyonlarinda artigslar oldugu
bildirilmistir (Beck-Sague ve ark 1993, Bodey 1986, Bross ve ark 1989, Horn ve ark 1985,
Komshian ve ark 1989, Wey ve ark 1989).

Candida tiirleri en sik olarak oral kaviteden izole edilmekte ve saglikli bireylerin
yaklasik %31-%55’inin normal florasinda bulunmaktadir (Odds 1988).

Kolonizasyon oranlar1 hastaligin ciddiyetine gore ve hospitalizasyon esnasinda
artmaktadir (Odds 1988, Vazquez ve ark 1988, Wey ve ark 1989).

Gegmiste C. albicans infekte hastalarin %70-%80’ninden, C. glabrata ve C. tropicalis
tirlerinden her biri hastalarin yaklasik %5-%8’inden, diger non-albicans turler ise ender
olarak izole edilmekteydi (Banerjee ve ark 1991, Beck-Sague ve Jarvis 1993).

Fakat glinimiizde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda C. albicans’dan diger non-

albicans turlerine (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei) dogru mikolojik bir
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kayma oldugunu bildirilmektedir (Banerjee ve ark 1991, Beck-Sague ve Jarvis 1993,
Komshian ve ark 1989, Merz ve ark 1986, Meunier ve ark 1994, Wingard ve ark 1979,
Wingard ve ark 1991, Wingard ve ark 1993).

Candida hastanede yatan hastalarda kan kultiriinden izole edilen en dnemli doérdlnci
etkendir (Beck-Sague ve Jarvis 1993).

C. glabrata son zamanlarda gorulen 6nemli nozokomiyal patojenlerden biri olup
epidemiyolojisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. C. glabrata, antifungallere, 6zellikle

de azollere kars1, dogal olarak artan direnci nedeniyle 6zel dneme sahiptir (Fox ve ark 1991,
Hickey, Sommerville ve F. J. Schoen. 1983,Warnock ve ark 1988, Wingard 1994, Wingard ve
ark 1993).

Candida infeksiyonlar1 ve kolonizasyonlarinin epidemiyolojisi hakkinda net bir bilgi
edinmek zordur ¢iinkii, tam anlamiyla tiir ayrimini1 yapabilecek gilivenilir bir yontem
bulunmamaktadir. Giliniimiize kadar yapilan g¢aligmalarin ¢ogu gercek tiir farkliliklarini
yansitmayan fenotipik yontemlere dayali ¢caligmalardan olusmaktadir (Dembry ve ark 1994,
Howell ve W. C. Noble. 1990).

Bununla birlikte en son molekiiler sistemlerin kullanima girmesiyle beraber
aragtirmacilar daha hassas tiplendirme olanaklar1 bulmuslardir (Dembry ve ark 1994,
Eisenstein ve Engleberg 1986, Howell, Anthony ve Power 1996, Howell ve Noble 1990, Merz
1986, Vazquez ve ark 1991, Vazquez ve ark 1993).

Cesitli molekiiler yontemleri (RFLP, CHEF, RAPD) iceren DNA parmakizi
yontemleriyle, fenotipik benzerligi olan ve birbirine ¢ok yakin iligkili olan kokenlerin
ayrimint yapmak miimkiin olabilmektedir (Dembry ve ark 1994, Howell ve ark 1996,
Khattak ve ark 1992, Steffan ve ark 1997, Vazquez ve ark 1991, Vazquez ve ark 1993).

Epidemiyolojik ¢aligsmalar gostermistir ki insanlar yiyecek ve diger kaynaklar yoluyla,
defalarca Candida’lara maruz kalmaktadir. Candida’larin normal florada kolonizasyonlarinin
haftalarca, aylarca ve yillarca kommensal olarak bulunmasi yeterince anlasilamamaistir.
Bireylerde en sik kolonize olan tiir hala C. albicans’tir ve hi¢bir C. albicans susu veya non-

albicans tiirlerinden higbiri spesifik olarak gastrointestinal sistemden identifiye edilememistir.

2.12.Filament6z buylime
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Doku invazyonunda hifalarin biiyiik rol oynadigi ve in vitro arastirmalar hifa formu
olmayan C. albicans’in vahsi tip C. albicans’a gore dokulara daha az invaze oldugu
gosterilmistir (Jayatilake ve ark 2006). Ayrica, Candida tiirlerinin filamentéz formlar
(hif/psddohif) mayalarla karsilastirildiginda fagositoza kars1 daha direncli oldugu goriilmiistiir
(Gow ve ark 2002). C. tropicalis’in morfolojik yapisi, C. albicans’a benzerlik gostermekte
ancak, birka¢ calismada C. tropicalis’in morfolojisinin virulanstaki 6nemi gosterilmistir. Son

yillarda yapilan bir ¢aligmada C. tropicalis’in sadece filament6z formlarinin oral epitelyuma

invaze olabilecegi gosterilmistir. C. parapsilosis de ise hifal doniisiimiin susa 6zgii bir bigim
sergiledigi gosterilmis, C. albicans ve C. tropicalis’ten farkli olarak oral epitelyuma
invazyonu psodohifal {irlin ile iliskilendirilmemistir (Enger ve ark 2001, Silva ve ark 2009b).

2.13.Antifungal Tedaviler ve NCAC Tiirlerine Karsi Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklerle karsilastirildiginda antifungal ajanlarin gelismesi belirli dl¢lide sinirh
kalmistir. Bu durumun konak hiicreye zarar vermeyen Okaryotik mantar hicresi tzerinde
etkili bir ajanin identifikasyonunda karsilagilan dogal problemlerin bir sonucundan
kaynaklandig1 diisiiniilebilir. Antifungal ilaclara kars1 diren¢ gelisimi biiyiik bir problemdir.
[laca ve tiire bagl olarak antifungal direng mekanzimasi hem dogal, hem de dnceden duyarl
mikroorganizmanin ajanla kars1 karsiya gelmesinden sonra gelisen direng gibi sonradan

kazanilmis olabilir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Ocak 2011, Haziran 2012 tarihleri arasinda Mustafa Kemal Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na identifikasyon

amaciyla getirilen numuneler kullanilarak yapilmaistir.
3.1. Arag ve Gerecler
3.1.1. Araglar

e Etiv (Heal Force HF90, Cin)

Santrifuj (NF 048; Nive, Tlrkiye)

e PCR Cihazi (Thermal cycler, Techne Flexigene™, ingiltere)
e Elektroforez lnitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

e UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

e Otomatik pipetler (Discovery Autoclavable, Polonya)
e VITEK-2 Compact (bioMerieux S. A., Fransa)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
e AST-YSO06 antifungal duyarlilik kiti (bioMerieux S. A., Fransa)
e Agaroz (Sigma-Aldrich, Almanya)

e BIn I (Avr I) restriksiyon enzimi (Roche Diagnostics®, Mannheim, Almanya)
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Brom-fenol (Sigma-Aldrich, Almanya)

DNA Ladder (100 bp, Fermentas, Vilnius, Litvanya)
Etil Alkol (Merck, Almanya)

Etidium Bromid (Sigma-Aldrich, Almanya)

Msp | restriksiyon enzimi (SibEnzyme®, Novosibirsk, Rusya)

Potasyum dihidrojen fosfat, KH,PO, (Sigma-Aldrich, Almanya)
Proteinaz K (Sigma-Aldrich, Almanya)

Potasyum Klorur, KCI (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Sigma-Aldrich, Almanya)
Sodyum klorur, NaCl (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sukroz (Sigma-Aldrich, Almanya)

TAE Elektroforez Tamponu 50X

ZR Fungal/Bacterial DNA Kkiti (Zymo Research, ABD)

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Kiiltivasyon

Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nin gesitli

poliklinik ve servislerinde tedavi goren hastalardan alinan numuneler (idrar, vajen siirlintiisi,
yara, bronkoalveoler lavaj, kan, torakosentez mayii, diger) mikrobiyoloji laboratuvarinda
incelemeye alinmustir (Cizelge 3.1). Orneklerin boliimlere gére toplandigi birimler Cizelge
3.2’de verilmistir. Boliimlerden gonderilen klinik drneklerin  Kkilttrt igin SDA (Sabouraud
Dekstroz Agar) besiyeri kullanildi. Ekim yapilan plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Idrar

kiiltiirlerinde koloni sayisinin >10° cfu/ml olmast, diger klinik 6rneklerde ise saf ya da baskin
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tireme olmasi patojenite kriteri olarak kabul edildi (Forbes BA ve ark, 2002). Candida
kdkenleri 0rnek tipine gore koyun kanli agar (bioMérieux, Fransa) veya Saboraud-Dextroz
agar (bioMeérieux, Fransa) besiyerlerinde 37 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra saf olarak
elde edildi (Sekil 3.1, 3.2). Mikrobiyolojik degerlendirmede germ tiip testi pozitif olan
kokenler Candida albicans olarak degerlendirildi. Albicans dis1 tiirlerin ise degerlendirilmesi
icin biyokimyasal testlerin kullanimi esasina dayanan otomatize sistem (Vitek-2, bioMérieux,

Fransa) ve kiti ile yapildi. Ayrica, izole edilen Candida kokenlerinin ticari firma Onerileri

dogrultusunda AST-YS06 (bioMérieux, Fransa) kiti kullanarak antifungal diren¢ durumlari
belirlendi.

