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1. GiRiS ve AMA<; 

Candida tUrleri dogada yaygm, insan; deri, solunum, gastrointestinal ve kadm 

genital sistem floralannda bulunabilen maya morfolojisinde mantarlardll (I). 

Fllsatyl patojenler olup, hazlllaYlcl baZl filktorlerin varhgmda kandidoz olarak 

tammlanan yUzeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal ya da yaygm infeksiyonlara 

neden olabilirler (2,3) 

Bagl~lkhk sistemi baskrlanml~ akut 16semisi olan ve kok hUcle transplantasyonu 

(KHT) yapllan hastalat ba~ta olmak iizere malignensileri nedeni ile sitotoksik 

kemoterapi alan febril notropenik hastalarda; Candida/ai, fllsatyl ve invaziv fungal 

infeksiyon etkenleri arasmda ilk sllada yer ahrlar (3) 

Kandidemi, notropenik hastalarda yok korkulan bir risk filktorudur. <;:linkli immun 

sistemi baskrlanml~ bu hasta gruplarmda ciddi morbidite ve mortaliteye yol ayabilen, 

tedavisi gUy ve pahalr infeksiyonlardll (4) 

Bagl~lklrk sistemi baskllanml~ hastalarda tedavi seyeneklerinin daha az ba~all 

~ansma sahip oldugu infeksiyonun ilerlemi~ dlizeyine ula~rldlgl donemde alman kan 

kUltUr lerinde genellikle Candida izole edilebilmektedir. 

Oysaki, kandidemilerin erken tamsl ile ozellikle hematolojik malignensili 

hastalarda ozgiin antifungal tedaviye heniiz fungal kitIeler bUyUmeden ba~lanmasl 

ya~am sUresini uzatmaktadll (4). 

Bu nedenlerle hlZlr molekUler yontemlete gereksinim duyulmaktadll 

Bu yalr~mada, hastalardan ate~in yUkselmeye ba~ladlgl ilk saatIerde antifungal 

tedaviye henUz ba~lanmadan alman venoz kan orneklerinde; 

I. PZR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) yontemini kullanarak erken tanIllm 

konulabilmesi iyin Candida DNA'sl ara~tllmayl, 

2 .. Uygulanan PZR yontemi nitelik ve nicelik yonUyle konvansiyonel otomatize kan 

kUltOrU sistemi ile kar~lla~tllmaYl, 
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3 PZR ile yapIlacak DNA ekstraksiyonundaki ba~an PZR sonucunu 

etkileyeceginden, farkiI iki ekstraksiyon kitinin; birbirleriyle uyumu, analitik 

duyarhhklan, slireleri ve maliyetleri, a<;:lsIl1dan kar~lla~tmnaYl, 

4. Kan kUltlirii ile PZR sonu<;:larIl1Il1 sistemik kandidiyaz tamSIl11 destekleyen 

bulgularla uyumunu, 

5 .. N6tropeni derecesi ile kan kiiltiirii ve PZR pozitifliklerinin uyumunu 

6. Kan kiiltiirU ve PZR sonuylarIl1Il1 sistemik kandidiyaz risk fakt6rleri ile uyumunUI1 

ara~tllllmaSIl11 arnayladlk 
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2. GENEL BiLGiLER 

Candida Wrleri dogada yaygm, insan; deri, solunum, gastrointestinal ve kadm 

genital sistem floralarll1da bulunabilen maya morfolojisinde mantarlardn (I). 

Dogum snasll1da veya dogumdan kIsa bir siire soma yenidogana bula~arak normal 

flora iyinde yerlerini ahrlar.. Fnsatyr patojenler olup, hazrrlayrcr bazr filkt6r1erin 

varhgmda kandidoz olarak tal1lmlanan yiizeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal 

ya da yaygm infeksiyonlara neden olabilirler (2,3) 

Candida infeksiyonlarmll1 yogu endojen kaynakh olmasma ragmen; kontamine 

srvrlar, biyomedikal aletler, total parenteral beslenme gibi trbbi giri~imlerle ya da 

saghk personelinin elinden, insandan insana ekzojen geyi~te miimkiindiir 

Konak savunmasr baskIlanmr~ hasta popiilasyonunun artr~r, son yirmibe~ yrlda; 

firsatyr mantar infeksiyonlan srklrgrl1l dramatik olarak arttllmr~trr (4) Bagr~rkhk 

sistemi baskrlanmr~ bu hastalann dogal savunma mekanizmalan yeterli i~lev 

g6rmediginden hastalar her an sistemik mantar infeksiyonlanl1l geli~tirme riski 

ta~nlar Aynca bu hastalardaki mantar infeksiyonlan srkhkla ~iddetli, hrzh ilerleyen, 

tamsr gey konan ve tedavisi zor olan infeksiyonlardrr (5) 

invaziv fungal infeksiyonlar (IF!), akut 16semili hastalar ve k6k hiicre transplant 

(KH T) hastalan ba~ta ohnak iizer.e malign hastahklan nedeni ile sitotoksik 

kemoterapi alan n6tropenik hastalarda morbidite ve mortalitenin en 6nemli 

nedenlerinden biridir (6) 

Candidalar; bagr~rkhk sistemi baskrlanmr~ hastalarda, fir satyr mantar 

infeksiyonlanna neden olan mvazrv fungal etkenler arasll1da ilk snada yer alan 

mantarlardrr (6) 
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2,.1. Tarih~e ve Taksonomi 

Mantarlar, 1969'da Whittaker tarafrndan dogadaki canltlaIl be~ evrene aynan yeni 

sitemde; bitkiler, hayvanlar, plOtisler ve monerlerden ayn bir evren olarak kabul 

edihnektedirler (7) 

Mantar infeksiyonlanna ili~kin bilinen en eski beIge M.O 2000-1000 arasma 

tarihlenen Hindu kutsal yazrtrnda (Samhita) bulunmaktadrr ve ayakta misetomadan 

soz eder Mayalarla ilgili diger eski belgeler arasrnda Hipokrat (MO 400-300) 'm 

trush bi<;imindeki kandidozu tartr~an metni ile bir Roma'lt ansiklopedist olan Aulus 

Cornelius Celcus'un halen Vatikan kiitiiphanesi'nde kOlunmakta olan sekiz ciltlik De 

Re Medicinea'srnda soz ettigi; agJz kandidiyazr, favus sayrlabilir (7) 

Orta~agm sonlanna dogru infeksiyon hastahklarmdan soz edilmeye ba~lanmJ~, 

15-19. yiizyIl arasrnda mikoloji ve ozellikle trp mikolojisinde, italya'da hekimlerle 

diger bilim adamlan mikozlan ve etiyolojik etkenlerini anlamaya <;alt~mJ~lar, tarif 

etmi~ler ve tartJ~mJ~lardn, Mikolojinin kurucusu saYJlan italyan botanist P A Micheli 

1729'da Nova Plantarum Genera'da mantarlarla ilgili ara~tnmalanm yayrmlamJ~tl! 

E Fries (1794-1878), 'systema Mycologicum' adlt eseri haznlayarak bugiinkii mantar 

sistematiginin esasrnJ kUlmu~tUl 1853'de Robin Candida albicans'J pamuk«uklu 

~ahJslarm lezyonlannda incelemi~ ve basit bir kiiltUriinU de elde etmi~tir (7) 

1861'de Zenker, ilk sistemik kandidoz vakasmJ bildirmi~tir 1875'de Haussmann, 

oral ve vaginal pamukyugun etiyolojik ajamnm aym oldugunu belirtmi~ ve infantlara; 

annenin vaginal lezyonlanndan geytigini gostermi~tir 1890'da Zopf, kandidozun 

kullanrlan ilk ismi olan moniliazisden esinlenerek mantan "Monilia albicans" olarak 

isimlendirmi~tir (8) 

Yirminci yiizyrhn ba~lannda Castellani, Monilia albicans dJ~mda diger 

tGrlerinde kandidozda etken olabilecegini ileri sUrmU~, gUniimUzde C guillermondii, 

C krusei, C ken;r ve C Iropicalis olarak bilinen tUrleri ilk olarak tanrmlamJ~tn (8) 

1954'te Paris'te yaprlan 8. Botanik kongresi'nde 'Candida' cins ismi olarak kabul 

edilll1i~tir (2) 1963'te medikal yonden iinemli 5 tUr talllll1lanlllJ~tl! Bunlar; 
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C. albical15, C stllatoidea (giinlimiizde C albicans'm sinonimi olarak kabul edilir), 

C.Parapsilosis, C. tropicalis, C. guillennondii'dir (9) 

Mantarlann isimlendirilrnesi International Code of Botanical Nomenclature 

tarafindan yiiriitlilmektedir Mantarlar; e~eyli iireme bi<;imleri, ya~am dongiileri, 

yapIlan ve fizyolojik ozelliklerine gore smIf1andrnlmaktadlllar (l0) 

Candida genusu hetOlojen bir yaplya sahiptir TelemOlfik genuslar, Candidalar'm 

cinsel formlan olarak tanrmlanmaktadn (2,8). 

T Ibbi onemi olan mantarJarm taksonomik slnrflamasl <;izelge 21.' de 

giisterilmi~tir (11). 
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<;:izelge 2.1. Ttbbi anemi olan mantarlann taksonomik ~emast 

B6Iiim: AMASTIOGOMYCOTA 

Ait Baliim: Zygomycotina 

" 

Alt Baliim: Ascomycota 

Stnlf: Ascomycetes 

Alt slmf: Hemiscomycetidae 

Taklm: Endomycetales 

Cins: Saccharomyces, bazt Candida 
tiirlennll1 telemorflan 

Ait Biiliim: Basidomycotll1a 

6 

Alt Baliim: Deuteromycotll1a 

Slmf: Deuteromycetes 

Alt stnlf: Blastomycetidae(Blastomyces) 

Taklm: Cryptococcalles 

Cins: E~eystz mayalar (imperfect yeasts); 
Candida, Cryptococcus, 
Tnchosporon, Malassezia 



2.2. Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri 

Candida tiirleri 3-6 f!m bliyiikliigiinde, ince duvarh, kapsiilsiiz, okaryotik maya 

fonnunda mantarlardlI E~eyli (telemorfik) lireme ozelligi gosterebilmesine kar~m 

esas olarak tomurcuklanarak (aseksliel=anamorfik) 90galular Tomurcuklanarak 

olu~an yavru hlicreye blastokonidya veya blastospor adr verilir. Yavru hiicre ana 

hiicrenin aymdu, ana hiicreden aynlabilir veya aynlamaz .. Dokularda 3 morfolojik 

~ekilde goriiliir; maya, yalancr hi! ve gen;ek hit: Yalancr hi! (pseudo hif), arka 

arkaya tomurcuklanan blastokonidyumlarm birbirinden aynlmayrp uzayarak ve 

aralannda bogumlar olu~turarak yaptrklan hiicreler zinciridir Gen;ek hif, maya 

hiicresinin bogum yapmadan filamantoz uzantrlar olu~tunnasrdrr Candida tiirlerinin 

gergek hif olu~turup olu~turmadrklan germ tiip testi ile saptanabilmektedir Candida 

albicans ve Candida dubliensis germ tiip olu~turabilmektedir (2,8,16) 

Sabouraud dekstroz agar (SDA), gibi rutin besiyerlerinde, oda rsrsr (22°-26°C) ve 

370Cde kolayhkla iireder Mayalann 370Cde iireme ozelligi onemlidir.. <;:ogu 

pat(ljen tiir 25-37 °Cde iireyebilirken, patojen olmayan tiirler genel olarak 370Cde 

iireyemezler (8) 

SDA'da iireyen maya kolonilerinin incelemnesi tiir hakkmda on fikir verebilse de 

Candida tiirlerinin morfolojik ozellikleri, mrslIunlu Tween 80 agar besiyerinde 

incelendiginde daha iyi gozlenil. MrslIunlu Tween 80 agar besince fakir bir ortam 

olup maya hiicreleri bu besiyerinde yedek besin toplayan klamidosporlar olu~turUllar 

(Sekil 2) Klamidosporlar 8-12 f!m biiyUkliigiinde, kiiresel kahn duvarh diren<;li 

sporlardu Candida albicans ve Candida dubliensis mrsuunlu Tween 80 agar 

besiyerinde klamidospOI olu~tururlar ve diger Candida tlirlerinden aynt edilirler 

(2,8,17) 

Klinik orneklerden mantarlar m izolasyonu iyin en yaygm kullamlan besiyerleri 

SDA, kanh beyin-kalp inftizyon (BHl) agardu. Bu besiyerlerine; kloramfenikol + 

gentamisin veya penisilin + streptomisin veya kloramfenikol + siklohekzimid 

antibiyotik kombinasyonlall eklenerek besiyerleri seyici duruma getirilebilir 
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Kloramfenikol + gentamisin ilave edilmi~ SDA; geni~ antibakteriyel etki spektrumuna 

sahip olmasl, gUvenli ~ekilde otoklavlanabilmesi nedeniyle Candida tlirlerinin 

Uretilmesinde en slk tercih edilen besiyeridir (18) 

Kolonileri; yumu~ak klvamh, dUzgUn yUzeyli ve kirli beyaz renkte genellikle S 

tipi kolonilerdir (8) 

Klinik omeklerden izole edilen Candida tUrlerinin aynmmda kullamlan morfolojik 

ozelliklerinin (<;:izelge 2.2) yam sua; tlirlerin kesin tamsl ~eker fermentasyon ve 

asimilasyonu gibi biyokimyasal testlerle konulur (<;:izelge 2.3) (1,8) 

t;izelge 2,.2,. Candida tlirlerinin morfolojik aylllml (8) 

Candida I urleri Germ Hip Klamidospor 37°C'de Ureme 42°C'de Ureme 

C albicans + + + + 
C ttopicalis + 
C glabrata + 
C parapsilosis + 
C krusei + 
C guillennondi + 
C catenulata + +d 
C dubliensis + + + 
C famata + 
C kefjlr + 
C lambica +d 
C lipolytic a + 
C lusitaniae + 
C pelliculosa + 
C pintolopestisii + 
C rugosa + 
C. zeynaloides 
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t;::izelge 2.3. Candida tUriennll1 asimilasyon ve fermentasyon 6zellikleri (I) 

Candida Tii rleri ASIMILASYON FERMANT ASYON 

D M S L G M S I K R T D D M S 

C alb/cans + + +d - + - - - + - + - F F -
C tropicalis + + + - + - + - + - + - F F F 
C 7,iabrata + - - - - - - - - - + - F - -
C parapsiiosis + + + - + - - - + - + - F - -
C kruse/ + - - - - - - - - - - - F - -

C guillerll1ol1di + + + - + + + - + + + + F - F 
C. catenulata + + - - + - - - + - - - Fd - -

C dubliens/s + + + - + - - - - - - -
Cfall1ata + + + +d + + + - + + + +d Fd - Fd 
C kefjw + - + + + - +d - +d + -d - F - F 
C. iambica + - - - - - - - + - - - F - -
C lipo/yi/ca + - - - - - - - - - - - - - -
C lus/ial1lae + + + - + - + - + - + - F - F 
C pellicuiasa + + +d - + + + - + - + - F - -
C pll1i%pesllsii + - - - - - - - - - - - F - -
C rugosa + - - - + - - - +d - - - - - -
C. zeynaloides + - - - -d - -d - - - + - - - -

D: Dekstroz, M: Maltoz, S: Sukroz, L: Laktoz, G:galal<toz, M:mellebiyoz S: sellebiyoz, I: Inositol, K: Ksiloz, R: Rafinoz, 
T:Trehaloz, D:Dulsltol 

" 
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2.3. Candida Hiicresinin ince YapIsI 

2 •. 3.1. Hiicre iskeleti 

Fungal iskelet turgor basmcma kal~1 koyan ancak, dinamik bil sistemdil 

iskelet, hUCle duvall ve hucle membram ile baglantlhdll iskelet 

komponenetlerinden olan mikrotubilller, membranm haleketliliginde rol ahrlal. 

iskeletin bir diger bile~eni olan aktin, sitoplazmik akl~kanhktan sorumludur. 