Calismada standart kokenler olarak; Candida albicans (ATCC 90028), Candida
krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC
22019), Candida glabrata (ATCC 32554) suslar kalite kontroll amaciyla kullanildi. Candida
tiirlerinin antifungal ajanlara kars1i MIK degerleri CLSI kriterleri dogrultusunda duyarli (S),
orta duyarli (I) ve direngli (R) seklinde degerlendirildi. Amfoterisin B MIK araligi standart
olmadigindan MIK >2 mg/l ise direncli kabul edildi (National Committee for Clinical
Standarts 2002).

(Sekil 3.1) SDA Besiyerinde Candida kolonileri
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(Sekil 3.2) Kanli Agarda Candida kolonileri

Identifikasyonu fenotipik yontemlerle belirlenen kokenlerin PCR-RFLP analizleri igin
genomik DNA ekstraksiyonlari ve PCR amplifikasyonu yapilarak, Msp | ve BIn | enzimleri ile

amplifikasyon iirlinleri kesimleri yapilarak restriksiyon fragment analizleri sonucu genotipik

identifikasyonlar1 da yapildi.

Cizelge 3.1. Suslarin izolasyonunun yapildigi 6rnek tipleri.

Ornek tipi Say1
Idrar 120
Vajen surintl 6rnegi | 17
Yara

Kan

Bronkoalveoler lavaj

Torakosentez mayii

N = N Wl Ol

Diger
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Cizelge 3.2. Klinik 6rneklerin boliimlere gére toplandigi birimler.

Suslarin izole edildigi servisler

Hasta sayisi

Dahili Yogun Bakim 33
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 27
Dahiliye 19
Cerrahi Yogun Bakim 18
Uroloji 11
Beyin ve Sinir Cerrahisi 8
Gogiis Hastaliklar 6
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar 5
Dahiliye-Endokrinoloji 4
Ortopedi ve Travmatoloji 4
Enfeksiyon Hastaliklari 4
Dermatoloji 4
Koroner Yogun Bakim 2

48




Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2
Kardiyoloji 1
Cocuk Norolojisi 1
G0z Hastaliklari 1
Toplam 150

3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar
3.3.1.Kanh Agar

Ticari olarak toz kanli agar besiyeri (Blood-Agar, bioMerieux, Fransa) 40 gr tartilip,
1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilazyondan sonra
oda 1s1sinda 30 dk bekletilen karigim icerisine 50 ml koyun kani katilip karistirildi. Hazirlanan

besiyeri 9 cm capinda steril petri plaklarina dokiilerek katilastiktan sonra kullanildi.
3.3.2. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Ticari olarak toz SDA besiyeri (Sabouraud %4 Dextrose Agar, bioMeérieux S. A.
France) 65 gr tartilip, 1000 ml tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildikten
sonra icine, 0.04 gr Kloramfenikol ve 0.5 gr siklohekzimid katilarak karistirildi.
Kloramfenikol 10 ml % 70'lik alkolde eritildikten sonra ilave edildi. Hazirlanan besiyeri 9 cm

capinda steril petri plaklarina dokiilerek katilastiktan sonra kullanildi.

3.3.3. 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre

— 242 gr Tris Base (Sigma-Aldrich, Almanya)
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— 57.1 ml Glasiyal asetik asit
— 100 ml 0.5 M etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (pH 8) (Sigma-Aldrich,
Almanya)
Tris base, 600 ml distile su icerisinde ¢ozdurildikten sonra glasiyal asetik asit ve son
olarak EDTA eklendi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. TAE 50X olacak sekilde

stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XTAE olacak sekilde sulandirilarak kullanildi.
3.3.4. YUkleme Tamponu (6X)
- 40 gr suikroz

- 0.25 gr Bromfenol mavisi

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak 100 ml olacak sekilde bidistile su

icinde ¢ozduruldi. Porsiyonlanarak -20 °C*de muhafaza edildi.
3.3.5.Fosfat Buffer Tamponu (PBS)

- 8.0 gr NaCl

-0.2 gr KCI

- 1.15 gr Na;HPOq,

- 0.2 gr KH PO,

tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlanarak

+4°C’de saklanir.

3.4. Genomik DNA ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu igin ticari olarak temin edilen ZR Fungal/Bacterial DNA
kiti (Zymo Research) kullanildi. Ekstraksiyon adimlart asagidaki sekilde uygulandi.

e Parcalayici boncuk ihtiva eden tiipler numaralandirildi. Bu tiiplerin igerisine

750 pl lizis solusyonu kondu.
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e Uzerine 200 pl su veya izotonik bufferda (6rnek PBS) bekletilen 50-100 mg
(1slak agirlik) mantar hiicresi alind1. 5 dk vortekslendi.

e 10000 rpm’de 1 dk santrifdj edildi.

e Spin filtrelerine (Zymo-Spin™ IV Spin Filter) 400 pl siipernatant alindi. Yeni
toplama tliplerinin igine oturtuldu ve 7000 rpm’de 1 dk santrij edildi.

e Ustteki filtreler atildi. Toplama tliplerindeki filtrat Gizerine 1200 pl mantar
DNA’s1 baglama tamponu eklendi.

e Bu karisimdan 800 pl Zymo-SpinT'vI IIC Column igerisine alind1 ve toplama
tdplerinin Gzerine oturtuldu.

e 10000 rpm’de 1 dk vortekslendi.

e Alttaki tiipler atildi. Yeni toplama tlipleri tizerine oturtuldu.

e Uzerine 200 pl DNA Pre-Wash Buffer eklendi. 10000 rpm’de 1 dk santrif(j
edildi.

e Zymo-Spin™ IIC Column igerisine 500 pl yikama tamponu kondu ve 10000
rpm’de 1 dk santrifuj edildi.

e (ollection tiipleri atip Zymo-SpinT'vI IIC Column’lar1 1,5 pl’lik ependorflara
oturtuldu.

e Zymo spin II’lerin Gzerine 75 pl elisyon tamponu kondu. 10000 rpm’de 30 sn

santrifiij edildi.
3.5. PCR Amplifikasyonu

izole edilen genomik DNA 6rneklerinden, ITS 1 ve ITS 4 primerleri kullanilarak PCR
amplifikasyonu yapildi. Bu islem 6ncesinde PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. Buna gore,
her hasta numunesi ic¢in bir ependorf tliplne 36.8 pl distile su, 5 pl buffer, 1 ul dNTP, 0.2 pl
Tag DNA polimeraz, 3 pl MgCl,, 1 pl forward primer, 1 pl reverse primer koyuldu. Iyice
vortekslendi ve tizerine 2 pl genomik DNA ilave edildi. Toplamda 50 pl bir hacim elde edildi

ve asagidaki amplifikasyon dongiisii uygulandi (Cizelge 3.3) (Sekil 3.3).
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Cizelge 3.3. Thermal cycler amplifikasyon déngusti

Asama | Tanimlama Sicaklik | Sire
1 [k denatiirasyon 94 °C 5 dk.
Denatirasyon 94 °C 1 dk.
2 Baglanma (Annealing) 56 °C 1 dk.
35 dongli
Uzama 72°C 1 dk.
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4°C
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Sekil 3.3. PCR Cihazi (Thermal cycler, Techne Flexigene ", ingiltere)

3.5.1. PCR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile Goriintiilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon irilnlerinin varligit % 2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu
kullanildi. TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirland1 ve 1xTAE olacak sekilde

sulandirilarak kullanildi.

- 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
- 242 gr Tris Base (Sigma-Aldrich, Almanya)
- 57.1 ml Glasiyal asetik asit
- 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma-Aldrich, Almanya)
242 Gram Tris base 600 ml distile su igerisinde ¢ozdurildiikten sonra glasiyal asetik asit

eklendi. En son olarak EDTA eklendi ve son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanda.
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. Elektroforez i¢in stok TAE soliisyonundan 1XTAE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi.

1 gr agaroz tartilarak 100 mI’lik bir erlenmayere konuldu, 50 ml 01X TAE tamponu
eklendi (%2’luk agaroz) ve 10 mg/ml’lik etidyum bromid’den 4 ul ilave edildi.

. Mikrodalga firinda 1-2 dk kaynatildi.

. Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda 1mm bosluk kalacak sekilde ayarlanarak
yerlestirildi.

. Yaklasik 60° C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabmna dokiiliip donmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.

. Taraklar dikkatlice g¢ikartilarak jel kabi elektroforez tankina (Wealtec, Elite 300 Plus,
ABD) yerlestirildi (Sekil 3.4)

. Amplifiye edilen 6rneklerden 7’ser ul 3ul loading (ylikleme) tamponu ile karistirilarak
jelde agilan kuyucuklara yerlestirildi.

. Yikleme sirasinda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas, Vilnius, Litvanya) kullanildu.

. Jele elektrik akimi (15 Volt/cm) verilerek 30 dk elektroforez yapildi.

10. Yaklagik 30 dk sonra yiiriitme islemi durdurularak jel goriintileme cihazi (Wealtec,

Dolphin-View, ABD) ile bantlarin varlig1 incelendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. PCR firiinlerinin yiriitildiigi elektroforez iinitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD).
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Sekil 3.5. Jel elektroforez sonrasi PCR firiinleri goriintiileme cihazi (Wealtec Dolphin-View, ABD, UV

Transillumunator).

3.6 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Amplifikasyondan sonra elde edilen PCR drinlerinin, RFLP analizi igin Msp | ve BIn |
restriksiyon enzimleriyle kesimleri yapildi. Msp | ve BIn | enzimlerinin DNA (zerindeki

hedef bolgeleri Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Mspl restriksiyon enzimi BInl restriksiyon enzimi
spesifik kesim bolgesi spesifik kesim bolgesi
_J “ _J
1 Y l Y
CCEG CCIAG
GG cic GGAT cic

Sekil 3.6. Msp | ve BIn | enzimlerinin DNA (izerindeki hedef bolgeleri
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3.6.1.Msp I ve BIn I ile Restriksiyon Enzim Analizi

PCR amplifikasyon ariini toplam hacmi Msp I/BIn | enzimi ile 25 ul olacak Cizelge 4

ve Cizelge 5’de belirtilen oranlarda hazirlandi. Kesim iglemi 37 °C’de 4 saat inkiibe edilerek

gerceklestirildi.
Cizelge 3.4. Kesim Karigimi1 (Msp ) Cizelge 3.5. Kesim Karigimi (BIn I)
Kimyasal Hacim Kimyasal Hacim
PCR Urtnd | 10 ul PCR Urdnd | 10 pl
Distile su 9 ul Distile su 9 ul
10xBuffer 5ul 10xBuffer 5ul
Mspl enzimi | 1 ul Binl enzimi | 1 ul

3.6.2.Kesim Urunlerinin Analizi

Kesim drdnlerinin kontrolli %3 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jelde yapildi. Msp
I ve BIn | kesim enzimleriyle kesilen PCR urunlerinden 10 pl ve yikleme (loading)
tamponundan 3 pl alindi, karistirilarak jele yiiklemeleri yapildi. Kesim iiriinleri 100 bp DNA
ladder ile birlikte yiiriitiilereck ve jel tlizerinde kesim tiriinleri jel goriintiilleme cihazinda

goruntilendi [UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)], kontrol edildi.

3.6.3.istatiksel Analiz
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Calismada tiim veriler x* testi ile analiz edildi. P degeri < .05 anlamli kabul edildi.

Istatiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, SPSS1 for Windows V.

17.0, Chicago, ABD) programi kullanilarak yapildi.

4 BULGULAR

Calismada izole edilen Candida kokenlerinin %80’i (120/150) idrar, % 11.3°U
(17/150) vajinal 6rneklerden, % 3.3’ (5/150) yara 6rneklerinden, % 2’si (3/150) kandan izole

edildi. Suslarin kokenleri ve cinsiyete gore dagilimlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Suslarin kokenleri ve cinsiyete gore dagilimi

Ornek tipi

Say1

E

K

I[drar

120

48 (%40.0)

72 (% 60.0)

57



Vajinal siiriintii 6rnegi 17 - 17
Yara 5 3 (% 60) 2 (% 40)
Kan 3 1 (%33.3) 2 (% 66.6)
Diger 5) 5 -

Toplam 150 susun klinik 6rneklerinin boliimlere gore dagilimlar: sdyle idi; izolatlarin
33’0 (%22.0) dahili yogun bakim, 27’si (% 18.0) kadin hastaliklar1 ve dogum, 19°u (% 12.6)
dahiliye, 18’1 (% 12.0) cerrahi yogun bakim, 11’1 (% 7.3) iiroloji, 8’1 (% 5.3) beyin ve sinir
cerrahisi, 6’s1 (% 4.0) gogis hastaliklari, 5’1 (% 3.3) ¢ocuk saglig1 ve hastaliklari, 4’l (% 2.6)
ortopedi ve travmatoloji, 4’ii (% 2.6) enfeksiyon hastaliklari, 4’1 (% 2.6) dermatoloji, 4’1 (%
2.6) endokrinoloji, 2’si (% 1.3) fizik tedavi ve rehabilitasyon, 2’si (% 1.3) kardiyoloji yogun
bakim, 1’1 (% 0.6) kardiyoloji, 1’1 (% 0.6) cocuk ndrolojisi ve 1’1 (% 0.6) de goz hastaliklari

servisinden izole edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Suslarin izole edildigi servisler

Suslarin izole edildigi servisler

Hasta sayis1 ve ylzde

oranlari

Dahili Yogun Bakim 33 (% 22)
Kadm Hastaliklar1 ve Dogum 27 (% 18)
Dahiliye 19 (%12.6)
Cerrahi Yogun Bakim 18 (% 12)
Uroloji 11 (% 7.3)
Beyin ve Sinir Cerrahisi 8 (%5.3)
Gogiis Hastaliklar 6 (%4)
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Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 5 (%3.3)
Ortopedi ve Travmatoloji 4 (% 2.6)
Enfeksiyon Hastaliklar1 4 (% 2.6)
Dermatoloji 4 (% 2.6)
Dahiliye-Endokrinoloji 4 (% 2.6)
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2 (%1.3)
Koroner Yogun Bakim 2 (%1.3)
Kardiyoloji 1 (%0.6)
Cocuk Norolojisi 1 (%0.6)
Goz Hastaliklar 1 (%0.6)
Toplam 150

Calismada fenotipik yontemlere gore yapilan identifikasyonda kdkenlerin tiir dagilimi
incelendiginde suslarin % 48.6’sinin (73/150) C.albicans, % 17.3’lnin (26/150) C. tropicalis,
yine % 17.3’Unin (26/150) C. glabrata, % 4.0’Unun (6/150) C. parapsilosis, % 4.0’Undn
(6/150) C. krusei, % 0.6’smin (1/150) C. lusitaniae, % 0.6’sinin (1/150) C. kefyr, % 0.6’sinin
(1/150) C. famata, % 0.6’smin (1/150) C. lypolitica ve % 6.0’sinin (9/150) diger Candida
tiirleri oldugu tespit edildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Klinik drneklerden fenotipik yonteme gore izole edilen tiirlerin dagilimi

Turler izolat sayist Oran
C. albicans 73 % 48.6
C.tropicalis 26 % 17.3
C. glabrata 26 % 17.3
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C. parapsilosis 6 % 4.0
C. krusei 6 % 4.0

C. lusitaniae 1 % 0.6
C. kefyr 1 % 0.6

C. famata 1 % 0.6
C. lypolitica 1 % 0.6
Candida spp. 9 % 6.0

Calismada genotipik yontemlere gore yapilan identifikasyonda ise kokenlerin tiir
dagilimi incelendiginde suslarin % 45.3’{iniin (68/150) C.albicans, % 19.3’unun (29/150) C.
glabrata, % 14.6’sinin (22/150) C. tropicalis, % 5.3’Un0n (8/150) C. parapsilosis, yine %
5.3’Uniuin (8/150) C. krusei, % 0.6’sinin (1/150) C. lusitaniae ve geri kalaninin ise (14; % 9.3)

diger Candida tiirleri oldugu tespit edildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Klinik drneklerden genotipik yonteme gore izole edilen tiirlerin dagilimi

Turler Izolatlarin sayisi Yiizde oranlar
C. albicans 68 % 45.3
C.glabrata 29 % 19.3
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C. tropicalis 22 % 14.6
C. parapsilosis 8 % 5.3
C. krusei 8 % 5.3