Miyozin ise, aktinle birlikte organelierin haleketliligini saglal. 

iskeket komponentlerinin birbirleri ile ili~kileri a<;:Jsmdan Ca++, Mg++, H+ 

iyonlalmm yogunluklan onemlidir Bu iyonlann hucre iyine gili~, Y1kI~lan 

organelierin haleketliligi ve hifal uzama diizenlenir iyonlar, ek olarak mitoz, 

mayoz, tomurcuklanrna, septum olu~umu yani morfogenez ve de protein kinaz 

gibi bazl enzimlerin legulasyonunda da rol alnlar (19). 

2.3,,2. Hiicre Duvan 

Hucle duvarl sert bir yaplda olup, hucreye ~ekil veri!'. Ozmotik basmca bagh 

hucle patlamasma kar~1 koyar, <;::e~itli molekiilierin iy ve dl~ ortama geyi~lerinde 

rolii vardn Hucle duvarl, maya hucresinin degi~ik yiizeylere tutumnasmda 

(adezyon) dogrudan gOlev aln Duvar yapIsmda bazl maddeler antifungal ajanlar 

iyin hedef olu~tururken, baZllall aym zamanda immtinolojik determinantlall ta~ll 

Duvar komponentlerinin 

% 80-90'1 karbonhidratlar, % S-JS'i protein ve % 2-S'i lipidlerden OIU~U1 

Karbonhidratlann ise % 20-30'u maI1lloprotein, % SO-60'1 ~-glukanlar ve % 0,,6-

9'u kitin yaplSlndadn (19) 

Candida albicans'm maya ve hifal formlannda glukan ve manan iyeligi 

benzerdir fakat, hifal hiicrelerde kitin miktan maya hucresine gore iiy kat daha 

fazladn, 

Elektron mikroskobik yah~malara gore, Candidalar "m hiicre duvall en az S 

katmanhdn Maya-hif d6nii~iimii surecinde bu sayl ve kahnhk degi~ir Aynca 

ortamda yiiksek yogunlukta ~eker varhgmda en dl~taki mannoprotein katman 

kalmla~n ve fibriler olu~uI11laJ altar 
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2 .. 3 •. 3. Hiicre Membram 

Hiicre membram ta~ldlgl ozmoenzimler araclhgl ile molekiillerin ic,: ve dl~ 

ortam geyi~inde rol aln. Kitin sentetaz gibi, duvm komponentlerinin sentezinde 

roW olan enzimler de mebranda bulunurlm. Aynca C albicans'm morfogenezi 

(maya hif donii~iimii ve hifal uc,:tan uZaJl1a) iyin gerekli olan sinyal iletiminde rol 

alan fosfolipaz C, adenilat siklaz .. Proteaz gibi enzimlerde membIanda yer alnlar 

Candidalat'm hticre membranmda; fosfotidil kolin, fosfotidil etonolaJl1in, 

fosfotidil serin ve fosfotidil inozitol gibi fosfolipidler bulunur (19) 

Tiim mantmlmda oldugu gibi, Candidalar'm da hticre mebranmda bulunan 

sterol, membran lipidlerinin % 20 'sini olu~turUI Steroltin % 95'i ergosterol 

formundadn Ergosterol, hticre membramna etkili antifUngal ilaylar iyin en onemli 

hedeftir (19) 

2.4. Patogenez ve Virulans 

Candida infeksiyonlanmn patogenezinde konaga ve mantara ait fakWrler 

birlikte rol ahrlar Candida ttirlerinin virtilans filktorleri; hticre duvm bile~enleri, 

ekstraselltiler matriks proteinleline adezyonu saglayan yiizey integlin benzeri 

molekiilleli, slime yapnlll, proteinaz ve fosfolipaz enzimleri, endotoksin benzeri 

aktivite, molektilel benzeme, hif formu ve c,:imlenme bOlUSU olu~turma, fenotipik 

degi~imdil. Bu viriilans fakwrleri Candida infeksiyonlanmn olu~masmda 

onemlidir Ancak, filsatc,:l mantm infeksiyonlminda konaga ait faktorler daha on 

plana ylkmaktadn (19) 

Patogenez 

2.4.1 Konaga Ait Faktorler 

Candida ttirleri mukozal yiizeylerde kommensal olmalc bulunan mantarlardn 

Konagm Candida infeksiyonlarma kar~l ilk engeli saglam epiteldir Deri 

yaralanmasma neden olan olaylar saghkh bireylerde dahi kutanoz kandidoza 

neden olabilir Deride ge~itli nedenlerle olu~an hasmlar Candidalqr'll1 

c,:ogalll1asma ve invaziv hale gelebilmesine yol ayabilmektedir (19) 
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Altta yatan akut myeloid veya akut lenfoid 16semi gibi hematolojik 

malignitelerde, malign kemik iligi hiicrelerini ttimiiyle ortadan kaldumaya yonelik 

kemoterapi, hastalann notropenik hale gelmesine neden olamaktadu Derin ve 

uzun siireli notropeni dmumunda hastalar, ku~kulamlan ya da tannniarlan 

bakteriyel infeksiyonlara kar~r antibiyotik allliar Ancak ate~ ve diger infeksiyon 

belirtileri antibiyotik kullanrmma ragmen devam ederse, hastalarm srklrkla 

sistemik fungal infeksiyonlara kar~r da tedavi edilmeleri gerekli hale gelir 

Sistemik fungal infeksiyonlarm ciddi mOl bidite ve mortaliteye yol aytrgr bu hasta 

grubunda immun sistemin rolti yok onemlidir (20). 

Candida infeksiyonlannda immun Sistemin Rolli 

immiin sistemin invaziv fungal patojenlere kar~r koruyucu gorev iistlenen ana 

komponenti monosit-makrofaj sistemi ve notrofiIlerdir. 

Hayvan modelleri iizerinde yaprlan 9alr~malarda mono sitler ve doku 

makrofitjlarl mantar sporlarmm yerle~mesi ve miyel olu~umunun onlemnesinde 

etkili hticrelerdir Ancak miyelyum yerle~mi~se bunlann eradikasyonu rym 

notrofillerin fitgositik etkinliklerine ihtiya9 vardu. Makrofitjlar, akcigerler gibi 

invaziv fungal infeksiyonlara karsr risk altmda bulunan organlarda degi~ik 

mekanizmalarla aktif olarak fungal mikroOlganizmalarr fitgosite eder ve oldtirtir 

Dolaylr olarak antifungal ajanlan infeksiyon biilgesine ula~tuabilil Bunlara ilave 

olarak tUmor nekrozis faktor (TNF), interlokin I (ILl), interlokin S (ILS) ve 

granillosit-makrofitj koloni stimulating fitktor (GM_CSF) gibi sitokinleri 

salgrlayarak grantilositlerin infeksiyon bolgesine gOyti~iinti saglarlar. Ozellikle 

Candida ve Cryptococcus infeksiyonlarma kar~r T lenfositlerine de ihtiyay 

duyulabilir. 

Monosit- makrofitj sisteminin regtilasyonu I lenfositlerden salgrlanan (GM-

CSF), gamma interferon, IL-4 ve IL-l 0 gibi sitokinlerle olm , 

Candida infeksiyonlanna kar~r; yalancr hifleri par9alayabilme, blastosporlan 

fitgosite ederek oldtirebilme ozelliklerinden dolayr polimorf nilveli 16kositler, 

konak savumnasmda 6nemli rol oynamaktadlliar 
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Monosit ve eozinofillerin de Candida tiirlerini 6ldmebilme ozellikleri vardu. 

Trombositlerin de Candida tiirIerine kar~I etkileri bulunmaktadrr BazI C albicans 

su~lanmn trombositlerden salgrlanan mikrobisidiyal proteinlere kar~I diger 

su~Jardan daba duyarlr oJdugu tav~anJarda yapIJan bir 9ah~mada gosteriJmi~tir 

Serum ve pJazma, antikOl igermelerine Iagmen tek ba~larma Candida 

hUcreJerini 6JdUrememektedirJer Myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ve 

siiperoksit anyon sistemleri C albicans'm hUcre i9i 61dUrtilmesinden sorumlu 

temeJ sistemlerdir 

Doku makrofajlarmm da konak savunmasmda roW bulunmaktadll Kronik 

mukokutan6z kandidozlu hastalarm Ienfositlerinde fonksiyon bozukluklarIl1m 

saptamnasl ve AIDS (Acquired Immun Defiency Syndrome) hastalarIl1m kutan6z 

kandidoza duyarlr olmaJarI konak savunmasmda Ienfositlerin de yer aldIgIm 

gostermektedir. Lenfosit yamtIm etkileyen en onemli hiicle yaprsl mannandrr. 

lSI stabil ve lSI Iabil serum opsoninlerinin, C albicans'm notrofillel tarafll1dan 

sindirilmesini kolayla~tumasl ve immunoglobulin G'nin C. albicans'l opsonize 

etmesi, Candida infeksiyonlarll1da hilinoral bagI~Ikhgll1 da onemli oldugunu 

g6stermektedir 

Serum demir baglayan proteinlerin Candida 'lann geli~iminde roW olan demiri 

bagIayarak biiylimesini engelledigi bilinmektedir 

Candida blastosporlannll1 optimal opsonizasyonu iyin komplemanm gerekliligi 

ve 

C3b'nin bJastospOllara baglandIgI in-vitro olarak gosterilmi~til. Candida 

tarafindan hem klasik hem de aIternatif yollar uyarIlmakla birIikte daba 6nemli 

olan alternatifyoldur. 

Candida canlr dokuya girdikten soma mikroapseler oIu~abiliL Dokuda hem 

maya hem de hif formlan bulunur Ilk hiicreseJ yamt graniilositlerle verilil. 

Histiyositler, dey hiicreler ve epiteJoid hiicreler inflarnasyonlu b6Igeye ilk gel en 

hiicrelerdir. Sonu9ta graniilamat6z yangI oIu~ur 

Im111un siste111i baskIlanmI~ hastalarda, inflarnatuvar yamt en dii~tik diizeyde 

olabilir veya his: izlenmez (20,2 I ,22) 
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2.4.2 Mantara Ait Faktiirler (Virulans Faktiirleri) 

Riicre Duvan-Mannoprotein: Candida/m'm virulansmda hucre duvar 

komponentlerinden mannoplOtein onemli olup antijen olarak konaga sunulur. Bu 

komponenetler kuvvetli immunomodulatOr etkili molekullerdir. Mannan hucresel 

ve humoral yanrtr artrrlll veya baskrlayarak infeksiyonun siirekliligine neden olur 

(19) 

Yiizey Degi~imi ve Ridrofobisite: in vitro deneyerde besiyerindeki yuksek ~ekel 

konsantrasyonuna baglr olarak hucre yUzey yaprlarmI degi~tilebilen Candida 

kokenleri; adezyon ve vililiansianm artllmaktadlliar. Yilzey degi~iminin yiiksek 

konsantIasyonlardaki ~ekedel tarafmdan indilklenmesi, in vivo onemli olup 

kar bonhidratran zengin diyetle beslenen ki~ilerde oral kandidoz geli~mesini 

aylklayabilir . 

Iomurcuklu hilcreden germ tube geyi~te hilcle yiizey bile~iminde biryok 

degi~ikliklerin oimasl ye~itli adezinlerin olu~umunu ve aym zarnanda hilcle yUzey 

hidrofobisitesini etkilemektediI .. HidlOfobisite, C albicans'm plastik yUzeylere ve 

insan epitel hucrelerine baglanma yetenegi ile uyumludur. Gilylii hidlOfobik 

ozellikteki kokenlerin yanak epitel hilcrelerine en iyi ~ekilde baglandrklan 

gozlemni~tir (19). 

Adezyon: GlikoplOteinler ve glikolipidler hucre yUzeyinde yaygm olarak bulunan 

makromolekuller olup kolonizasyon ve izleyen infeksiyon iyin konak hilcreye 

tutunmaSI gereken mikroorganizmalar ayrsmdan uygun bir reseptOr olarak i~ 

gorurler. 

Candida tiiIleIinin hucre duvar yaprsmda bulunan marman, adezyonu 

kolayla~tllmakta ve hucresel yanItI bozarak immun sistemi baskrlamaktadu 

Candidalar m oral, vaginal epitel hucIeleIine, fibronektine, endotele, tlOmbosit 

fibrin pIhtrlanna, akrilik ve plastik materyale adezyonu, patogenezde onem!! bi] 

basamaktll Adezyon; maya hucresi yilzey hidrpfobisitesi, mayamn fenotipi, pH, 
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151, hamilelik, diabet ve konak flOIaSmda bulunan diger mikroOlganizmalar gibi 

faktor!erden etkilenmektedir 

Candida albicans 'm yimlenme bOIUSU olu~turmasr adezyonu kolayla~tlIsa da 

adezyon i<;:in zOIunluluk degildir Candida albicans'm konak hiicre yilzeyine 

adezyonu karma~rk bir i~lem olup bu siire<;:te birden fazla adezin ve adezyon 

mekanizmasmm i~ gormesi olasrdn (19) 

Yiizey Adezinleri, Konagm epitel ve endotel hiiclelerine tutnmada 1011eri olan 

molekiillerdir 

iC3b resptiirii, Maya hiicre yUzeyindeki bu moleklil, konak hiicle yiizeyindeki 

arjinin-glisini-asparajin (RGD) tabiatmdaki Iesept6rlere tUtunUI. Bu molekul, 

memelilerdeki CR-3 integrin reseptOrleri ile benzerlik gosteril. Molekiilun, 

notrofiller trafindan mayalarm fagositozunu engelledigi one sUliilmektedir 

C3d resptiirii, Komplemanm C]d komponenti i<;:in resept6r gorevi goren ve 

memelilerdeki CR-2 integrin reseptorii ile benzerlige sahip bir molekiildiiI 

Glukoz ve mannoz ayrsmdan zengin olup, ozellikle plastik yUzeylere tutunmada 

101 ahr .. Fibronektin reseptiirii, Konak hiicreye tutunmada Ca++ iyonlarma 

bagrmhhk gaster en bir molekiiJdlir Candida albicans ve Candida tropicalis 

kokenJeri fib10nektin resptorleri aracrhgr ile subendoteJyaJ ekstra sellliler matriks 

p10teinJerine (EMP) tutunur; aynca bobrek, karaciger ve beyindeki hiicleJerde 

bulunan (RGD) peptidlerine baglarnrlar 

Ostrojen reseptiirii, lheme hOImonlannll1 vajial epitellerdeki glikojeni arttlllcr 

etkisi ve maya hlicreJerindeki ostrojen reseptorleri, vajinal kolonizasyonu arttrIlI 

Laminin reaseptiirii, Bu reseptoriin aracrhgr ile Candidalar, aOltik ve 

mikrovaskiiJer endoteJyaJ hilcreJerdeki ligandJara tutunurlar .. Laminin reseptOrleri, 

Calbicans'll1 sadece genu tlip ve hifill formunda saptanmr~tu 

Fibrinojen baglayan proteinler, Bu resept6rleI C albicans'll1 germ tup ve hifilJ 

formunda bulunur OzellikJe bobrek ve uretral epitellere tutunmada 101 aJuJar 

(19,23) 
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Yaplml: Slime yaplml Candidalann katetele bagh infeksiyonlarmda 

onemli bir fakt6rdiiI Kateterlere adherans ve kolonizasyonda "slime" yapma 

ozeJligi, konaga ait fibrin ve fibronektinle birlikte hareket edel. Yapllan 

yall~malarda ytiksek oranda "slime" fuetimi saptanan C parapsilosis, bu ozelligi 

nedeniyle biyomedikal aletlere bagh infeksiyonlarda dikkat yekmektedir Glukoz 

iyeren soliisyonlarda 

C. lipolytica'mn "slime" yaplmlm geryekle~tirdigi ve kateter ile ili~kili kandidemi 

yapabildigi gosterilmi~tir (24) 

Proteinaz ve Fosfolipaz: Candida tlirlerinin salglladlklarl enzimler, dokulara 

yaYllmasma yardlm etmektedir Bu enzimlerden plOteinaz ve fosfolipazm 

patojenitede onemi daha fitzladll 

Proteinaz, ilk olarak Staib tarafindan saptanart hlicre dl~l proteinazl, molekliler 

yontemlerin kullamlmaya ba~lanmasl ile ara~t1l11ml~ ve sekretuvar aspartik 

proteinazm (Sap) salgIlanmasmm on tiyeden olu~an SAP adl verilen bir gen ailesi 

tarafmdan kontrol edildigi ortaya konmu~tur SAP gen ailesinin C albicans, C 

parapsilosis, C fropicalis ve C dubliniensis gibi patojen tfulerde bulurrmasl, 

Saccharon,yces cerevisiae gibi patojen olmayan mayalarda bulunmamasl 

patojenite ile ilgisini gostermektedir AIDS hastalanmn sagaltlmmda kullartIlan 

HIV -proteaz inhibitorlerinin, Sap enzimlerini inhibe ederek C albicans '111 

adezyonunu azalttIgl11m gosterilmesi ve bu sagaltlml alan AIDS hastalarmda 

orofillingeal kandidoza daha az rastlanllmasl, Sap enzimlerinin onemini 

vurgulamaktadll YapIlan bir ba~ka yah~mada, semptomatik AIDS hastalarl11l11 

oral kavitelerinden elde edilen C albicans izolatlarmm salglladlgl aspartik 

plOteinazm, saghkh ki~ilerden elde edilen izolatlann salgIladlgl miktardan sekiz 

kat daha fitzla oldugu bulunmu~tur Sap enziminin temel i~levlerinden biri konak 

plOteinlerini paryalayarak nitrojen saglarnaktll Bu enzimlelin, konak hticle ytizey 

yaplla1l111 ve hticrelel maSl yapllall paryalayarak mikroorganizmanm adezyon ile 

invazyonunda ve konak immun sistem hlicrelelini par yalayarak konak 

savunmasl11dan kayl~1l1da 101 aldlgl bildirilmektedir (25) 
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Fosfolipaz, Fosfolipaz enzimi; konak hucre zanndaki fosfolipitleri hidlOlize 

ederek, hucreye zarar verir Konak hucre membramn hasarmm ardmdan, konak 

hiicreye invazyon geryekle~ir 

Calbicam'lI1 maya formunda, hif fOlmuna gore fosfi:Jlipaz aktivitesinin daha 

yiiksek oldugu saptanmr~tlI Enzim, epiteliyal hUcre zarlannda hasar olu~tUldugu 

srrada olu~an hifsel uylarm sitoplazmaya giri~ine neden olmaktadlI. 

ilk olarak 1960 yrlmda Costa ve ark., C albicans 'zn ekstraselliiler fosfolipaz 

enzimi salgrladrgr bildirilmi~; ardmdan 1982 yrlmda Price ve ark C albicans 'ta 

fosfolipaz enzimini saptamak amacryla SDA besiyerine yummta sanSl ilave edeek 

plak metodunu ge1gekle~tirmi~lerdir Yontem 1984 Yllmda Samaranayake 

tarafindan modifiye edilmi~tir (26,27) 

Patojen Candida'larda genellikle % 30-55 Olamnda enzlm uretimi 

saptanmaktadlI Fosfolipaz enziminin virulanstaki 101iinde varhgl kadar miktanda 

onemlidir Fosfolipaz aktivitesi en yok C albicam' ta gorillmekle birlikte, 

C glabrata, C parapsilosis, C tropica/is, C lusitaniae ve C krusei, C lusitaniae 

ve C krusei tfulerinde de saptanml~tlI 

Butiin fosfolipazlarm substratl fosfolipidler olmasma ragmen her biri spesifik 

bir ester bagml paryaladlgmdan A,B,C,D gibi isimlendirmelerle aynlular .. C 

albicans, C glabrata, fosfolipaz B, C glabrata, C parapsilosis,C tropicalis'de, 

fosfolipaz C varhgl tammlanml~tlI (26) 

Fosfolipaz aktivitesini saptamak iyin guniimuzde radyometrik ve kolOlimetrik 

yontemler geli~tirilmektedir (26,27) 

Endotoksin Benzeri Aktivite: C albicam 'm hUcre duvannda bulunan 

glikoplOteinlerin endotoksin benzeri aktiviteleri vardu Ancak bu etki, bakteri 

endotoksinlerinde oldugu kadar gUylii degildir (28) 

Hif Formu ve (:imlenme Borusu: Hif ~eklinin maya ~ekline gale dokuya 50 kez 

daha fazla yapl~masl, fagositler tarafindan sindirilememesi, klinik 6rneklerden 

slkhkla izole edilmesi, plastik yuzeylere yapl~mayl saglayan fibriller yuzey 

tabakalan olu~tmmasl patogenez ve virularlstaki IOliinU kamtlayan bulgulardlI 

Hiflerin ucundan plOteinaz enzimi salgllandlgl ve mukoza hucrelerinin memblan 

geyirgenligini degi~tirdigi dU$iintilmektedir Candida hiflerinde maya hiiclelerine 
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gore daha fida kitin ve yiiksek oranda kitin sentetaz aktivitesi saptamm~tll. Kitin 

sentetaz morfogenezde diizenleyici rol oynamaktadn (29). 

Fenotipik Dijnii~iim: Mantann genetik yaplsml deg,i~tinneden gen aktivitesinin 

ekspresyonunu diizenlemesi koloni morfolojisinde degi~iklige yol aymaktadn 

Vaginitli ve sistemik infeksiyonu olan hastalardan yeni izole edilen su~larda 

yiiksek oranda fenotipik diinii~iim giiriilmesi, bunun patogenezle ili~kili oldugunu 

gostennektedir Bu degi~im biiyiik olaslhkla mantarm fiukh anatomik bolgelere 

adaptasyonunu saglayan bir fitkt6rdiir (30) 

2.5. Risk grubunda Bulunan Hastaiarda Candida infeksiyonianm 

Kolayia~tnan Faktorler 

immun sistemi baskIlannl1~, invaziv tam ve sagaltlm giri~imleri yapilan ve 

yogun bakIm iinitelerinde yatan hastalar Candida infeksiyonlan yoniinden risk 

grubuna girmektedirler. Risk grubunda bulunan hastalarda Candida 

infeksiyonlal1m kolayla~tllan fitkt6rler <;:izelge 24.. 'te belirtilmi~tir (5,31) 

<;:izelge 2.4,. Yiizeyel ve derin kandidozlarda predispozan fakt6rIer 

oNotropeni ° Bazl ameliyatlar (organ 

oHematolojik malignite veya solid organ transplantasyonlall, kalp veya 

malignitesi 

° Kemoterapi 

oUzun siireli ve geni~ etki spektrumlu 

Antibiyotik kullanlml, Kortikosteroidler 

oOnceki kolonizasyon 

° Y ogun bakIm iinitesinde uzun sfue kalma 

oSantral venoz kateter, stentler 

° Total parenteral nutrisyon 

gastrointestinal kanal arneliyatlarl) 

oHemodiyaliz 

oGeni~ yanik 

° Diabetes Mellitns, 

oAIDS 

° Malnntrisyon 

° Mekanik ventilasyon 

° idrar sondasl 

; 



Risk Grubunda Bulunan Hastalarda Candida T iirlerinin 

Epidemiyolojik Daglhml 

C. albicans ve C parapsilosis ekzojen nozokomiyal geyi~te on plana ylkan 

tiirlerdir 

C. albica1l5 risk grubunda bulunan hastalardan en yok soyutlanan tiir olup, 

ekzojen ve endojen kaynakh infeksiyonlara neden olmaktadu 

C. parapsilosis nozokomiyal ozelligi en fazla olan Candida tiiriidul 

Tlbbi giri~imler iyin kullanllan cihazlar ve hiperalimentasyon gibi nedenlerle 

ekzojen infeksiyonlara neden 01U! 

Yiiksek virlilansh bir tiiI olan C. tropicalis ise ozellikle gastrointestinal 

kolonizasyona bagh invaziv infeksiyonlar :yapmaktadn. Bunun yanmda, ekzojen 

kaynaklI infeksiyonlara da neden 01U!. 

C. glabrata 'ya bagh kandidemiler, solit !timorlli hastalar ve onkoloji dl~l 

hastalarda saptanmaktadn. Flukonazol proflaksisi alan hastalarda bu !tirlin 

kolonizasyonu kolayla~maktadll. Kolonizasyon daha yok genitoliriner sistem 

(GUS), solunum yollarl ve cerralli yaralarda soz konusu olmaktadn Ancak du~ilk 

virlilansh olmasl nedeniyle bu tlire bagh invaziv infeksiyon nadir goriillir 

C. kwsei genellikle GIS'te kolonize 01U! ve yogunlukla hematolojik 

maligniteli hastalarda goriiliiI. 

C. lusitaniae dalla yok immun sistemi basl(JJanml~ hastalarda, SOIUl1um yollarl 

ve GUS'de endojen kaynakh infeksiyonlar yapar (3,20) 

2.7. Candida infeksiyonlan 

Candida tiirleri ile olu~an klinik tablolar yiizeyel ve derin infeksiyonlar olarak iki 

grupta incelenir (<;:izelge 2 5 ) (8) 
, 



C;;ize1ge 2.5. Candida infeksiyonlannm Klinik F ormlan 

II 2.7.1 Yiizeyel Kandidoz Tipleri 

• Deri kandidozu 

• Kronik mukokutanoz infeksiyon 

• Onikomikoz 

• Orofaringeal infeksiyon 

• Vulvovaginit 

• Keratit 

• Konjonktivit 

II 2.7.2. Derin Kandidozlar 

Lokal yerle~im .Ozefajit 

• Gastrointestinal kandidoz 

+ Uriner sistem infeksiyonlan (sistit, renal abse, pyelit) 

+ Peritonit / intraabdominal infeksiyon 

+ Kandidemi 

+ Kronik yaygm kandidoz 

Hematojen yolla yaydan (hepatosplenik kandiyazis) 

infeksiyonlar + SupiiratifFiebit 

+ Endokmdit 

+ Menenjit 

+ Endoftalmit 

+ Artrit 

+ Osteomyelit 

Yiizeyel kandidozlm deri ve mukozalann, delin kandidozlm ise iy organ ve 

sistemlerin infeksiyonlmldn. 

Candidala,.'Ill mukokutanoz infeksiyonlall yognnlukla hiicresel bagl~lklrktaki 

sorunlma baglryken, sistemik fOlmu daha yok notropeniye baglrdn 

In 
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2.7.1. Yiizeyel Kandidoz Tipleri 

Candida tiirleri toplumda; ozellikle nemli klvnm yerlerinde yiizeyel mikozlara 

aynca onikomikozlara, yenidogan ve di~ plOtezi kullananlarda oral lezyonlara ve 

kadmlarda vajinite neden olmaktadlllal. Ancak bu hastahklar, onemli morbidite 

ve rnortalite nedeni olu~turmazlar. Candida tiirleri, risk grubunda bulunan 

hastalarda ise lokal ve sistemik ciddi mikozlara neden olurlar (2,17) 

• Deri Kandidozu 

Delinin daha yok aksilla, memealtl, aniis yevresi, el ve ayak pannak aralan gibi 

SlCak ve nemli kat yerlerinde gOliiliirler (Candida intertrigosu) ~i~manhk, 

Diabetes Mellitus, travrna veya maserasyon predispozan faktorlerdir Deli 

kandidozu hrzh ba~lar ve deri nemli kaldrgr siirece devam eder .. Yanma hissi ve 

ka~mtr en onemli semptomlarldn. Lezyonlar, yiizeyel erezyonlar ~eklinde klzarlk 

ve nemli olup bazrlarmda vezikiiller geli~ebilir Sistemik kandidozun deli 

lezyonlarr maklonodtiler lezyonlar ~eklinde olup notlOpenik hastalarda daha srktll 

(17). 