C. lusitaniae 1 % 0.6
Candida spp. 14 % 9.3

Suslarin fenotipik yontemlerle identifikasyonu yapildiginda, izolatlarin boliimlere gore

dagilimi asagidaki gibiydi. Dahiliye yogun bakim iinitesinden izole edilen toplam 33 Candida
spp.’nin 16’s1 (% 48.48) C. albicans, 9’u (% 27.2) C. tropicalis, 4’0 (% 12.1) C. glabrata ve

2’sinin (% 6.06) ise C. parapsilosis oldugu tespit edildi. Dahili yogun bakim {initesinden

sonra en yiiksek oranda izolasyonun yapildigi kadin hastaliklar1 ve dogum servisinden gelen

Candida’larin tir dagilimi incelendiginde en yiiksek oranda izole edilen susun, C. albicans
(13/27; % 48.1) oldugu saptanirken, bunu % 25.9 (7/27) oraniyla C. glabrata, % 7.4 (2/27)

oranlartyla C. tropicalis ve C. krusei , % 3.7 (1/27) oranlariyla C. parapsilosis ve C. famata

tiirlerinin takip ettigi tespit edildi. Toplam 18 susun izole edildigi cerrahi yogun bakimindan

soyutlanan Candida’larin tiir dagilimi ise; C. albicans % 44.4 (8/18), C. glabrata % 22.2
(4/18), C. tropicalis % 11.1 (2/18) ve C. krusei % 11.1 (2/18) seklindeydi. Cizelge 4.5°de

calismada fenotipik yontemlerle bolimlere gore tir dagilimi verilmistir.

Cizelge 4.5. Fenotipik yontemle poliklinik ve servislere gore Candida suslarinin tiir dagilimi.

Servis Calb |Ctro |Cgla |Cpar | Ckru | Clusi | Ckefyr | Clyp | Cfam | Can.spp
D.Y.B. 16 9 4 2 - - - - 2
K.H.D. 13 2 7 1 2 - - 1 1
Dahiliye 9 4 4 - - - 1 - 1
C.Y.B. 8 2 4 1 2 - - - 1
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Uroloji 4 2 2 - 2 1 - - - -
Bey.C. 4 2 1 1 - - - ; - -
Gog.H. 2 2 - - - - - 1 - 1
Pediatri 2 1 1 - - - - - - 1
Ortopedi 3 1 - - - - - - - R
Enf.H. 2 1 - 1 - - - - - -
Derma. 2 - 1 - - - - - - 1
Endok. 2 1 - - - - - - - 1
FTR. 1 1 - - - - - - - -
K.Y.B. 2 - - - - - - - - -
Kardio. 1 - - - - - - - - -
Coc.N. - - 1 - - - - - - -
Goz H. 1 - - - - - - - - N
Toplam 72 28 25 6 6 1 1 1 1 9

D.Y.B.: Dahili Yogun Bakum, C.Y.B.: Cerrahi Yogun Bakim, K.H.D.: Kadin Hastaliklari ve Dogum K.Y .B:
Koroner Yogun Bakim F.T.R.: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Bey. C.: Beyin ve Sinir Cerrahisi Gog. H.: Gogiis
Hastaliklari Enf. H.: Enfeksiyon Hastaliklar1 Derma.: Dermatoloji Endok.: Endokrinoloji Coc.N.: Cocuk
Nérolojisi Géz H.: Goz Hastaliklar

C.alb: Candida albicans, C.tro: Candida tropicalis, C.par: Candida parapsilosis, C.kru: Candida krusei,
C.lusi: Candida lusitaniae, C.lyp: Candida lypolitica, C. famata: Candida famata, Can.spp: Candida spp.

Suslarin genotipik yontemlerle identifikasyonu yapildiginda, izolatlarin boliimlere
gore dagilimi asagidaki gibiydi. Dahili yogun bakim iinitesinden izole edilen toplam 33
Candida spp.’nin 15’inin (%45.4) C. albicans, 5’inin (% 15.1) C. tropicalis, 5’inin (% 15.1)
C. glabrata ve 3’tnun (% 9.09) ise C. parapsilosis oldugu tespit edildi. Dahiliye yogun bakim
iinitesinden sonra en yiliksek oranda izolasyonun yapildigi kadin hastaliklar1 ve dogum

servisinden gelen Candida’larin tiir dagilimi incelendiginde en yiiksek oranda izole edilen
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susun, C. albicans (14/27; % 51.8) oldugu saptanirken, bunu % 18.5 (5/27) orami ile C.
glabrata, % 11.1 (3/27) ile C. tropicalis, % 7.4 (2/27) ile C. krusei, ve yine % 7.4 (2/27) ile
C. parapsilosis’in takip ettigi tespit edildi. Toplam 19 susun izole edildigi dahiliye
servisinden soyutlanan Candida’larin tiir dagilimi ise; C. albicans % 47.3 (9/19), C. tropicalis
% 21.05 (4/19) ve C. glabrata % 15.7 (3/19) seklindeydi. Cizelge 4.6’da ¢alismada genotipik

yontemlerle bélimlere gore tir dagilimi verilmistir.

Cizelge 4.6. Genotipik yontemle poliklinik ve servislere gore Candida suslarinin tiir dagilimu.

Poliklinik ve Servisler
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C. albicans 151141914 |5| 5 2 |2 3 2 |1]2(1]2]1 1|72
C. glabrata 5 5 |3|7]2|1 - 1111 - |20 -1-1-1-11|-125
C. tropicalis 5 3 143|111 1|1 - 1 |-112(1}-|-1|-1]-]28
C. parapsilosis | 3 2 | -(1]-|1 - -] - 1 | -|--1-|-|-1-1]686
C. krusei 2 2 | -|2]2] - - - - - -l - -l--]-1-|68
C. lusitaniae - - -l -1 - - - - e B R O A T B I |
Candida spp. 3 1 3|1 |-] - 3 |1 - - |1(1)-1-1-1-|-1|14

D.Y.B.: Dahili Yogun Bakim, C.Y.B.: Cerrahi Yogun Bakim, K.H.D.: Kadin Hastaliklari ve Dogum K.Y .B:
Koroner Yogun Bakim F.T.R.: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon

Calismada en yiiksek oranda izole edilen Candida tirt olan C.albicans’in PCR-RFLP
analizleri ile fenotipik yontem arasinda %5.5 oraninda uyumsuzluk oldugu bulunmustur.

Bunun yaninda C.tropicalis’in tanisinda %21.4 oraninda, C. glabrata tanisinda %16.0 ve
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C.parapsilosis tanisinda %33.3 oraninda bu iki yontem arasinda uyumsuzluk oldugu tespit

edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Genotipik ve fenotipik yontemlere gore tiir dagilimu.

Tar Fenotipik Genotipik Fark P Degeri
identifikasyon identifikasyon

C. albicans 72 68 4 p>.05
C. tropicalis 28 22 6 p<.05
C. glabrata 25 29 4 p<.05
C. parapsilosis 6 8 2 p<.05
C. krusei 6 8 2 p<.01
C. lusitaniae 1 1 - -

C. kefyr 1 - 1 p<.00
C. lypolitica 1 - 1 p<.00
C. famata 1 - 1 p<.00
Candida spp. 9 14 5 p<.01

Msp | ve BIn I restriksiyon enzimleri kullanilarak genotipik olarak yapilan tiir dagilimi

incelendiginde; C. albicans’ in % 45.3, C. glabrata’nin % 19.3 oraninda oldugu tespit

edilirken en disiik dizeyde % 5.3 oranlarinda C. parapsilosis ve C. krusei’nin identifiye
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edildigi tanimlandig1 saptandi. RFLP analizi ile kokenlerin %10’unun ise tiir diizeyinde

tanimlamasi yapilamadi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Msp | ve BIn I enzimleri kullanilarak yapilan genotipik identifikasyona gore tiirler ve

yiizde oranlari

Turler Izolat sayisi Oran
C. albicans 68 % 45.3
C. glabrata 29 % 19.3
C. tropicalis 22 % 14.6
C. parapsilosis 8 % 5.3
C. krusei 8 % 5.3
C. lusitaniae 1 % 0.6
Candida spp. 14 % 9.3

Kokenlerin RFLP analizi sonucu Orneklerin klinik orjinine gore tir dagilimi
yapildiginda, idrar 6rneklerinden izole edilen Candida’larin % 47.5’inin (57/120) C. albicans,
% 19.1’inin (23/120) C. glabrata, % 14.1’inin (17/120) C. tropicalis, % 4.1’inin (5/120) C.
krusei, % 3.3’0Uniln (4/120) C. parapsilosis, % 0.8’inin (1/120) C. lusitaniae oldugu tespit
edilirken, % 10’unun (12/120) ise tiir diizeyinde tanimlamasi yapilamadi. Idrar érneklerinden
sonra suslarin en yiiksek oranda izole edildigi vajinal siiriintii 6rneklerinde de en yiksek
oranda C. albicans tiiriiniin tespit edildigi (% 37.5; 6/16), bunu % 18.7 (3/16) oran ile C.
tropicalis ve C. glabrata tiirlerinin takip ettigi saptanirken, C. parapsilosis % 12.5 (2/16) ve
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C. krusei’nin de % 6.2 (1/16) oraninda izole edildigi bulunmustur. Vajinal siiriintii
orneklerinden sadece 1 (% 6.2) hastada tiir diizeyinde tanimlama yapilamamigtir. Klinik

orneklere gore tiir dagilimi Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Genotipik yéntemle klinik dérneklere gore tiir dagilimu

C. C. C. C. C. C. Candida

) o albicans | glabrata | tropicalis | parapsilosis | krusei | lusitaniae spp.
Ornek tipi

Idrar 58 23 17 4 5 1 12
Vajen 7 3 3 2 1 - 1
sUrdntdsu

Yara 2 1 - - 1 - 1
Kan - - 1 2 - - -
Diger 1 2 1 - 1 - -
Toplam (n) 68 29 22 8 8 1 14
Toplam (%) 45.3 19.3 14.6 5.3 5.3 0.6 9.3

Calismada farkli boliimlerde tedavi gormekte olan 37 hastadan izole edilen Candida
tirlerinde amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve vorikonazole karsi antifungal duyarlilik
paternleri belirlenmistir. Buna gore tiirlerin MIK degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Birer
adet C. tropicalis ve C. glabrata susunun flukonazol direngleri ¢izelgede net olarak

gorilmektedir.
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Cizelge 4.10. izole edilen tiirlerin antifungal direng paternleri

Candida Antifungal MIK Degerleri (mg/l)
tarleri (n) ilaclar > 32|16 <0.25 | < | <0.12
64 4 |2 |1 0.5 1
Amfoterisin B 13 |7 1
Flusitozin 21
C.albicans Flukonazol 1 18
(21) Vorikonazol 21
Amfoterisin B 2 3
Flusitozin 5
C.glabrata [ Flykonazol 1 1 3
(5) Vorikonazol 1 4
Amfoterisin B 1|1 2
o Flusitozin 4
C. tropicalis  "Fjkonazol 1 1)1 1
(4) Vorikonazol 4
Amfoterisin B 1 2
Flusitozin 3
C. parapsilosis | Flykonazol 1 2
(3) Vorikonazol 3
Amfoterisin B 1
Flusitozin 1
C. lusitaniae Flukonazol 1
() Vorikonazol 1
Amfoterisin B 1 2
Flusitozin 3
Candida spp. [Flykonazol 3
(3) Vorikonazol 3

Calismada 150 klinik 6rnekte ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu

yapildi. Amplifikasyon tirtinleri 900 bp’lik Candida kokenlerine ait bant buyiikligi elde
edildi (Sekil 4.1)
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C.glabrata DNA Marker
(871 bp)

Sekil 4.1. Cesitli Candida turleri icin ITS1-1TS4 primer Grlnlerinin bayuklikleri.

C.glabrata (871 bp), C.albicans (535 bp), C.tropicalis (524 bp), C.krusei (510 bp),
C.parapsilosis (520 bp)

Calismada Msp | enzimi ile kesim sonucu yapilan RFLP analizlerinde 261 bp ve 557
bp buyiikliigiinde kesim firiinleri arandi (Sahiner F, 2008). Kesim udrunleri analizleri
sonucunda 68 adet C.albicans (% 45.3), 29 adet C. glabrata (% 19.3), 22 adet C. tropicalis
(% 14.6), 8 adet C. parapsilosis (% 5.3), 8 adet C. krusei (% 5.3), 1 adet C. lusitaniae (%0.6)
tiirlerinin varhigr belirlendi. Geri kalan suslar diger Candida turleri olarak degerlendirildi
(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Msp | restriksiyon enzimi ile yapilan identifikasyon

Turler Adet
C. albicans 68
C. glabrata 29
C. tropicalis 22
C. parapsilosis 8
C. krusei 8
C. lusitaniae 1
Candida spp. 14

Toplam: 150

BlIn I enzimi ile yapilan kesim fiiriiniilerinin analizlerinde ise toplam 82 non-albicans
tiirlinlin identifikasyonu yapildi. Calismada BlIn | enzimi kesimi sonucu 29 adet C. glabrata
(% 35.3), 22 adet C. tropicalis (% 26.8 ), 8 adet C. parapsilosis (% 9.75), 8 adet C. krusei (%
9.75), 1 adet (% 1.2) C. lusitaniae kokenlerinin varligi tespit edildi. Geri kalan suslar (14/82;
%17.07) diger Candida tiirleri olarak degerlendirildi (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. BIn I restriksiyon enzimi ile yapilan diskriminasyon

Turler Adet
C. glabrata 29
C. tropicalis 22
C. parapsilosis 8
C. krusei 8
C. lusitaniae 1
Candida spp. 14

Toplam: 82
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Sekil 4.2. Bln I restriksiyon enzimi kullanilarak ¢esitli Candida turlerinin kesim gorintusu.

ITS 1 ve ITS 2 bélgeleri PCR amplifikasyon Uriinlerinin Bln | restriksiyon enzimiyle kesim drinleri.
1000bp DNA Ladder (6), C.glabrata (5), C. krusei (10), C.tropicalis (2,9), C.parapisilosis (7), Candida spp.
(1,3,4,8,11,12).
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Sekil 4.3. Msp I restriksiyon enzimi kullanilarak gesitli Candida tlirlerinin kesim gorintisu.

ITS 1 ve ITS 2 bolgeleri PCR amplifikasyon Uriinlerinin Msp | restriksiyon enzimiyle kesim Gr{inleri.
1000bp DNA Ladder (10), C.albicans (5,7,8,9,11,14), C.glabrata (4,12,18), C.tropicalis (1,2), C. krusei (3,6,20),
C.parapsilosis (16,17), Candida spp. (13,15,19).
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S.TARTISMA

Candida’larin hastalik olusturma potansiyelleri ve antifungal duyarliliklari tiirlere gore
degiskenlik gosterdiginden hastalik etkeni Candida tiplerinin tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir.
Calismamizda hastanemizde ¢esitli yogun bakim {initeleri ve servislerde yatmakta olan
hastalara ait cesitli klinik orneklerden izole edilen Candida kokenlerinde tiir dagiliminm
fenotipik olarak otomatize sistemle ve genotipik olarak ise rDNA’nmn ITS1 ve ITS2
bolgelerinin amplifikasyonunu takiben PCR urinlerinin Msp | ve Bln I restriksiyon enzimleri
kesimine dayali RFLP yOntemiyle identifiye etmeyi, ayrica bu infeksiyonlarin tedavisinde
konvansiyonel olarak kullanilan antifungallere (amfoterisin B, flusitozin, flukonazol ve

vorikonazole) kars1 antifungal duyarliliklarini aragtirdik.

Son yillarda firsatg1 patojen Candida infeksiyonlarinin dikkate deger Olgiide arttig
gOzlenmektedir (Lass-Florl 2009). Bu infeksiyonlar deri, sag, tirnak ve mukozal membranlar
gibi ylizeysel kisimlari tutabildigi gibi, sistemik ve organlarini da tutabilmektedir (Ruping ve
ark 2008) Candida infeksiyonlarmin sikligi o6zellilikle HIV, kanser hastalar1 gibi
immunosupresif kisilerde veya immunosupresif kemoterapinin yaygin olarak kullanilmasiyla
ciddi sekilde artmistir. Candida infeksiyonlar1 son zamanlarda hastane infeksiyonlarinin en
onemli etkenleri arasina gosterilmektedir. Bu infeksiyonlara karsi hastalarin duyarliligini
giderek arttiran faktorler arasinda uzun siireli antibiyotik tedavisi, hospitalizasyon siirelerinin
uzamasli, ileri yas, diabetes mellitus, cinsiyet (kadinlarda daha fazla) ve immunsupresif
tedaviler sayilabilir. (Samaranayake ve ark 2002, Hagerty ve ark 2003, Kojic & Darouiche
2004).