• Kronik Mukokutaniiz infeksiyon 

Genellikle erken yocukluk doneminde ba~layan, mtikoz memblanlarda, kafa 

derisinde, deride ve tnnaklarda inat91 Candida infeksiyonu ile karakterize olan ve 

srkhkla bir endokrinopati; ozellikle hipoparatilOidizm ve hiperadrenalizm ile 

birlikte giden hticresel bir immun yetrnezlik sonucu geli~il. Sistemik kandidiyazis 

ve diger enfeksiyonlara artmr~ yakmhk meydana gelmez (17) 

• Onikomikoz 

Candida'ya bagh trrnak enfeksiyonu ellerde daha srk goriiliil. I nnak ile beraber 

tllnak yevresindeki yumu~ak dokununda infekte olmasr karakteristiktir (paroniki) 

Hastahgm olu~umunda nem faktOrii yok onemli oldugundan elleri uzun stire suva 

maruz kalan ki~ilelde daha srk gOliiliil Yumu~ak doku klzank, odemli olup 

piyojenik bil infeksiyon gortintimii verir Harap olan tllnak zamanla dii$ebilir (17) 

, 
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• Orofaringeal Kandidoz 

Ylizeyel rnikozlar arasmda en slk goriilell infeksiyon orofarillgeal 

kandidozlardn Eu infeksiyon ozellikle inhale steroid kullanall hastalarda, kanser 

ve AIDS hastalarmda gozlenmektedir Yutkunma suasmda agn ve angiiler ~elit 

(dudak ko~elerinde yatlaklann olu~tugu form) oral kandidoza e~lik eder 

Yenidoganda goriilen aglz kandidozunda infeksiyon kaynagl genellikle infekte 

arme vaginasldn .. Farkh klinik formlarl vardu 

Akut pseudomembraniiz oral kandidiyaz (Pamukc;uk): En yok slit ernen 

bebeklerde ve ya~hlarda goriiliir Eu ya~ gruplarmm dl~mda CD4 pozitif hiicre 

saY1Sl <200/mm3 olan HIV (+) hastalarda, kanserlilerde ve steroid inhaler 

kullananlarda ortaya ylkabilir Dil, yarlak rnukozasl, sert darnak ve gingivida ve 

bazen bogazda beyaz yarnalardan olu~an yalancl mernbran meydana gelir 

Yarnalarda; dokiilen epitel hiicreleri, 16kositler, mayalar ve bakteriler bulunm 

Mernbran kaldurldlgmda kanarna olm .. AIDS'liler dl~mdaki gruplarda oral 

kandidiyazlar genellikle kendini sllurlaYlcl niteliktedirler. 

Kronik atrofik kandidiyaz: T akrna di~ stornatiti olarak da bilinir. En yok angiiler 

~elit formda goriiliir. 

Kronik hiperplastik kandidiyaz: Ka!1didiyal16koplakia lezyonlarmm %15-20'si 

malign donti~iim gosterebilir. 

Orofaringeal kandidoz, mukozamn antibiyotiklerle florasmm degi~mesi ve 

sitotoksik ilaylarla zedelenmesi sonucu kolonizasyonu takiben geli~ir. Lezyonun 

ilerlemesi ile ozofagus, larinks, trakea ve GiS (Gastro intestinal Sistem) 

mukozalannda da lezyonlar goriilebilir (17) 

• Candida VulvQvaginiti ve Balanit 

Candida. vulvovaginitlerin en slk rastlamla!1 etkenleri arasmdadu 

Vulvovaginal ka!1didoz geli~iminde hormonal degi~iklikler rol alll Ostrojene 

bagh vagende glikojen birikimi veya vagen pH'smm degi~mesi nedeniyle mantar 

kolonizasyonun ve buna bagh olarak Candida vulvovaginitinin artabilecegi 

bildirilmi~til Eu nedenle daha ,<ok dogurganhk yagmdaki kadmlarda ve ozellikle 

gebelerde gozlenmektedir Geni~ spektrumlu antibiyotik ve dogum kontrol hapl 



kullamml, Diabetes Mellitus onemli predispozan fakt6rlerdir Hastalarda; 

irritasyon, ka~mtr ve beyaz slit kesigi krvarmnda bir vaginal akmtl goriilebilir 

Rekiirrens onemli bir sorundur. infeksiyonun kronikle~me ve tekrarlarna ozelligini 

tetikleyen fikt6rler; giyim malzemeleri, barsaktaki maya kolonizasyonu ve 

e~!erdeki kolonizasyon durumudur (17) 

• PenH Kandidiyaz (Balanit): Glans peniste ka~mtr, eritem ve vezikiilopiistiiler 

lezyonlar bulunabilir .. Erkeklede en yok Diabetes Mellitus ile baglantrhdll. Uzun 

siireli penil katateri olan hastalarda da kronik enfeksiyonlar meydana gelebilir. 

infekte cinsel e~lerin birlikte tedavi gormeleri onemlidir (17). 

2.7.2. Derin Kandidoz 

Slkhkla fokal odaktaki kolonizasyonu takiben etkenin kar1a kall~maSl ile 

sistemik infeksiyon geli~il. Dissemine kandidoz daha slk olarak neoplastik hasta 

grubu iyerisinde akut 16semililerde; biiyiik operasyon geyiren hasta grubu 

iyerisinde organ nakli, kalp ve GiS operasyonu geyirenlerde ve agll yamkh 

hastalarda goriilmektedil. Bu tablolarda, bobrek, bevin, miyokard ve goz tutulumu 

dal1a slk olmakla beraber; akciger, GiS, endokrin bezler ve deri tutulumu da 

gozlenmektedir.. immun sistemi baskrlaYlcl sagaltllll goren kanser hastalarmda 

karaciger ve dalak tutulumunda artr~ izlenmektedir (3,17). 

• Yaygm Kandidoz ve Kandidemi 

Kandidemi; kanltlar1ml~ organ tutulumu 0lmakslZ1l1 bir ya da daha fizla kan 

kiiltiiriinde Candida iiremesi demektir Kandidemi nadir olarak benign gidi~ 

seyredel. Benign kandidemi, ancak tek kan kiiltiiriinde fueme olan ve klinik olarak 

hiybir risk ta~lll1ayan olgularda dii~iiniilmelidir En slk rastlamlan belirtisi yiiksek 

ate~tir (38 DC) Onceleri kandidemi, kontamine kataterle ili~kili ve geyici bir 

dllrum olarak degerlendirilirken; Candida'ya bagh 1110rtalitenin % 40 oldug1111un 

belirlenmesi; kandide111inin one111ini g6stelmi~tir Dissemine kandidozda Candida 

tiirIeri ge~itli organ ve dokulara giderek yer1e~im gosterir Ciddi organ tutulumu 

0lanlar111 yakla~lk %50'sinde kandidemi saptanmayabilil Aynca kan kiilttilti 

pozitif 91kanlaT1n hepsinde derin infeksiyon oldugu iddia edilmezse de kanmda 
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Candida saptanan hastalar, gerek infeksiyonun akut belirtilerini gerekse uzun 

donemli sekellerini onlemek iizere, tedavi edilmelidil. Yaygm kandidoz, ozellikle 

duyarh iki konak grubunu etldler 

(i) Sitotoksik ila« tedavisi sonucu granulositopeni geli;;en 

immunkompromize malignite hastalan, 

(ii) (ii) Onkoloji dI;;I grup olarak tanImlanan kardiyak ya da abdominal 

cenahi operasyon ge«iren, granulositopenisi olmadIgI halde sistemik 

steroid tedavisi sonucu immun cevaplan azalmI;; hastalar. 

Kandidemili olgularmm kliniklere gore dagIhmma bakIldIgmda; olgulann 

yakla;;Ik % 25'i cenahi yogun baktm iillitesinden, % 25'i kemik iligi 

transplantasyoll iinitesinden, % 20'si dahili YOgUll bakIm iinitelerinden, % IO'u 

hematoloji-onkoloji iinitelerinden ve geIi kalan % 20'si de diger klinikleIden 

bildirilmi;;tir (17, 33) 

Akut Dissemine Kandidiyaz 

Fulminan bir infeksiyondur ve genellikle antibakteriyel tedaviye direny 

gaster en bir ate;; vardII .. Notropenik olan ve olmayan hastalarda goriilebilir En slk 

rastlamlan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, renal apse, miyokardit, 

endokardit, endofialmit, kutanoz apselerdir (17,19) 

Kronik Dissemine Kandidiyaz 

C;::ogunlukla 16semili hastalann notropenik donemlerinde ortaya yrkar; herharlgi 

bir organ belirtisi olmayabilir, ancak IsrarCI ate;; vardI!. Notrofil saYISI normale 

donse de ate;; ve kilo kaybI devarn eder Karaciger-dalak biiyiiyebilir, alkalen 

fosfotaz genellikle «ok yiiksek olup, tomografide «oklu lezyonlar goriiliir (17,19) 

+ Candida Ozefajiti 

OZefajit, agIzda lezyon buluI1l11adan da geli;;ebilmektedil. Ozefagusta Candida 

yerle;;imini kolayla;;tnan faktorler arasmda; ozellikle tetrasiklin olmak iizere geni;; 

spektrumlu antibiyotik kullammI, tiikriik salglsmda yiiksek yogunlukta glukoz 

olmasI ( omegin Diabetes Mellitus), hiicresel bagl;;Ikh bozukluklan (omegin 



AIDS, liisemi veya kemoterapi somasl) ve ozefajiyal staz (ornegin akalazya veya 

sklerodenna) saYllabilir Hastalar daha lOok odinofaji daha az slkhkta disfaji 

yaklmnaslyla ba~vurmaktadnlar 

Orofiuinks muayenesinde tipik beyaz plakJar goriilebilir, fakat plaklarlll 

goriilmemesi ozefagus tutulurnu olmadlgllll gostelmez Baryum yutturulmasl 

ozefagus boyunca yerle~mi~ mukozadan kabarlk plaklan veya yalmzca motOl 

anomalisini gosterebilir ama endoskopi, yiiksek ozgiilliik ve duyarhhkla tam 

koydwmaktadu Ktiltfu veya histol()jide tomurcuklanan spOllar veya hiflerin 

olu~turdugu kiimeler goriilebilir (17,19). 

• Gastrointestinal Kandidoz 

GiS'in ozofagus dl~llldaki boliimlerinde, kandidoz en slk kanser hastalarlllda 

goriiliir Bu hastalann yaprlan otopsilerinde, GiS'te iizofagustan soma en slk 

yerle~imin midede oldugu izlemni~tir Akut liisemili veya diger hematolojik 

maligniteli hastalarda, midede, daha az olarak da duodenum ve barsakIarda 

iilserasyonlar olu~ur Bu hastaIarda Candida derin dokulara invaze olabilir, 

hel11atojen yolla karaciger, dalak ve diger organlara yaYllabilir 

Candida tilrleri ya~h ve il11munsilpresse bireylerde kolesistit, biliyer kanal 

infeksiyonlan ve pankteatik abselere neden olabilirler (17,19) . 

• Solunum Sistemi Kandidozu 

Ender giirillen bir tablodur Niitropenik hastalar·da mikroorganizl11amn 

hematojen yaYllrl11l sonucu; dil~iik dogum agnhkh bebeklerde ise aglz salglSlDll1 

aspirasyonu sonucu ortaya Ylkar.. Candida tiirleri solunum sisteminde yiiksek 

oranda kolonize olduklarllldan, balgarn veya endotrakeal ktiltilrlerin tam sal degeri 

dil~iiktilr Klinik tabla ve radyolojik bulgular ise spesifik olmadlgmdan yeteri 

kadar yarar saglamaz. I am da en giivenilir yiintem, akciger dokusunun histolojik 

olarak incelenmesidir (19) 
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• Uriner Sistem Kandidozu 

Candida tfuleri ile olu~an tiriner infeksiyonlar; genellikle uzun stireli tiriner 

kateter takilI kaimasllla baglI mesane kolonizasyonu ile ili~kilidir Aynea 

perirektal ve genital b6lgelerden kontaminasyon sonueunda da kolonizasyon 

olu~abilir Diger risk fakt6rleri; Diabetes Mellitus ve mesar1enin tam bo~almasml 

engelleyen hastalrklar, geni~ spektrumlu ar1tibiyotik veya immunsupressif ilay 

kullar1lmldll 

Candida kolonilerinin saylsl, kolonizasyon ve infeksiyon aynmlm yapmak iyin 

yeterli bir kriter degildir Geryek infeksiyonu degerlendirmek iyin ilk olarak 

katater varsa degi~tirilmeli ve idrarlll biyokimyasal ineelel1l11esi ile birlikte ktiltiirii 

tekrarlal1l11alrdIl 

Hastaya genitofuiner giri~im uygularlllll~Sa, hasta iiriner obstriiksiyon veya diger 

yaprsal arlOmaliler ile yaygm kandidiyazis apsllldan degerlendirilmelidil. Renal 

toplaYlcl sistemde fungus topu ve all tiriner sistemde infeksiyon geli~ebilir (17) 

i) Renal Kandidiyazis: Dissemine kandidiyazlr hastalarlll % 80'inde, genellikle 

OlgaJ1izmar1ln hematojen yaYllrml sonueu geli~ir Apse olu~umu slktll. Bazen hif 

kiimeleri pelvis ve tireterleri tlkayarak hidlOneflOza veya aJ1fuiye yol ayabilir 

Candida'ya baglr pyelonefrit, primer ve sekonder olarak iki ~eklinde g6riilen 

oldukya ciddi bir tablodm Primer infeksiyonda nefiostomi tiiplerinden, 

stentlerden ve diger kalrcl aygrtlardaJ1 asendaJ1 olarak, daha slk g6riilen sekonder 

infeksiyonda ise hematojen yaYllrm sonucu geli~ir Hematojen infeksiyon papiJlel 

nekroz, intrarenal ve perinefiitik abseler geli~ebilir (17) 

ii) Alt Driner infeksiyon: Genellikle bir iiretral kataterden ya da genital veya 

GiS'den yaYllrm sonucu meydana gelir Diyabetli ya da tiriner sisteminde 

an0l111allik ve ya hasar bulUI1anlar risk altmdadll Candida tiirleri, iiriner kanalda 

sistit ve pyeJonefrit etkenidirlel. Candida'ya baglr sistitte, slk idrara ylkma, acil 

i~eme hissi, diziiri ve suprapubik agn g6riilebilir (17) 

• Merkezi Sinir Sistemi infeksiyonlan 

Slk lastlamlmayan klinik tablolardll 

, 



i) Candida menenjiti: Dissemine kandidiyazisin bir belirtisi olarak ya da 

bagrmsrz bir klinik tablo ~eklinde geli~ebilir Dli~lik dogum agnhkh bebeklerde 

veya ventrikliloperitoneal ~antr bulunan hastalarda, hematojen yayrhm sonueu ya 

da bir travma ile mantann dogrudan subdural bolgeye inokulasyonuna bagh olarak 

ortaya yrkar Antibiyotiklere yanrt vermeyen menenjitlerde ya da norolojik belirtile 

ortaya yrkan dissemine kandidiyazisli olgularda mutlaka akla getirilmelidir 

ii) Beyin apsesi ve metastatik ensefalit: Nadir gorlilen hastahklardll Bliylik 

beyin apseleri fokal norolojik belirtiler verir; hematojen yayrhm sonueu olu~an 

mikroabseler ise norolojik bozukluklara yol aymayabilirler (17) 

+ Candida Endokarditi 

Tlim endokardit olgularmm % 2'si Candidalar'a bagh olamk geli~ir 

infeksiyon, ozellikle protez kalp kapagr olanlarda ve damar iyi madde 

bagrmhlarmda giderek artr~ gostermektedir Ozgiil tanrsal bulgulan; bliyiik 

vejetasyonlar ve bliyiik damarlarm embolizasyonudur (17). 