Candida ailesinde 150’den fazla tiirtiin oldugu bildirilse de (Calderone 2002) bu
tirlerin ¢ok azinin insanlarda kandidiazis etkeni oldugu bilinmektedir. Candida trlerinin
yaklasik %65’inin, 37°C’de iireyememesi, ¢ogu tiiriin insanda gercek anlamda patojenite

olusturmasini kisitlamaktadir (Calderone 2002)

Candida infeksiyonlarinin yogun bakim {initelerinde gelisen infeksiyonlar arasinda

ticlincii, kan dolagimi infeksiyonlar1 arasinda ise dordiincii sirada yer aldigi bildirilmistir.
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Candida infeksiyonlari, hastanede yatis siiresinde artig, morbidite ve mortaliteye yol
acmalar1 bakimindan oldukca énemlidir. Insanlardan izole edilen Candida tiirlerinden hem
saglikli bireylerde hem de hastalarda en sik izole edileni Candida albicans’dir (Calderone
2002, Samaranayake ve ark 2002). Son 20 yilda yapilan ¢alismalar insan kandidiazislerinden
izole edilen tiim formlarmin %80’inden fazlasmin C. albicans oldugunu gostermektedir. Ote
yandan o6zellikle son yillarda non-albicans Candida turlerinin sebep oldugu infeksiyonlarda
onemli artiglar oldugu da bildirilmektedir (Kauffman ve ark 2000, Manzano-Gayosso ve ark
2008, Ruan & Hsueh 2009). Insan kandidiazis etkeni olarak non-albicans Candida tiirlerinin
goriilme sikligindaki bariz artisin diagnostik yontemlerin gelismesiyle iliskili olabilecegi
bildirilmektedir. Buna en giizel 6rnek olarak fungemi vakalarindan izole edilen Candida tur
tiplendirilmesinde kromojenik besi yerlerinin en az rutin molekiiler teknikler kadar basarili
oldugu gosterilebilir (Liguori ve ark 2009).

Candida infeksiyonlarinin 6nlenmesinde etkenin identifikasyonu ve tedavide uygun
antifungal se¢imi oldukca Onemlidir. Ne yazik ki, giliniimiizde ¢ogu merkezde antifungal
duyarlililik testleri yapilamamaktadir. Antifungallare dogal direncli olan ya da yiiksek direng
paternleri gosteren non-albicans tiirlerinin identifikasyonunun yapilmasi empirik tedavide yol
gosterici olmaktadir. Non-albicans Candida turlerinin C. albicans ile karsilastirildiginda dogal
olarak antifungal ilaclara kars1 yiiksek direngli olmalari, son yillarda infeksiyon etkeni olarak
daha sik izole edilmesi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Gonzalez ve ark, 2008).

Calismamizda Candida’larin izole edildigi klinik Ornekler arasinda iiriner ornekler
(%78.6) ilk sirada yer alirken, bunu vajinal (%11.3) ve yara (%3.3) 6rneklerinden izole edilen
suslar olusturmaktadir. Kandidiiri genellikle hospitalize edilen hastalarda sik gorildigi
bildirilmektedir. Ancak son yillarda risk faktorlerinin de artmasiyla daha sik etken olarak
izole edilmektedir (Bukhary 2008). Kandidiirinin ortaya ¢ikmasinda etkili faktorler arasinda
uzun siireli genis spektrumlu antibiyotik tedavileri, uzayan hospitalizasyon sireleri, metabolik
hastaliklar ve immunsupresif tedaviler olarak sayilabilir (Bukhary ve ark 2008, Kobayashi ve
ark 2004) Bir ¢alismada kateter iligkili infeksiyonlarin %27’sinin Candida tiirleri tarafindan
olusturuldugu bildirilmistir (Platt ve ark 1986). Kateterler patojenik mikroorganizmalar icin
uriner sisteme 1iyi bir giris yolu olup uzun sire Kkateterizasyon mikroorganizma
kolonizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Kauffman 2005). Kandiddrili hastalar

Uzerinde yapilan bir ¢aligmada ilk sirada %51 oranda goriilme sikligi ile C. albicans’in yer
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aldigi, bu tlrl %16 ile C. glabrata’nin takip ettigi bildirilmistir (Kauffman ve ark 2000, Gller
ve ark 2006).

Kandidiiri etkenlerinin hem fenotipik hem de genotipik analizler ile ortaya konmasi ve
kateterize hastalarda kandidiiri sikligin belirlenmesi amaciyla yapilan bir bagka ¢alismada ise
kateterize edilen 250 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Mayalarin identifikasyonunda ilk olarak
germ tip yontemi, hif veya psoddohiflerin ya da klamidosporlarin, CMA+TWS80 ve
CHROMagar Candida besiyerlerinde tremesi gibi fenotipik degerlendirmeler yapilmistir.
Tiim tiirlerin genomik DNA’s1, PCR ve sonrasinda RFLP yontemleriyle analiz edilmistir.
Toplam 95 kadin ve 155 erkegin idrar analizleri sonucunda, 40 6rnekte etken izolasyon olarak
Candida tiirleri tespit edilmistir. Kadinlarda infeksiyon orani1 %55, erkeklerde ise %45 olarak
hesaplanmistir. Tiir dagilimi incelendiginde ise etkenlerin %45’inin C. albicans, %32.5’inin
C. glabrata, %15’inin C. tropicalis, %5’inin C. parapsilosis ve %2.5’inin ise C. krusei oldugu
bildirilmistir. Kandidiiri goriilme siklig1 ise yaklasik %16 olarak hesaplanmistir (Ghahri ve
ark 2012).

Bizim ¢alismamizda PCR-RFLP yOntemine gore yapilan identifikasyonda kokenlerin
tir dagiliminin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Kauffman ve ark 2000, Gller ve
ark 2006). Calisgmamizda 118 iiriner ornekten 57’sinde (%48.3) C.albicans izolasyonu
yapilmistir. C.albicans’t %19.4’lik oran ile C. glabrata ve %14.4’lik oranla da C.
tropicalis’in takip ettigi tespit edilmistir. Bu tiirleri %4.2 orani ile C. krusei, %3.3 orani ile C.
parapsilosis ve % 0.8 orani ile de C. lusitaniae izledigi bulunurken, % 10.1’inin (12/118) ise

tiir diizeyinde tanimlamasi yapilamamustir.

Uriner 6rneklerde oldugu gibi vajinal érnekerde de en sik izole edilen tiiriin C. albicans
oldugu (%37.5; 6/16), bunu %18.7 (3/16)’lik oran ile C. tropicalis ve C. glabrata tirlerinin
takip ettigi saptanmugtir. Bu tiirler disinda C. parapsilosis %12.5 ve C. krusei’nin de % 6.2

oraninda vajinal siirlintii 6rneklerinden etken olarak izole saptanmuistir.

Patojen Candida tiirlerinin ¢esitliligi ve dagilimi anatomik lokalizasyona ve gevre
sartlarina baghdir. Non-albicans Candida tiirleri, bogaz ve vajinada daha sik izole edilir
(Strofer ve ark 1994). Antifungal ajan se¢imi hastanin klinik durumu, infekte bolge,
farmakodinamik ve farmakokinetik faktorlere gore yapilmaktadir. Flukonazol, iiriner sistem

infeksiyonlarinda en ¢ok tercih edilen ve bircok Candida tiiriine kars1 etkin olarak kullanilan
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bir antifungal ajandir (Malani ve ark 2007). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda non-
albicans tirlerin antifungal direnclerinin C.albicans kokenlerine gore oldukga yiiksek oldugu
tespit edilmistir.

Candida tiirlerinin tanisinda bircok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler genotipik
yontemler ve fenotipik yontemler olarak iki ana gruba ayrilabilir. Fenotipik yontemler
Saboraud Dekstroz agar, Malt Ekstrakt agar gibi besiyerlerinde maya koloni morfolojisi ve
seker absorpsiyonu ve fermentasyon testleri temeline dayanan testleri kapsar. Genotipik
yontemler ise PCR ve multiplex PCR (Reiss ve ark 1998), spesifik prob testleri (Fujita ve ark
1995), PCR-RFLP yontemi (Pinto ve ark 2004), sekans analizi (Chen ve ark 2000) ve real-
time PCR yontemlerini kapsamaktadir. Ad1 gecen bu yontemlerden her birinin kendine gore

avantaj ve dezavantajlar1 oldugu bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizda klinik 6rneklerden izole edilen infeksiyon etkenleri Candidalari
hem fenotipik hem de PCR-RFLP yontemi kullanarak karekterize ettik. Calismada koloni
morfolojisi, germ tiip testi ve biyokimyasal asimilasyon testlerine dayali Vitek-2 otomatize
sistemi ve Kkitlerinin kullanildig1 fenotipik yontemlere gore yapilan identifikasyonda en
yiksek oranda C.albicans (%48.6) izolasyonu yapilirken bunu C. tropicalis (%17.3) ve C.
glabrata (%17.3)’nin takip ettigi tespit edilmistir. Ayrica izolatlarin fenotipik yontemle 6’sar
izolatin C.parapsilosis ve C.krusei, 1 (%0.6)’er izolatin ise C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata
ve C. lypolitica oldugu tespit edilirken bu yontemle 9 (%6) ornek ise tiplendirilememistir.
Calismada genotipik yontemlere gore yapilan identifikasyonda ise kdkenlerin tiir dagilimi
incelendiginde suslarin % 45.3’tiniin C.albicans, % 19.3’(nun C. glabrata, % 14.6’sinmn C.
tropicalis, %5.3’unun C. parapsilosis, yine %5.3’Unin C. krusei, %0.6’smin C. lusitaniae
olarak identifiye edilirken bu yontemle ise toplam 14 izolatin (%9.3) tiplendirilmesi

yapilamamustir.

Iki yontem karsilastirildiginda fenotipik yontemle C.albicans tanis1 konan 72 &rnegin
%S5.6 (4/72)’smin genotipik yontemle C.albicans olmadigi belirlenmistir. Bu tiirler arasinda
identifikasyona dair uyumsuzluk diger non albicans tiirler arasinda daha belirgin olarak tespit

edilmistir. So6zgelimi, fenotipik yontemle C. tropicalis tanis1 alan 28 izolatin %21.4
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(22/28)’inin C.tropicalis olmadig: tespit edilmistir. Benzer sekilde fenotipik olarak 25 6rnek
C.glabrata tanist alirken, genotipik yontemle 29 kokenin identifikasyonu C.glabrata olarak
yapilmistir. Yontemler arasindaki identifikasyon agisindan bu uyumsuzluk C.parapsilosis ve
C.krusei igin %33.3 olarak en yiiksek oranda bulunmustur. Candida parapsilosis ve
C.krusei’nin antifungallere dogal direncinin yiiksek oldugu g6z oniine alindiginda dogru ve

hizli mikrobiyolojik taninin 6nemi anlagilmaktadir.

Calismamizda ender izole edilen tiir identifikasyonunda da iki yontem arasinda benzer
celigkilerin oldugu goriilmektedir. S6zgelimi fenotipik yontemle 1’er izolatin identifikasyonu
C. kefyr, C. lypolitica ve C.famata olarak yapilirken, genotipik yontemle hicbir izolatin C.
kefyr, C. lypolitica ve C.famata oldugu tespit edilememistir. Iki yontem arasin tek uyumluluk
C. lusitaniae identifikasyonunda bulunmustur. Her iki yontemle de 1 6rnegin C. lusitaniae

oldugu tespit edilmistir.

Bunun yaninda fenotipik olarak izolatlarin %6’simin identifikasyonu yapilmaz iken,
genotipik yontemle ise %9.3 oraninda tiplendirilemeyen susun oldugu tespit edilmistir.
Genotipik yontem ile identifiye edilemeyen kdkenlerin identifikasyonunun restriksiyon

enzimleri sayisini arttirarak, duyarliligin arttirilmasi ile yapilabilecegini diisiinmekteyiz.

Candida infeksiyonlarinin biiyiik boliimii C. albicans tarafindan olusturulsa da, azol
grubu antifungallere daha az duyarli oldugu bildirilen C. glabrata ve C. krusei gibi non-
albicans tiirlerinin sikliginda 6nemli artiglarin oldugu bildirilmistir (Wingard 1995, Nguyen ve
ark 1996). Invazif mantar infeksiyonlarinin erken teshisi mortalite oranlarmi diisiirmek
acisindan olduk¢a onemlidir. Ayrica antifungallere direncin her gecen giin daha da arttig
bildirilmekteyken tiirlerin hizli ve dogru identifikasyonunun yapilmasi etkili bir antifungal
tedavi icin son derece 6nemlidir. Giiniimiizde asimilasyon testlerinin kullanildig1 bir¢ok ticari
Candida kiti mevcuttur. Bu kitlerin ¢ogu tiir bazinda 1-5 gun slre igerisinde Candida
identifikasyonu yapabilmektedir. Son yillarda molekiiler teknikler tan1 ve Candida tirlerinin
de dahil oldugu bir¢ok patojen mantar identifikasyonu i¢in alternatif yontemler olarak
gosterilmektedir (Reiss ve ark 1998, Yeo and Wong 2002). Bu tlr testler genellikle
epidemiyolojik ¢aligmalarda tiir bazinda Candida identifikasyonu ve uygun antifungal ilag
tespitinde kullanilmaktadir (Elie ve ark 1998, Jordan 1994, Haynes 1996). Candida turlerinin
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identifikasyonu icin, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)-PCR, DNA sekans
analizi, mitokondrial ribozomal RNA gen sekans analizi gibi ¢esitli yontemler bildirilmis olsa
da, bu metodlar hem c¢ok zaman alict hem de rutinde pahali olduklar1 icin medikal

laboratuvarlar i¢in ¢ok uygun degildir.

Candida infeksiyonlarinin tanisi i¢in yeni bir¢ok molekiiler yaklasimlar, yeni teknikler
gelistiriliyor olma da, esas amag¢ olan basit, hizli ve uygun maliyetli bir metodun
gelistirilmesidir. Bu ¢alismada tiniversal ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak rDNA’nin 510-
879 bp’lik arak ¢esitli Candida tiirlerinin genomik DNA’sindan ITS1-5.8S-1TS2 rDNA
bélgesinin 510-879 bp’lik ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi amplifiye edilmistir. PCR {irlinlerinin
RFLP analizi yapilarak en sik karsilagilan 6 Candida tiiriinlin identifikasyonu basariyla

yapilmistir (Mirhendi ve ark 2006).

ITS molekull sekans analizleri icin yuksek oranda korunan sekans bélgelerini ihtiva
etmektedir fakat, molekiilin diger bolgelerinde yeterli sekans cesitliligi ile spesifik RFLP
markiri olarak gdrev yapabilecegi bildirilmistir (Iwen ve ark 2002). Ozellikle Candida
(Williams ve ark 1995, Chen ve ark 2000), Aspergillus (Henry ve ark 2000), dermatofitler
(Makimura ve ark 1999), Trichosporon (Sugita ve ark 1999) ve Malassezia (Makimura ve ark
2000) gibi baz1 tibbi 6neme sahip mantar tiirlerinin identifikasyonunda bu molekiiliin tamami
ya da bir kism1 arastirmacilar tarafindan DNA problari, nested PCR, sekans ve RFLP gibi
cesitli teknikler dogrultusunda kullanilmaktadir. Bir c¢alismada ITS1-1TS4 bdlgesinin
amplifikasyonunu takiben, medikal 6neme sahip Candida tarlerinin restriksiyon enzimleriyle
(Haelll, Ddel, Bfal) kesimleri yapilmis ancak, kesim paternlerinin belki de ilgili ITS1-1TS4
sekansina ulagamadiklar i¢in identifikasyon i¢in uygun olmadig bildirilmistir (Williams ve
ark 1995). Maiwald ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alismada ise klinik 6neme sahip Candida’larin
identifikasyonunda kicuk ribozomal alt birim olan 18S-rRNA’nin alti enzim kullanarak
amplifikasyonu ile tiir diizeyinde identifikasyonu yapilmigtir (Maiwald ve ark 1994). Son
donemlerde yapilan bir ¢alismada da Candida tirlerinin identifikasyonundan PCR-RFLP
yontemi basariyla kullanilmistir (Deak ve ark 2004, Pinto ve ark 2004). Glinimize kadar
yapilan birgok ¢alismada cgesitli restriksiyon enzimleri kullanilarak PCR-RFLP ydnteminin

Candida tiirlerinin identifikasyonunda basariyla kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Bizim ¢alismamizda ise ITS1 ve ITS2 gen bolgelerinin PCR amplifikasyonu ve sadece
Msp | ve Bin I restriksiyon enzimleri kullanarak kesimleri sonucu Candida infeksiyonlarindan

izole edilen alt1 tiirlin identifikasyonu bagartyla gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada, Msp | enzimi ile, ITS amplifikasyon trtininin restriksiyonu her tir icin
onceden tahmin edilmis spesifik paternleri elde edilmistir. Bu yontemin kullanilmasi ile tiim
standart tiirler basariyla identifiye edilmistir. Ayrica, klinik izolatlarin PCR-RFLP analizi
sonuglar standart tiirler karsilastirmistir. Calismada C. albicans ve C. dubliniensis tarlerinin
Msp I ile kesilmesi ile benzer paternlernlerin elde edildiginden bu tiirlerin identifikasyonu i¢in
Msp I enzimi disinda baska enzimlerin kullanilmasina gerek duyulmustur. Tibbi mikoloji
laboratuvarlarinda Candida identifikasyonu i¢in basit ve kolay uygulanabilir oldugu i¢in PCR-

RFLP bu yontemini énermekteyiz.