+ Myokardit 

Endokarditin bir komplikasyonu olarak apse geli~ebilil ya da genellikle 

hematojen yayrhm sonueu geli~en dissemine infeksiyonun bil belirtisi olarak 

Oltaya yrkabilir.. Candida miyokarditli olgularm %50'si dissemine infeksiyondan 

olmektedirler (17) 

+ Tromboflebit 

Damar iyi araylann varhgr ile baglantrhdn Bliylik ve yevlesel damarlarda 

krsmi ya da tam trkanmalar OlU~U1 (17) 

• Osteomyelit 

Genellikle hematojen yayrhm sonueu ortaya yrkar. Bazen aspirasyon ya da 

kOltizon injeksiyonu snasmda ve daha seyrek olamk bir tmvma somas! geli~ebilir 

Kanser hastalannda ve dli~lik dogum agll !rkh bebeklerde daha fazla goriillil (17) 

+ Artrit 

Hematojen yay!hm ile ya da infekte kemikten yayrlnTI sonneu veya tmvmay] 

takiben mikroOlganizmanm direkt inoklilasyonu sonueu olu~UJ Genellikle omuz, 

diz gibi bliylik eklemler tutulUJ ve ozgiil olmayan pek yok semptomlar da verir 



Prostetik ve romotoid eklemler Candida enfeksiyonuna daha yatkllldn Etken 

slkhkla C albicans dl~1 Candida rurlelidir (17). 

• Endoftaimit 

Organizmamn hematojen yaYllrmllll ya da okiilel tlavmaYI takiben ortaya S;lkar. 

Koriyoretinit olarak ba~lar; makiila tutulabilir; karlUk olabilir (17) 

2.8. Tam 

Candida infeksiyonlaIImn laboratuar tanlsl, klinik arneklerin incelemesi ve 

kiilrurden mantar tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu ile konulur 

Yiizeyel mantar infeksiyonlarmm tanlsl is;in deri ve tnnak kazmtl arnekleri ile 

lllukozalardan allllan siirUntii arnekleri, derinl sistemik kandidoz tamsmda kan, 

beyin omurilik SIVISI (BOS), balgam, idrar, doku biyopsi ornekleri ve damar is;i 

katater us;lan incelenmektedir (1,2). 

2.8.1. Klinik Orueklerin Direkt inceienmesi 

Direkt inceleme is;in uygun ornekler; deriden veya mukokutanoz lezyonlardan 

alman kazmtI ornekleri, derin dokulardan alman biyopsi ornekleri, santrifiij 

edilmemi~ veya edilmi~ idrar, BOS sedimentleridir. 

Mikroskobik Tam: Mantar infeksiyonlarrnrn saptarnnasmda s;abuk, ucuz ve etkin 

yontemlerinden birisi uygun olarak alman ornegin direkt incelemnesidil 

Orneklerin direkt incelemesinde, larn-Ian1el alaSl ya~ preparasyon, Giemsa, 

Wright, Gram, periyodik asit-Schiff (PAS) boyan1a, potasyum hidroksit (KOH), 

kalkoflor beyazl-KOH, s;ml miirekkebi preparasyonu gibi yontemler 

kullamlmaktadn 

Klinik ollleklerin nativ mikroskbik incelemnesi sonucu maya hilcreleri 

goriilebilir Hif yapllarl, % 15'lik KOH soliisyonu ile 5-19 dakika epitel 

yapllarrnm aynlmasl ile daha iyi goriiliil Floresan mikroskobu ile incelemede 

kalkoflor beyazl kullamlarak hazlllanml~ boyah preperatlar, nativ preperatlardan 

daha iyi kontrast olu~turmasl nedeni ile tamYI kolayla~tIlIr (8). 
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Candida izolasyonu 

morfolojisi: Mantarlann tammlanmasmda ikinci basamak, kiil!tirdeki 

mOifolojisinin incelenmesidir. Koloni morfolojisi maya mantarlanm kiif 

aYlfmada ilk kriterdir. Koloni goriiniimu, farkh maya !tirleri 

,\l1<lsIDldall(!' aymmda kuflerdekinden daha az yardllnCldlr. Oysa kiif mantarlannda 

{.j{C110l11 morfolojisi ve bu kolonilerden hazlrlanan taze prepmasyonun mikroskobik 

ile dahi !tir tammlamasl yap!labilir. Candida !tirleri beyaz-krem 

;:'<'pn,oi diizgiin (~eki12.1), tipik maya kokulu koloniler olu~tururlar. 

2.1: SDA besiyerinde iireyen Candida albicans kolonileri 

(http://medicalmicrobilogylaboratory2001.httn ) 

Tek kolonilerden pasajlar yap!lmak saf kiil!tirler elde edilir ve identifikasyon 

i~lemlerine ge<;ilir (8). 

Candidalarda identifikasyon 

Germ tiip testi: Bu test insan, dana, fetal dana veya tav:;;an serumuna :;;iiphe 

edilen kolonin inokiilasyonu ve olu:;;an siispansiyonun 35-37oC'de ii<; saat inkiibe 

edilmesi ile uygulamr. <;imlenme borusu, maya hiicresinden hiicrenin geni:;;liginin 



yakla~lk yansl, boyunun 3-4 kat! kadar biiyiikliikte hif yaplsmlIl geli~rnesi olarak 

tamrnlanabilir. Gerc;:ek <;irnlenrne borusunda hif yaplsl ana hiier'eden 9kr~ta darlrk 

gosterrnez. 

i;lekil 2.2: Candida albicans'm tav~an serumu ile yapdan Germ Tiip Testi, 

(http://labmed.ucsf.edu/Education/fung morph/fungal site/yeastpage) 

. Oklar germ tiip olu~turmu~ Candida albicanslar'/ gosteriyor. 

C. albicans'm hlZh tamslIla olanak tamyan bu testte C. trapicalis'in de hif 

ba~langl<;larl tiretebildigi, ancak bunlarda blastokonidyanlIl daha geni~ oldugu ve 

hifin blastokonidya ile hirle~tigi yerde darllk bulundugu unutulmamahdrr (l,8,13). 

Morfolojik Ozelliklerinin Ara~tIrllmasl: Candida tiirlerinin rnorfolojik 

ozelliklerini belirlernek amaclyla 1l1lSlr unlu-Tween 80, Corn Meal Agar 

besiyerleri kullamhr. Bu besiyerlerinde Candida tiirlerinin k1amidospor, 

psOdohif, blastokonidyum olu~turrna ozellikleri saptamr. 

MIsir unlu-Tween 80 Agarda klamidospor olu~umunu gosterrnek i<;in, 

incelenecek olan koloniden igne u<;lu oze ile az rniktarda a1marak besiyerine 

hirbirine parelel krsa <;izgiler <;izerek ekim yaplhr. Ekirn alam steril lamelle 

kapatlldlktan soma 22-26 °C'de inktibe edilir. Agann mikroskobik incelernesinde 

yalanci hiflerin boyut ve ~ekilleri, hif boyunca dizilmi~ olan blastokonidyalann 

organizasyonu ve artrokonidya varhgl ara~tmhr. Yaianci hif ve blastokonidya 

varhgl ve artrokonidyamn yoklugu ara~t11'1lan koloninin Candida cinsine ait 

oldugunu gosterir. Kahn duvarlI klamidosporlar C. albicans i<;in tam 

koydurucudur. Ancak tiirlerin kesin tamsl ~eker fermentasyon va asimilasyon 

deneyleri ile konur (l,8). 
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testi: Mayalarda ureaz enziminin varhg1llln ara~tmldlg:I ureaz testi. 

ve C krusei 'nin baZl su~lan dl~mda diger Candida turleri ureaz 

negatifiir (l). 

2.S.3. Karbonhidrat fermantasyon ve asimiIasyon testleri 

Candidalann tamslllda onemi olan testlerdir. 

Karbonhidrat fermantasyon testinde Candidalann farkh karbonhidratlardan 

gaz olu~tnrup olu~turllladlklan ara~tmlIr. Endojen karbonhidratm Mere duvan 

tarafllldan baglanmasl nedeniyle elde edilen yalancl pozitiflikler bu testin 

dezavantajldlr (l). 

Karbonhidrat asimilasyon testinde Candida/arm oksijen varhglllda tek karbon 

kaynagl olarak ge~itli karbonhidratlan kullanabilme ozelligi ara~tll'lhr. 

Wickerham ve Burion tarafmdan geli~tirilmi~ olan asimilasyon ve 

fennentasyon testleri, Candidalann tammlal11aSl ic;in altm standar1 olmakla 

birlikte, 14 gilnde sonuy vemleSl dezavantajldlr. Daha hlZh sonue; veren 

"Minitek", "API 20 C", "Uni-Yeast-Tek", "Vitek" ve "Mierosean Yest 

Identification Panel" gibi hazlr tieari testIer geli~tirill11i~tir. Ancak ticari testlerin 

spektrul11unda bulmllllayan nadir tilrlerin tannnlanmasmda Wiekerhal11-B urIan 

yontemine gereksinil11 duyull11aktadlr (l,8). 

2.8.4. CHROMagar, Candida turlerinin aYll'll11mda kullamlan ve farkh tlirlerin 

farkh renklerde koloniler olu~tunllasl ile ayrnel tanmm yapllabildigi biT 

besiyeridir. Bu yontemle C albicans. C trapicalis ve C /a'usei ayll'll11ll1l yapmak 

mUl11kun 01l11aktadlr. Benzer amac;la, iizellikle C albicans aY11'll11111da Bigg)' agar 

(Nickerson's medium) ve Candida ID agar da kullarl1labilmektedir (33). 

2.S.5 Cal1dida/arda Serolojik tam 

<;:ogunlrkla koksidiyoidomikoz, parakoksidiyoidomikoz ve histoplazmoz 

tamlannda kullarlrIl11aktadlr. Serolojik olarak mantara ait hucre duvar l11anna!1l. 

galaktol11annan. mannoproteinler. sitoplazmik enolaz gibi antijenik yapllar \ e 



bunlara kaql geli~en antikorlar ile D-arabinitol gibi bazl metobolik lirlinlerin 

gosterilmesi tamya yardlmcl olabilmektedir. 

Antijcnlerin taranmaSI: Mantar antijenlerinin konak salglsal cevabll1dan 

bag1111s1z olmalan nedeniyle daha avantajhdll'. Ancak testlerin knllal1llabilirliligi 

antijenlerin kandan hIZla kaybolmasl nedeniyle ktsltlhdlr. 

Antikor ara~tInlmasl: Candida tlirlerinin serolojik tamsmda antikor 

ara~tIrllmasmll1. qapraz tepkimeler ve infeksiyon ile kolonizasyon aymmmda 

yetersizlik nedenleriyle tam degeri azdll'. Ozellikle iml11un sistemi basktlannll~ 

hastalarda zaYlf antikor yamtl nedeniyle sonuylar ya11l11ICldlY (34). 

2.8.6. Mantarlarm Tamsmda Molekiiler Yontemler 

Tamsal Mihobiyolojinin temel hedefi, spesifik patojenin miimkiin olan en ktsa 

slirede saptamnasl ve tammlamnasl yolu ile hasta tedavisinde geli~me saglamaktlr. 

Molekliler tamsal uygulamalar l11ihoorganizmalann kliltlir OItarnlannda 

biyolojik olarak iiretilmelerinin yerini alarak siiratle mihoorganizmalann 

varhgm111 genotipik belirleillilelerini saglanlaktadu·lar. 

Ozellikle etkenin yava~ iireme gosterdigi veya iiretilemedigi durumlar ile 

seroljik tanmm ger<;:ekle~tirilel11edigi il11l11un yamtslzhk durl1lnlannda molekiiler 

tam yontemleri bir zoyunluluk olarak ortaya ylkmaktadlr (35). 

Hibridizasyon Yontemleri 

Denatiire olmu~ <;:ift iplikli DNA veya DNA' n111 tek ipliklerinin tekrar farkh 

OIjinli ipliklerle biraraya getirilmesine hibridizasyon adl verilmektedir. Bir<;:ok 

molekiiler teknikle hibrid olu~tnrulabilmektedir (ornegin Southern blot, Dot-blot 

hibridizasyon yontemleri ile ozgiil DNA dizileri kantitatif olarak belirlenebilir). 

Problarla hedef yapmm belirlenl11esi bir hibridizasyon yontemidir. Niikleik asit # 

prob teknolojisinde: enfeksiyon ajanlanmn ozel gruplan i,in spesifik genomik 

zincirler se<;:ilir, klol1lam1'. sentezlenir ve prob olarak kullamhr. Problar enzim. 

antijen ve kemiluminesan veya radyoizotoplarla i~aretlidir ve kolayca otomatik 

sistemlerle belirlenebili1'. Klinik iirnekte problar DNA veya RNA ile hibridize 

olur. Niikleik asit probla1'. hcdef nlikleik asidin komplementcr yaplSll1a yliksek 



duyarhhkla baglanabilir, organizmalan tanllnlayabilir ve daha fazla olarak !lir 

duzeyini belirleyebilir. 

Problar ozellikle mikroorganimalann prnner kliltlirde identifikasyonu veya 

polimeraz Zincir Reaksiyol1u (PZR) lirlinlerini belirlemek iyil1 tasarlam11l~tlr. 

Candida ttirlerini, Cryptococcus neofonnans ve Aspergillus ttirlerini talllmlamak 

iyin PZR amplifikasyonu ile ttire spesifik internal transcribed- spacer (ITS) 

oligonlikleik problar kullanarak mililtrede 2-10 hlicrenin belirlenebilecegi 

gosterilmi~tir. 

In situ hibridizasyon, tlim hlicrelerde veya mikroskopik preperatlar i9in fikse 

ediImi~ doku ornekleri iyin kullalllhr. Kan klilttirlerinde bakteriler kadar mayalann 

hlZh tanunlanmasmda floresan In situ hibridizasyonul1 uygun oldugu 

bildirilmektedir, 

Benzer olarak genotipik tiplendirmelerde kullallllan Pulse Field Gel 

Electroforesis (PFGE), restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

ve polymerase chain reaction fingerprinting yontemiyle salgm su~lanm 

belirlemede de ozglil problar kullamlmaktadlr. 

Klinik orneklerden patojenleri belirlemede prob yonteminin duyarhhgl dli~lik 

oldugundan dolaYl nlikleik asit yogaltma yontemleri geli~tirilmi~tir (35,36). 

Niikleik Asit (:ogaltma Yiintemleri 

Kliltlirde gel' ve zor lireyen mikroorganizmalar 110m DNA yogaltll1a 

yontemlerinin kullalllimasl bu gliyliiklerin yozlilmesinde onemli bir geli~im 

olmu~tur. 