Invazif mantar infeksiyonlarmin en yaygin sebebi, tiim invazif mikozlarm %70-
%90’ 11 olusturan Candida tirleridir (Lamagni ve ark 2001). Kan dolasimi infeksiyonlart
nedenleri arasinda Candida’lar ABD’de dordiincii, Avrupa’da yedinci siradadir (Wisplinghoff
ve ark 2000). Kandidemi insidansinin giinliik 10000 hastanin bagvurdugu bir hastanede %0.5
ve %1.4 arasinda degistigi ve bu oranin yogun bakim {initelerinde daha yiiksek seyrettigi
bildirilmektedir (Marchetti ve ark 2000, Gudlaugsson ve ark 2003). Her 1000 hastadan
ikisinin yogun bakim hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (Charles ve ark 2003, Nolla-Salas ve
ark 1997).

Son zamanlara kadar C. albicans uzak ara en énemli tur olarak, birgok Ulkede tim
kandidiazis vakalarinin tigte ikisini olusturmaktaydi. Ancak, bir siiredir ibrenin non-albicans
Candida tiirleri yoniine dondiigii goriillmektedir (Wingard ve ark 1991, Abi-Said ve ark 1997)

Bu degisimin en énemli nedeninin, profilakside flukonazoliin yaygin olarak kullanimi
ve invazif girisimlerin artmasina bagli oldugu diistiniilmektedir.

Invazif Candida infeksiyonlari, ozellikle yogun bakim iinitelerinde yiiksek o6liim
oranlari ile giindeme gelmektedir (Leleu ve ark 2002).

Invazif Candida infeksiyonlarmin kontrolii icin en kisa zamanda tiir tayininin
yapilmasi ve uygun antifungal tedavinin gerektigi ve bu sayede mortalitenin azaltilabilecegi

vurgulanmaktadir (Almirante ve ark 2005, Morrell ve ark 2005, Parkins ve ark 2007).
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Epidemiyolojideki degisiklikler ve ortaya ¢ikan antifungal direng her ne kadar pratikte
degisikliklerle seyretse de 6zellikle yogun bakim iiniteleri pratiginde oldukca 6nemlidir. Bu
baglamda, son zamanlarda lokal epidemiyolojik trendler hakkindaki bilgiler ve antifungal
duyarhilik paternlerinin bilinmesi degerlidir. Giinlimiizde c¢esitli sayidaki genis siirveyans
caligmalar1 ile kandidemi epidemiyolojisi hakkinda bilgiler bulunsa da yogun bakim
unitelerinden elde edilen bilgiler hala yetersizdir.

Yogun bakim {initelerinde invazif Candida infeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve risk
faktorlerinin arastirildigi bir c¢alismaya Candida infeksiyonu tanisi almis ve sistemik
antifungal tedavi goren 300 yetiskin hasta dahil edilmistir. Hastalarin %39.5’i kandidemi,
%32.1°1 invazif kandidiazis tanis1 konurken, hastalarin %28.4’{iniin ise hem kandidemi hem
de invazif kandidiazisli oldugu bildirilmistir. Vakalarin %37’sinde yogun bakimin ilk 5 giinii
icerisinde kandidemi gelismistir. Etken olarak izole edilen mikroorganizma dagilimina
bakildiginda ise suslarin %57’si C. albicans, %16.7’si C. glabrata, %7.5’i C. parapsilosis
%5.2’si C. krusei ve %4.9’u C. tropicalis olarak tespit edilmistir. Etken Candida’larin ise
%17.1’inin flukonazole daha az duyarli ya da direngli oldugu goriilmiistiir. Emprik tedavide
en ¢ok basvurulan antifungal ajanin flukonazol (%65.7) oldugu bildirilmistir. Flukonazolii
takiben kaspofungin (%18.1), vorikonazol (%5.5) ve amfoterisin B (%3.7) en sik segilen ilag
olarak bildirilmistir. Calismada yogun bakim f{initesinde invazif kandidiazisli hastalarin {igte
ikisinden fazlasinda kandidemi tespit edildigi bildirilirken, non-albicans Candida’larin, izole
edilen Candida tiirlerinin yaklasik yarisii olusturdugu goriilmistiir. Candida izolatlarinin
flukonazol duyarliliginin ise oldukga diisiik (%17.1) oldugu tespit edilmistir (Leroy ve ark
2006).

Son yillarda, insanlarda klinik orneklerden izole edilen Candida tdrlerinin givenilir
olarak identifikasyonu, giderek Onemli hale gelmistir. Candida’lar normal florada
bulunduklar1 i¢in infeksiyon etkeni Candida suslarinin tespit edilmesi olduk¢a onemlidir.
Clnku Candida izolatlart hem infeksiyon olusturma yetenekleri, hem de antifungal ajanlara
kars1 direng goOstermeleri bakimindan biiyiik 6lc¢lide farkliliklar gostermektedir. Morfolojik
kiiltiir testleri, ayirici besiyeri kullanimi veya biyokimyasal asimilasyon teknikleri ile izole
edilen Candida suslarinin ¢esitli fenotipik yontemlerle identifikasyonu, epidemiyolojik

arastirmalar yoniinden genis kullanim alan1 bulmaktadir.
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6. SONUC

Etkili antifungal tedavi ve hastane infeksiyonlari kontrolii agisindan Candida tirlerinin
hizli ve dogru identifikasyonu yapilmasi olduk¢a Onemlidir. Candida tlrlerinin
identifikasyonunda fenotip bazli metodlar her zaman zor ve zaman alici yontemlerdir.
Molekdler biyolojik yontemlerin Candida’larin identifikasyonunda daha uygun alternatif
yollar olabilecegi bildirilmektedir. Mirhendi ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada 20 standart kokende ITS1 ve ITS2 rRNA bdélgelerinin amplifikasyonlar1 yapilarak
PCR drdrana bir restriksiyon enzimi (Msp I) ile kesilmis ve 6 Candida tlriniln (C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve C. guilliermondii) identifikasyonunun
basarili bir sekilde yapildigi bildirilmistir. Calismada ayni1 yontem kullanilarak 137 klinik
Candida izolatiinin basar1 sekilde identifiye edildigi bildirilmistir. Calisma en sik izole
edilen tir C. albicans olarak tespit edilirken, bu tiri C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei ve C. guilliermondii’nin takip ettigi saptanmigtir. PCR-RFLP y0nteminin
Candida’larin identifikasyonunda alt tiirleri basariyla tespit ettigi ve yontemin uygulanabilir,

kolay, hizli1 ve uygun maliyetli bir yontem oldugu bildirilmistir (Mirhendi ve ark 2006).

Hastanemizin degisik birimlerinden izole edilen maya kokenlerinde yiliksek oranda
olmasa da, antifungallere direncten s6z edilebilmektedir. Candida tirlerinde antifungallere
kars1 direng gbzlenmesi, antifungal tedavide direng¢ paternlerinin bilinmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Calismada en yiiksek oranda izole edilen Candida tirti olan C.albicans’in PCR-RFLP
analizleri ile fenotipik yontem arasinda %5.6 oraninda uyumsuzluk oldugu bulunmustur.
Bunun yaninda C.tropicalis’in tanisinda %15.4 oraninda, C. glabrata tanisinda %11.5 ve
C.parapsilosis tanisinda %33.3 oraninda bu iki yontem arasinda uyumsuzluk oldugu tespit
edilmistir. Fenotipik yontemle PCR-RFLP yontemleri arasinda tiir diizeyinde tanimlama
kiyaslandiginda yontemler arasinda anlamli derecede farkliligin oldugu tespit edilmistir.
Calismada Mspl ve Binl restriksiyon enzimleri fragmentlerinin C.albicans, C.glabrata,

C.tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei tirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilecegi
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sOylenebilir. Bu tir restriksiyon fragment drinlerinin Candida tirlerinin identifikasyonunda
kullanilabilen bir sistem olarak gelistirilebilmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
PCR-RFLP analizi hizli ve giivenilir olmasi yaninda DNA dizileme yontemine gdre ucuz

olmasi1 da tanidaki degerini ve kullanilabilirligini arttirmaktadir.
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