Nlikleik asit yogaltma yontemleri iyinde ilk geli~tirilen ve halen rutin ve 

ara~tJrma laboratuvarlan i9inde kullallllan yontem, PZR'dlr (35). 

PZR: ilk kez 1985 yrlmda bilim dlinyasma sunuldugundan itibaren PZR: hem 

ara~tlrmada hem klinik laboratuvarlarda tamda yeni bir donem ayml~lIr. ABO'de 

Cetus Corporation'da 9ah~an Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki 

taraiildan geli~tirilmi~tir. Bu bulu~undan dolaYl K.Mullis. 1993 yJll Nobel Kimya 

odlilline hak kaza11l11l~1Ir. Metod, ozelle nlikleik asitlcrin uygun ko~ullarda 

90galtrlmasldu (37). 



7 Kandidemi Tamsmda Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nun Kullamml 

Mantar infeksiyonunun tamsl iyin PZR yontemi 1990'h yIllarda kullamlmava 

. Bu Ylllardan itibaren PZR tekniginin duyarhhgl ve ozgullugu 

ara~t!f11maya ba~lam111~t1r. Candida PZR tekniginin uygulandlgl yah~malarda, 1 

kanda 1-103 CFU/ml Candida hiicresini saptayabilecek duyarhhkta oldugu 

bildirilmi~tir. 

Az saYlda mantar hucresini saptayabilme, mikroorganizma hlicrcsine ihtiyay 

duymama ve az miktarda ornekle <;ah~abilme gibi ozellikleri molekUler teknikler 

iyerisinde PZR'l on plana ylkan111~tll" (35). 

PZR elamanlan: PZR, yift iplikli bir DNA molekuliinde hedef dizilere iki 

oligonukleotid primerlerin baglanmasl ve uzamaSI esasma dayanan in vitro bir 

yontemdir. Yontem termostabil DNA polimerazlan ve farkh slcakhk derecelerini 

istenilen sure i<;in otomatik olarak ayarlayabilen bir PZR aletinde (termal ycvirici) 

uygulamr. 

PZR yonteminde, yogaltIlacak hedef gen bolgesine ilave olarak kullamlacak altl 

temel madde; ozgiil oligoniikieotid prim erler, dNTP kan~lml (dA TP, dGTP, 

dCTP, dTTP), tampon, MgCIz, Taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz ve 

su'dur. 

PZR iyin kontamine olmayan bir yevrenin saglanmasl gereklidir. Bunun iyin 

steril solusyonlann ve aerosollere direnyli pipetlerin ve filtreli pipet u<;lanmn 

kullamlmasl onemlidir. PZR teknigi yok yuksek bir duyarhhga sahip oldugundan 

kontaminasyon slkhkla kar~lla~llan bir problemdir. Bu nedenle yah~ma ortam111da 

sadece PZR uygulamalannm yapJ!acagl izole odalann 

kabinlerinin bulunmasl gereklidir (38). 

ve bivorruvenlik , b 

Oligoniikleotid Primerler: Bedel' DNA bolgesini yogaltmak iyin genellikle 20-

30 niikleotid uzunlugunda primerler kulla11l1maktadlr. Daha uzun primerlel: 

kullamldlg111da 6zgullukte bir yukselme olmadlgl gibi gereksiz yere maliyet artl~l 

olmaktadlr. Daha klsa primerler kullaIllldlg111da ise istenmeyen b61gelere 

baglanma meydana gelebilmekte ve 6zglil olmayan yogaltma lirlinleri ortaya 

I'lkabilmektedir. Primerlerin mumklin ise ortalama olarak dort bazJl1 her birinden 
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e~it saYlda iyermesi ve tekrarlayan, sadece purin veya primidin i<;:eren dizilerden 

ka<;:mllmaSl gereklidiL 

Aynca primerlerin kendi kendilerine ve birbirleri uzerlerine 

baglanabilirliliginin olmamas111a dikkat edilmelidir. iki primerin aynlma baglanma 

slcakhklan (melting temperature - Tm) birbirine mumkun oldugunca yakm 

se<;ilmelidir (39, 40, 41). 

DNA Polimeraz: PZR tekniginde ISlya dayalllkh DNA polimerazlann 

kullallllmaya ba~lanmasl, PZR'111 ara~tll1na ve klinik laboratuvarlarda rutin bir 

teknik haline gelmesine neden oln1U~tur. ]slya dayal1lkh enzimler kullal1llmaya 

ba~lal1madan once sadece lSlya dnyarh olan DNA polimerazlar 

kullamlabilmekteydi. Bu enzimler, PZR dongulerinde 94 °C'ye her ylkIldlgmda 

aktivitelerini kaybettiklerinden her PZR dongusunde reaksiyon kan~llmna 

eklenmeleri gerekiyordu. Pratik olmayan ve iizgul PZR uri.inu olu~umunu 

engelleyebilen bu durum ISlya dayal1lkh DNA polimerazlann gerekliligini ortaya 

koymu~tur. Bunu iyin ilk olarak Thennus aquaticus adh slcak sularda ya~ayan bir 

bakterinin ISlya dayal1lkh olan DNA polimerazl (Taq DNA polimerazl) izole 

edilmi~tir. Bunu biryok ISlya dayalllkh DNA polimeraz izolasyonu izlemi~tir. 

PZR'da kullal1llan bazl ISlya dayamkh DNA polimerazlar <;:izelge.2.6.'da 

gosterilmi~tir. Taq DNA polimeraz1111l1 optimum yah~ma slcakhgll1111 72 °C 

civannda oldugu belirlenmi~tiL 

Taq DNA polimeraz111 kullal1llmaya ba~lanmasl ile hem her diingtiden soma 

reaksiyon kan~1l11lna yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmaml~, hem de 

primerlerin iizgi.il biilgelerine baglandlktan soma 37°C gibi du~uk bir slcakhga 

inilmedigi iyin, istenmeyen yerler baglanmalan engelleml1i~itr. 

DNA polimerazlar, orijinal ana DNA zincirlerinden bir tanesi kahp olarak 

kullamlarak yeni bir tamamlaYlcl DNA zinciri olu~turulurken, monomer 

deoksini.ikleotid trifosfatlardan uzun polinukleotid zincirlerin sentezini katalizc 

eden enzimlerdir. Polimerizasyon her zaman deoksintikleotid trifosfatm 5· 0.­

fosfatmdan geli~en DNA zincirinin 3· terminal hidroksil grubuna dogru 

i~lediginden DNA sentezi her zaman S- u<;tan 3· uca dogru de\'am eder (42). 



<;:izelge 2.6. BaZl lSlya dayamkh DNA polimerazlar ve kaynaklan (42) 
DNA polimeraz 

-----, 
Dogall Rekombinant Kaynak 

Tag Dogal Themms aguaticus 

Amplitag<R) Rekombinant Thermus aguaticus 

Hot Tub ™ Dogal Therl11us Davis 

Pfu Dogal Pyrococcus furiosus 

, Vent™ Rekombinant Thennococcus litoralis 

Deep Vent '1M Rekombinant Pyrococcus GB-D 

Tth Rekol11binant I Thennus aguaticus 

UITma™ Rekombinant I Thermotoga maritima 

Deoksiniiklosid trifosfatlar (dNTPs): Saf deoksiniikleosid trifosfatlann 

dordiiniin ayn ayn bir arada bulundugu stok soliisyonlar mevcuttur. Stok 

soliisyonlanm yogunun pH'SI NaOH ile 7.5'e ayarlal11m~tIT. PCR iyin genel olarak 

100 ).1M dNTP konsantrasyonu gerekli olmakla birlikte daha dii~iik dNTP 

konsantrasyonlarlllda (J 0-100 ).1M) Tag DNA polimeraz daha iyi yah~maktadlr. 

Bununla birlikte optimal dNTP konsantrasyonlan MgCJz konsantrasyonuna, 

reaksiyon durumuna, primer konsantrasyonuna, yogaltllan iiriiniin uzunluguna ve 

PZR dongii saYlSllla baghdlr. BaZl PZR'lann optimizasyonunu saglamal iyin en 

uygun dNTP konsantrasyonunun ampirik olarak belirlenmesi gerekebilmektedir 

(41). 

Tamponlar: PZR'da DNA polimerazlll daha iyi yah~maSllll saglayan biryok 

tampon bulunmaktadlr. Genel olarak 1988 yIllllda Saiki ve arkada~lanl1ln 

tanllnlaml~ oldugu tampon ve bun a benzer tamponlar kullamlmaktadlr. Bu 

tampon final konsantrasyonu olarak 10111M Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KC1, 1.5 

mM MgCJz. %0,01 jeJatin, %0,01 NP40 ve % 0,001 Tween 20 iyermektedir (43). 

MgCh: Mg"2 iyonu. DNA polimeraz enziminin yah~maS1l11 saglayan onemli bir 

kofaktordiir. !vlgCh son reaksiyon kan~1l11lndaki konsantrasyonu farkh oranlarda 

olabilmektedir. Bu nedenle en uygun olan MgCh konsantrasyonunu belirlemek 
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iyin 0,5-5,0 111M arahg111daki MgCb konsantrasyonlanmn denenmesi gereklidir. 

Mg+2 iyonlan, polimerizasyon slras111da dNTP'lerin yeni yapllmakta olan zincire 

eklenmesi iyin yok onemlidir. Aynca polimeraz aktivitesini stimiile ettikleri gibi 

,ift zincirli DNA'mn aynlma-baglanma slcakhgllll arttmr ve primerlerin kahp 

DNA'ya baglanmalanm kolayla~tmrlar. MgCb konsantrasyonunun PZR iiriinii ve 

iizgiilliik tizerine yok onemli etkileri vardn. 1.0- 1.5 mM MgCb konsantrasyonu 

genellikle ideal olmakla birlikte, bazl duru1l11arda, farkh Mg +2 miktarlan gerekli 

olabilmektedir (43). 

Sicakhk dongiileri: PZR teknigi; yogaltl1masl istenen DNA orneginin, DNA 

replikasyonu ly111 gereken 1l1addelerle birlikte ii<; basamaktan olu~an 

(denatiirasyon, primerlerin baglanmasl, uzama) sikluslann belirli saYllarda 

teharlamllasllla dayamr. Bu iiy adlm bir PZR siklusunu olu~turur. Her ad1l11 farklJ 

IS11arda gen;:ekle~tirilir (Slrasl ile 94-98 0 C; 37-65 ° C; 72 ° C). PZR kan~llnlanl11 

iyeren tiipler otomatik olarak progra1l11anabilen makinalarda (ternlal ,evirici) sua 

ile bu slcakhklarda istenilen siirelerde tutulur. 

Genellikle DNA zincirleri 94° C- 98° C 'de denatiire oldugu iyin hangi primer 

kullal1lhyor olursa olsul1 ve hangi DNA yogalllhrsa yogaltlls111 denattirasyon iyin 

bu slcakhk arahgl kulla11lhr. Primerlerin birle~mesi i<;in kulla11llan slcakhk 

primerin niikleotid iyerigine gore degi~ir ve primerlerin aynlma-baglanma 

slcakhklanna gore belirlenir. Polimerizasyon sicakhgl ise enzimin en iyi yah~tlg;I 

slcakhkta 

(taq polimeraz lytll 72° C'de) tutulur. Bu slcakhklarda denatiirasyon, praner 

birle~mesi ve polimerizasyon i<;:in gereken siire aslmda birkac;: saniyedir. Ancak 

termal yevirici ic;:erisinde tiiplerdeki kan~l1nlann ta111am1111n bu sicakhklara 

ula~masl biraz slire gerektirebilir. ince yeperli ttiplerin kullal1llmasl bu siirelerin 

klsaltllmas1111 saglayabilir. PZR reaksiyonlanna ilk ba~larken ol1amdaki biittin 

DNA'lann tamammm denatlirasyonu Iym biraz uzunca bir siire gerekebilir. 

Program sonunda 

72 °C'de 3 dakika daha tutulmaSl ya1'1m kalan zincirlerin tamamianmaSll11 saglar. 
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Her diingude iizgul DNA paryasl iki katma Ylkar. Yeni sentezlenen DNA da bir 

sOllraki diingude kahp olarak kullamldlgJ iyin DNA paryalan geometrik olarak 

artar. Bu geometrik birikim ile birkay saat iyinde iizgul hedef paryal1m milyonlarca 

paryasl olu~maktadlr (43), 

PZR'a Dayah Tam Yiintemleri Olu~turmak j~in Stratejiler 

PZR 'a dayah tam yiintemleri olu~tururken duyarhhk ve iizgUllUgu optimize 

etmek iyin ye~itli faktiirlerin uygulal1masl gereklidir. 

Hedef 

Tamsal PZR'1l1 iizgullUgu yogaltlm iyin uygun bir hedef dizisi seyilerek 

saglanabilmektedir. Ozgulluk, hedef dizi ve farkh cins veya turlerin DNA dizileri 

arasmdaki homoloji derecesine bakrlarak belirlenir. Ornegin, tUm mal1tarlarda 

oltak olan bir genin fazlaca koruml1u~ olan bir biilgesinin PZR protokoliinde hedef 

dizi olarak seyilmesi bir infeksiyonun bakteriyal veya mantar kaynakh oldugunu 

giistermek iyin uygundur. Bu strateji, biryok grup tarafmdan, yogaltlm iyin hedef 

dizi olarak fungal ribozomal RNA( rRNA) i<;indeki oldukya korul1mu~ biilgeler 

veya Universal biilgeler seyilerek uygulam111~t1r. Mantar DNA kaynag1llm cinse mi 

ait oldugunu yoksa tlire mi ait oldugunu saptamak il'in ye~itli PZR ,?ogatnl1 UrUnU 

saptama yiintemleri kullamlabilmektedir. rRNA genlerinin digerbir avantajlda 

PZR duyarhhgml arttlran yuksek kopya saYlsl olu~turabilmeleridir (43), 

1990 Yllmda Buchman va arkada~lan tarafmdan sitokrom P450L]A] 

(lanosterol-14a- demethylase) gemm kodlayan bir mantar DNA dizisi primer 

olarak seyilmi~tir (44), 

1994 Ylhnda Makimura grubu tlbbi iinemi olan 25 adet mantann 78 turUnu 

mantarlann 18 S rRNA genlerinde korunmu~ biilgeleri kullanarak yogaltan bir 

PZR yiintemi geli~tirmi~lerdir (45), 

1994 Yllmda Holmes ve arkada~lan, ye~itli Candida tlirlerini iyeren kan 

iimeklerinden ekstrakte edilen Candida DNA's11l1l1 tesbiti iyin; tUm Candida 

tUrleri arasmda 011ak olan 5s rRNA gen dizisini kodlayan PCon 1 ve PCon 2 

primerlerini dizayn ederek 105 bp'lik bir biilgeyi ba~an ile yogaltlm;;]ar ve agaroz 

jclde yUrUterek giistenni~lerdir (46), 



1998 yllmda Van Burik ve arkada~lan medikal olarak iinemli l11antarlan 

saptal11aya yiinelik ktiytik subtinit rRNA gen dizisini tamamlayan bir yift primer 

dizisi dizayn etl11i~lerdir (47). 

Ornek Se~imi ve HaZIl'lama 

Tal11sal PZR potokolti geli~tirirken klinik iirnek seqimi ve DNA ekstraksiyon 

yiintemi 90k iinemlidir. Candida infeksiyonlannm tamsmda yogu PZR protokolti 

klinik olarak iinemli olan mantarlann kandan tesbitini yani kan iirneklerinin 

yal!~llmaSlJlI kapsamaktadu. Kan ve serum kismen non invaziv yiintemlerle 

saglanabilmeleri nedeniyle sistemik mantar infeksiyonlannll1 tal1lsll1da potansiyel 

olarak kuIlal1l~1! iirneklerdir. 

Tam kan ile Candida DNA'sl pozitif bulunan iirneklerin ancak % 50'sinin 

serumda Candida DNA'sl saptanabilmi~tir (32). 

KuIlal1llan DNA ekstraksiyon yiinteminin tizellikle iki hedefi olmal!du: (i) 

minimal kaYlpla mantar DNA'SlJlI etkin olarak safla~t11"llabill11ektedir, (ii) 

iimekten PZR inhibittirlerini kaldlrabill11elidir. DNA ekstraksiyonu slrasmda 

iinemli bir a~ama olan Candida hticre duvanmn parqalanmasl zordur. Enzimatik 

ve mekanik yiintemlerle pan;:alanabiIl11ektedir. Lyticase ve Novozym 234 DNA 

ekstraksiyonuna yardm1cI olan sindirici enzimlerdir. Mekanik olarak cam 

boncuklarla parqalanma da kullal1llmaktadlf. 

HUcre lizisi ile aylga ylkan proteinlerin DNA'dan ayn~t11"llmasll1da, haZlr 

kitlerin kullal1llmasl ile daha iyi bir ekstrakte DNA tirUnti saglanabill11ektedir 

(QIAamp DNA mini kit (Qiagen). MagNA Pure LC DNA (Roche) Isolation Kit). 

HaZll' kitler, diger yiintemlere nazaran zaman tasarrufu sagladlklan gibi fenol ve 

klorof01111 kullanll11ll11 ortadan kaldmnaktadlr. Ancak uygulanan protokole oncmli 

bir ek mali ktilfet getirmektedir (48). 

2.8.8 <;:ogaltIlan Uriiniin Saptanmasl ve Degerlendirilmesi 

PZR tirtinlerini gostermek iyin kullamlan ytintem duyarl!l!k ve iizgtillligti 

arttJrabilmektedir. Amplifiye edilen DNA veya RNA' nm tesbitinde kullamlan 

biryok metod vard!r. Molekiiler tam teknigine UygUll olan tesbit metocjunull 

sCyi lmesi: 

i) Hedefveya prob amplifikasyolluna. 
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ii) Ntikleik asidin R.NA veya DNA 0lmas1l1a, 

iii) Baz dizisinin heterojenligine, 

iv) Amplifiye tirunlerdeki nadir baz dizi varyantlanmn saptanmasma, 

v) Primer veya problardaki dogal dizilimler dl~1I1da yeni baz dizilerinin 

olu~umwla baghdlL 

Bu ozellikler goz oniinde bulundurularak seyilebilecek goriintiileme yontemleri 

~unlardlr: 

A. Jel elektroforezi 

B. Hibridizasyon (Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) temeline dayah 

TaqMan. Moleculer beacon. LightCycler ve Ampliflor teknikleri ) 

C. Kalorimetrik mikrotitre plak sistemleri 

D. Kemiltiminesans i~aretleme 

E. Oligomer baglanma yontemi ile amplifikasyonunun gosterilmesi 

F. Matriks hibridizasyon ve DNA 'chip' teknolojisi. 

Jel elektroforezi; (:ogaltIlan ntikleik asitlerin gosterilmesinde kulla1111an 

geleneksel metod agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezini takiben etidyu111 

br0111iirle (EtBr) boyanan jeldeki bantlann gozlenmesidir. EtBr. elektroforezden 

sonra DNA profillerinin tan111111aS1111 sagJar. EtBr sadece yift iP9ikli DNA'ya 

baglanabildigi iyin tek ip9ikli DNA veya RNA tesbitinde kullamlamamaktadlr. 

Tek ve 9ift ipyikli DNA ve RNA tesbitinde ' Cyber green' (CG) boyalan da 

kullamlabilmektedir (49). 



<1),""''>-' 
veVONTEM 

(:ah~ma Grubu 

Plalllallall ,ah~mada; Bir y11 siiresince (0110112004-0110 1I200S larihleri 

t~Sllld:3) Akdeniz Universitesi Hastallesi i, Hastahklan Ana Bilim Dah (ABD) 

UJ1'res:illdelG Hematoloji Bilim Dah (BD), <;:ocuk Saghgl ve Hastahklan ABD 

t¢rnatolc,ji-OnkolojI·· BD'1 servislerinde ve Kok Hiiere Transplantasyon (KHT) 

Ijit,~siIlde yatan ve ilgili birimleree malignite tamsl konan; kandidemi on lamh 

78 hastamlz111, giinli.ik 16kosit saYllan ve ate~leri izlenerek prospektif 

0"olarak febril notropenik donemleri saptandl. Notrofil diizeyi SOO/mm3'iin altlllda 

ya da SOO-1 000/mm3 arasmda oldugu halde 48 saat i,inde SOO/nun3 'iin altllla 

<d'li~rne:31 beklenen hastalarda, oral veya aksiler bolge1erden ol,tiIen ate~in 

°C'nin iizerine ,lkmasl yada bir saat siireyle 38.0-38.2 °C araSl slcakhk 

:C'Lol¢fun:iifebril notropeni (notropenik atq) olarak tammlandl (SO). 

78 hastanm tiimii taraflll1lzdan bilgilendirilip onaylan alllldlktan soma 

9ah~maya dahil edildi. Projemizin bir omegi, Akdeniz Universitesi TIP Fakiiltesi 

Daimi Etik Kurulu'na sunularak etik kurul onaYl al1l1dl. 

<;:ah~maya allllan hastalara ait bilgi formu omegi, ekte SunUllllu~tur (ek 1). Bu 

fonnda; hastamn notropeni diizeyi, siste1l1ik kandidiyazllll destekleyen bulgulan11 

varhgl, risk faktorleri, kandidiiri hikayesi sorgulamm~tlr. 

Hastalann boli.imlere dag111mlan, ya~lan ve pruner hastahklan ekle 

sunulmu~tur (ek 2). 

Candida DNA'smm kandan izole edilmesinde; duyarhhk, ozgiilliik, maliyet 

ve uygulanabilirlik ozellikleri goz oniine bulundurularak Loeffler ve ark. ·11111 

geli~tirdikleri otomatize Magna Pure LC ve manuel Qiagen kitlerinin kullamldlg1 

protokol ,ah~malan dikkate almarak ger,eklqtirilmi~tir (SI). 

3.1.2 Klinik iirneklerin ~ah~maya alll1l§1 ve ~alr~ma proscdiirii 

Ate~in yiikselmeye ba~ladlgl ilk saatlcrde antifungal tedaviye ba~lanll1adan 

oneeki steril ~artlar·a uyularak al1l1an kan ornekleri: PZR i,in EDT A·h (Etilen 

Diamin Tetra Asetik Asit) tiiplere \e kan kiiltiirleri i,in soybean casein broth 
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iyeren kan killtUr ~i~elerine (Yeti~kin hastalar iyin: Plus Aerobic/F - pediatrik 

hastalar iyin; peds plus/F Becton Dickinson) inoklile edill11i~tir. EDTA'lJ tUplere 

al!l1an 3-5 ml hacmindeki kan ornekleri, RNA ve DNA'dan anndmlml$ filtreli 

pipet u,lan kullamlarak ependorflara aktanldl ve Candida DNA'sllun 

safla~tmll11asl i$lel11i yapIlmcaya Kadar -70 °Cdc l11uhafaza cdildi. 

Kan killtilr $i$eleri, Bactcc 9240 (BD Bactec-Becton Dickinson Diagnostic 

Instrument Systems, Cockeysville, Md) kan killtilr cihaz111a yerle'ltirildi. Drcme 

sinyali allllll1Caya kadar cihaz i,inde bir hafta silre ile inkilbe edildi. Dreme sinyali 

alll1an kan killtilr '1i'leieri; cihazdan ylkanldl, kanh agar ve SDA (Saburoud 

Dckstroz Agar)'a ekimi yaplldl ve sonras111da 24 saat 37°C etUvde inkUbc edildi. 

AYflca febril notropenik atak geyiren hastalarda, kan kliltiirleri ve EDTA 'h tiiplere 

allllan kanlarla e'l zamanh olarak; idrar, katater, dl$b ve bogaz ornekleri de almdl 

ve kiiltiirleri yapIlarak kolonizasyon olaslhgl degerlendirildi. Bu ama91a; SDA 

besiyerine ekim yapddl ve 24 saat 37°C etiivde inkiibe edildi. Dreme 

gozlenmeyen kolonilerin inkiibasyonu bir haftaya Kadar uzaUldl. Bu siirede, kan 

kiiltiirleri ve kolonizasyonu degerlendirmek i,in allllan kiiltiirJerde (idrar, katateL 

d1'lbve bogaz) iireme tespit edilen kolonilerin tiir aynnu i9in; l11ihoskobik 

inceleme neticesi ile maya morfolojisinde gozlenen Candida 'lara germ lUp testi 

uygulandl. Genu tiip yapan Candida'larl11 fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri 

incelenerek tiir diizeyinde tammlanmasl yapJldl. 

Genu tiip yapmayan Candida'farm tiir aymml 19111, fermentasyon ve 

asimilasyon reaksiyonlanna dayah sonuy veren ID 32C ( BioMerieux ) kiti ile 

Mini API (BioMerieux) tam otomatize cihazmda tiir tammlamasl yaplldl. 

Oniversite hastanemiz, Merkezi Ara~tJ[ma Laboratuvan 'nda: Candida 

DNA 'S111111 safla~tll'llmasI, ,ogaltllmasl ve gorlintUlenl11esi i'llemleri 

gen;:ekle$tirilmi~tir. Dniversite hastanel11iz Merkez Laboratuvan blinyesi11deki 

Bakteriyoloji rutin laboratuvar'1I1da da kiiltiir yontel111eri ile Candida '!al'ln 

izolasyonu ve tammlall111aSI yaprJdl. 



3.1.3. AYlra~ ve Gere~ler 

Ekstraksiyon 

<;7izeIge 3.1. MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III (Roche) Iycrigi 

tamponu I Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension 

6 cam ~i~e 

tamponu II 

Ylka111a ta111ponu I 

Lysis/Bindmg Buffer 

100 1111 I ~i~e 

Bacteria Lysis Buffer 

100 1111 J ~i~e 

Proteinase K (liyofilize toz) 

6 cam ~i~e 

Elution Buffer 

100 ml I ~i~e 

Liyofilize toz halindeki proteinaz kullamlmadan once, 1.2 ml elution buffer 

liyofilize proteinaz K iyeren cam ~i~eye eklendi. 

Kit iyerigi oda ISlsmda (15 - 25°C) bir pi bozul111adan muhafaza edilebilir. 

<;7lzelge 3.2. QIAa111p DNA Mini Kits (Qiagen) Kit Iyerigi 

250 adet spin kolon 750 adet 2 1111 tiip "-'---l 

54 1111 AL buffer I 50 ml AIL buffer 

95 1111 A WI buffer 110 1111 AE buffer 

66 ml A W2 buffer 6 1111 proteinase K 

Proteinase K, kullaI11l11a hazlrdIr (Proteinase K - 20 °C de bir yd 

bozull11adan muhafaza edilebilir). 

1. AL buffer: Kulla1l1111dan once yalkalandl. 

2. A WI buffer: tIk kullal11mdan once konsantre buffer iyine 125 1111 ethanol 

(% 96-100) eklendi. 

3. A W2 buffer: tIk kulIalll111dan once konsantre butler iyine 160 1111 Ethanol 

(% 96-100) eklendi. 

Her Uy butler da oda lSlsmda (IS-25°C) bir yIl bozllimadan l1111hafaza 

edilebilir. 



ill!f'.J •. J. Amplifikasyon Taq PCR Core Kit (Qiagen) Kit i<;:erigi 

250 U (5 Units/fll) 

nt''"'' buffer, lOX 1.2 ml 

2.0 ml 

1.2 ml 

Mix (herbirindenl0 mM) 200 fll 

iyerigindeki maddeler _20° C' de saklanmahdll'. 

3.2.1. PZR Yontemlerinin Allalitik Duyarhhklarlllll1 Tespiti 

Pozitif Kontrol: t;:ah~ma!mzda Amerikan ktilttir koleksiyonundan (ATCC) 

C.albicans·ll1 ATCC 90028 standart su~u, pozitif kontrol olm-ak 

Su~ SDA'da 35 °C'de 24 saat inktibe edilerek besiyerinde tiretildi. 

]{f;!tiil'(l"n elde edilen Candida ile, fosfat tampon iyerisinde (0.5 McFarland'da 106 

Candida hticresi denk gelecek bulamkhkta (52)) densimat (BioMerieux) cihazmda 

McFm-Iand degeri okutuldu. Kan bankasmdan saglanan saghkh insan EDT A' h 

kam iyerisinde 105
, 104

, 103
, 10\ 101 Candidalml olacak ~ekilde stispansiyonlan 

yap!lm-ak diltie edildi. Farkh diltisyonlm-daki bu stispansiyonlarla testin analitik 

duyarhhgl tespit edildi. 

Negatif Kontrol: Negatif kontrol H;om steriJ deiyonize su ve kan bankasllldan 

temin edilen saghkh insan EDTA'h kam olmak tizere iki kontrol kullamldl. 

3.2.2. Candida DNA Ekstraksiyonu 

Candida DNA ekstraksiyonu iyin 2 farkh ticari kit ile 9ah~ma planlandl. 

I. Otomatize MagNA Pure LC cihazl (Roche) araclhgl ile MagNA Pure 

LC DNA Isolation Kit III (Bacteria, Fungi) ve 

II. Manuel (Lyticase + QIAamp DNA Mini Kit- Qiagen ) Ektraksiyon 



I.Otomatize MagNA Pure LC Protokolii ile Ekstraksiyon 

MagNA Pure Cihazmm Tamtmll 

MagNA Pure LC tam otomatize bir ekstraksiyon cihazldlr. Cihaz bir bilgisayara 

bagl!dlf ve bu bilgisayara yiiklenen programlar dogrultusunda estraksiyon i~lemini 

kapah devre olarak ger~ekle~tirmektedir. Cihaz biinyesinde farkh i~levlerin 

gen;:ekle~tirildigi boliimlere aynlml~l1r. Aynca cihazm ~al!~masl SJrasmda dikkati 

yeken ozelligi, i~inde farldl birimlerden olu~an hareketli bir robotik kola sahip 

olmasldlr. 

Uretici firma tarafmdan onerilen ekstraksiyon i~lemine uygun, Pmi of Software 

3,0 programmm bilgisayara yiiklenmesinin ardmdan yiiklenen program 

dogrultusunda; hareket eden kol ile, cihazm iyindeki farkll boliimlerde pipetleme, 

Ylkama, magnetik alan olu~turulmasl ve kaldmlmasl, elde edilen DNA'mn elution 

buffer i~inde saklanmasl gibi i~lemler geryekle~tirilebilmekte ve hasta ornekleri 

ile direkt temas kUlulabilmektedir. 

i;\ekil 3.1, MagNA Pure Cihazl 

(http://www.roche.com/pl 07751 medium.jpg internet sitesinden aynen almt!.) 

EDTA'1! tiip i~ine alman kan orneklerinde; MagNA Pure LC cihazmda, , 

MagNA Pure LC DNA izolasyon Kit III (Roche Diagnostics) prosediiriine uygun 

olarak ekstraksiyon i~lemi gef(;;ekle~tirildi. 

MagNA Pure LC cihazmdaki i~lemlerden once dl~anda yapdmasI gerekli 

~ah~malar: EDTA'1! tiiplere alman kan orneklerinden 100 Ill'si, 1.5 ml ependorf 
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,wplere aktanldl. Ozerine 130 1-11 Bacteri Lizis eklendi ve 65° C'de 10 dakika 

ipl<iit1e edildi. Soma bu kan~lma 201-11 Proteinaz K eklendi ve 95 °C'de ]() dakika 

.' inkiibe edildi. Soma ependorftiiplerindeki SlVl MagNA Pure LC sample kartu$una 

call$ma Iistesine uygun olarak otomatik pipet aracllIgl ile transfer edildi. 

",jVJlagl,A Pure cihazmm ~ah~masl: Cihaz, 9all~ma kitine uygun olarak bilgisayara 

yiiklenen program dogrultusunda, reagenlerin ve sarf malzemelerin miktanm ve 

cihaz i9i lokalizasyonnnu bagh bulundugu bilgisayann ekranmda gostermektedir. 

Cihazm cam dl$ kapagl ayllarak reagenler ve sarf malzemeler cibaz iizerinde 

kendilerine aynlan uygun boliimlere yerle$tirildikten soma hasta orneklerini iyercn 

sample kartu$ bilgisayar ekralllnda gosterilen uygun bolgeye yerle~tirilir. CihazIl1 

dl~ cam kapagl kapatIhr ve bilgisayar iizerinden yalI~tmlu. Cihaz. once sarf 

malzemelerin yerini ve miktanm robotik kolda O'er alan optik okuO'ucusu ile 

kontrol eder. Eksikse uyan verir, degilse robotik kol araclhgl ile once pipet 

w;:lanlll alIr ve reagenleri uO'gun birimlere dagltarak yah~maya ba~lar. Bu slrada 

bilgisayar ekranmdan yah~manm a~amalan ve testin ne zaman sonlanacagJ 

goriilebilmektedir. 

Cihaz kapah devre sistemi iyerisinde; lizis soliisyonu kullanarak kalan 

eritrositleri ve 16kositleri Iizis edecektir. 

Aylga ylkan DNA 'nm ytizeyi magnetik cam partiktilleri kullallllarak 

sanlacaktIr. Olu~turulacak magnetik alanm etkisi ile DNA--cam partiktilleri 

kan~1l11l slvldan yekilerek uzakla$tIracaktu. 

Magnetik alan devam ederken yogun Ylkama i~lemleri ile DNA-cam 

partikiilleri dl~Il1daki hiicresel artIldar temizlenecektir. 

Daha soma magnetik alanda meydana getirilen degi~ikliklerle sadece cam 

paI1iktiller tutulacaktlr. Cam partikiillerden ayn$tmlan DNA ise 200 1-11 elution 

buffer iyinde, cihazdaki son b61mede muhafaza edilecektir (~ekil 3.2). 



,/~t"",3.2 MagNA pure cihaz! ile nlikleik asid izolasyon ad!mlan 

'. , 

Lizi, buffer Magnenk cam 
ii, hiicrel,rin partikiiler 

kull'Jl1larak DNA par,alanm.s! 
yuzeyinin sanimasl 

Yogern yrkama Magnetikalanm Magnetikaland. 
afamal,n iI, olufturulmasr iI, meydan. getirilen 
huer",1 arhklann cam boncuk- DNA degifim sayesinde 
cam boncuk- DNA kompleksinin bir arad. cam boncuklarm 
kompleksinden smdan aynfmaS! tutulup DNA'run 

I , I 

11 

Cam boncuklardan 
ayn$hnlrp uzakia$hnlan 
DNA'mn, elution buffer 
i0nde inkiibasyonu 

uzakiaft!nlmasJ uzaki'ftrnlmasr iI, 
kompleksinin aynfmas! 

I. Kandan Mantar Genomik DNA'smm modifiye manuel (Lyticase + 

QIAamp DNA Mini Kit-Qiagen)ekstraksiyon protokolli ile saf1a~tmlmasl. 

i~lem basamaklan; Flahaut ve ark.'mn (53) modifiye manuel Candida DNA 

ekstraksiyonu ile Loeffler ve ark.'mn (54) standart manuel Candida DNA 

ekstraksiyon uygulamalan goz online almarak ger~ekle~tirildi. 

1, EDTA'h tiip igerisine almnl1~ 3 ml kan ornekleri, 15 ml'lik propilen santriflij 

tiiplerine aktanld!. 

2. Uzerine 9 ml'lik eritrosit par9alama tamponu eklenerek 10-15 dakika buzda 

inklibe edildi. 

3. fuklibasyon sonras! 10 dakika 3,000 devirde santrifuj edildi. 

Santrifuj sonras! slipernatan auld! ve eritrosit par~alama tamponundan itibaren (2 

ve 3) i~lemler tekrar edildi. 

4. Ardmdan 1 ml Lokosit par~alama tamponu iIave edilerek ve 65° C'de 45 

dakika inkiibe edildi. 

Sonra 10 dakika 5,000 devirde santrifiij yap!ldJ ve santrifiij sonras! siipernatan 

auld!. 



[11 NaOH (50 mM) 10 dakika 95°C' de inkiibe edildi. 

10 dakika 5,000 devirde santrifiij yaplldl ve santrifuj somaSl siipernatan 

[11 Lyticase soliisyonu eklenerek 37°C' de 30 dakika muamele edildi ve 

'eroblastyapl olu~turuldu. 

edilen soliisyon mikrosantrifuj tiipiine aktanldl. 10 dakika 14,000 dcvirde 

oM,·,tiil yaplldl ve santriftij somasl siipernatan atlldl. 

180 [11 A TL buffer ve 20 [11 Proteinase K soliisyonunu pellete eklendi ve 

15 dakika 55 °C'de inkiibe edildi. 

edilen soliisyonun 200 [11' si mikrosantrifnj tiipiine aktanldl. 

200 Jll AL buffer eklendi ve soma 15 saniye vortekslendi. 

56 DC'de kuru lSI blogunda 10 dakika inkiibe edildi. 

KIsa bir santrifuj ile kapakta biriken SIVI a~aglya indirildi. 

200 [11 Ethanol (% 96-100) ornege eklendi ve 15 saniye vortekslendi. 

KIsa bir santrifuj ile kapakta biriken slvlYI a~aglya indirildi. 

Dikkatli bir ~ekilde 2 ml koleksiyon tiiplerine aktanna i~lemi i9in, otomatik 

lHf.'~U~ tiipteki tUm SIVI almarak koleksiyon tiipiine yerle~tirilmi~ spin kolonlara 

transfer edildi. 

Tiipiin kapagl kapatJlarak 6.000 x g (8.000 rpm) 'de 1 dakika santrifuj edildi. 

Alttaki koleksiyon tiipii atllarak yenisi ile degi~tirildi. 

16. Spin kolona 500 Jll AWl buffer ekleyip 6.000 x g- (8.000 rpm) 1 dakika 

santrifuj edildi ve alttaki koleksiyon tUpii atJlarak yenisi ile degi~tirildi. 

17. Spin kolona 500 [11 AW2 buffer eklendi en yiiksek hlzda (20.000 x g- 14.000 

rpm) 3 dakika smltrifuj edildi. 

Alttaki koleksiyon tiipii atllarak yenisi ile degi~tirildi. 

18. Spin kolonu 1.5 ml'lik ependorf (tipe yerle~tirildi. 200 JlI AE butler ekleyip t 

oda slcakhgmda I dakika inkiibe edildi. 6.000 x g (8.000 rpm)'de 1 dakika 

santrifuj edildi. 

Sonli<; olarak: 200 JlI DNA ekstraktI elde edilerek ampliiikasyona haZlr hale 

getiri1ll1i~ oldu. 



Candida DNA'smm Amplifikasyonu 

Modifiye manuel (Lytiease + QIAamp DNA Mini Kit) eklraksiyon ile 

,ot<)!ll"ti2:e MagNA Pure LC ektraksiyon protokoliiniin uygulanmasl sonueu elde 

Candida DNA'lannm amplifikasyonu i9in Taq PCR Core Kit (Qiagen) 

Elde edilen DNA'lardan ornek ba~ma 10 fll almdl ve Taq PCR Core Kit 

(Qiagen) kullamlarak reaksiyon kan~l1m (t;:izelge 3.4) olu~turuldu, 

Sentetik oligoniikleotid primerIer Peon I (5' -AGT TTC GCG TAT GGT CTC 

CC- 3') ve Peon 2 (5'-GTT GCG GCC ATA TCT AGC AC-3') Candida tiirleri 

arasmda ortak olan 5s rDNA bOlgesinden SC9ildi (54), 

Olu~turulan reaksiyon kan~l1m (<;:izelge 3.4) tennal yeviriei eihazma (Teehne­

Genius) <;:izelge 3.5'de belirtilen program dogrultusunda yiiklendi ve Candida 

DNA'sl yogaItlldl. 

<;:izelge 3.4: Reaksiyon kan~lml 
---~'-~-~---~'-------l 

Amplifikasyon i~erigi Ornek Ba~ma (pJ) 
i 

lOX buffer " ~ 

Q soliisyonu 5X 6 

dNTP miks (lOmM) 0.3 

Primer- I (I 00 pm) 0,3 

Primer-2 (100 pm) 0.3 

Taq DNA polimeraz (5 U/fll) 0.4 

dH20 9.7 

OrnekDNA 10 

Toplam haeim (fll) 30 

f 



Ciz:elg:e 3.5: Tennal ycvirici cihaz programl 

30 

Slcakhk (0C) 

94 

94 

58 

72 

72 

Siire 

1 dakika 

30 saniye 

45 saniye 

1 dakika 

1 dakika 

3.3. Amplifiye Candida DNA'slllm Agaroz Jel Elektroforez ile 

Goriintiilenmesi 

Amplifikasyon UrUnleri; % 2'lik TBE (Tris-borate) agaroz jelde elektroforeze 

tabi tutularak yUriitiildU ve etidyum bromid ile boyandlktan sonra yiiriiyen DNA 

bantlan UV -transluminatiirde goriitiilendi ve incelendi. 

3.3.1. Elektroforez i~lemleri 

J elin HaZll'lanmasl 

lOX TBE ( Tris borate) stok solUsyonu hazHlamak iyin gereken killlyasal 

maddeler: Tris. Boric asid. 0.5 M Na2 EDTA (disodyum etilendiamintetraasetet) 

(pH 8.0), distile deiyonize su (Kimyasal maddeler ve olu~turulacak lOX TBE stok 

soliisyonu oda slcakhgmda muhafaza edilebilir). 

1. 0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0) soliisyonu haZll·landl. Bu solUsO'ondan 40 ml 0.5 M 

haZll'lamak iyin: Na2 EDTA (MW= 372.24), 7,4448 g hassas terazide tartlldl. 

Iartllan Na2 EDT A Uzerine, distile su eklenerek toplam hacim 40 1111'O'c 

talllamlandl, magnetik kan~tmCJda ve oda lSlsmda kan~tmldl. AO'm anda 

solUsO'onun pH degerini 8.0 yapmak i<;:in, pH degeri pH metre ile kontrol edilerek 

azar azar NaOH pelletinden eklendi. Elde edilen soliisyon alikotlandl ve 

otoklavlanarak sterilize edildi. 

2. 108 g Iris ve 55 g Borik asid hassas terazide tartlldl. Dislile suda eklenerek 

toplam hacim 900 ml'yc talllamiandl. (ozdiirme i~lemini kolayla~tl1mak iyin 



· kan~tH1C1da \ie oda lSlSll1da kan~tmldL 40 1111 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 

ve toplam hacim distile su eklenerek 1 litre'ye tamallllandL 

TBE 9ah~llla soliisyonu hazlrlalllak i9in lOX TBE stok soliisyonu, hacilllsel 

10'da bir oramnda distile su ile dilue edildi. 

2'lik agaroz jel i9in: 100 ml I X TBE soliisyonu i9in 2 g agaroz, hassas 

tmiJidl. Agarozun iizerine, 100 ml IX TBE soliisyonu eklendi. 

1ikrodla1f;a fmnda medium lSI ayannda 2-3 dakika ISltJldL Sonra I dakika kadar 

Jgumasl beklendi. 

Tablaya Dokiimii 

.lei tablasll1111 iy yiizeyi ve taraklann uylan Cinceki elektroforez i~lemle1inden 

kalan jel art1klan yoniinden incelenerek kirlilik \iarsa temizlendi. Taraklm'm 

<u,lan kontrol edilerek diizgiin bir ~ekilde lei tablasll1a yerle~tirildi. Su terazisi ile 

tablaS1111l1 denge ayan yaplldL Haz][lanan % 2 agmoz i,eren SIV1 haldeki 

jel tablas1l1a ara \iem1eden \ie hava kabmcIg1 olu~tum1adan hlzhca 

dCikiildii. Jelin soguyarak katJla~masl beklendi. Tmaklar jele zarar venneden 

dikkatlice Ylkanldl. lelde olu~an kuyucuklar kontrol edildi. 

Elektroforez tm1k1l1a, tm1k iizerinde i~aretle belirtilen yere kadar 1 X TBE 

9ah~ma soliisyonundan eklendi. Katlla~ml~ jel, jel tablas1yla birlikte DNA'mn 

pozitif kutba hareket edecegi goz oniinde bulundurularak, IX TBE 9ah~ma 

soliisyonu is:eren elektroforez tankma uygun pozisyonda altmda hava kabarclgl 

olmayacak ~ekilde yerle~tirildi. 

Jele Amplifikasyon Uriinlerinin Yiiklenmesi 

Her yah~ma Cimegi iyin, bir parc;:a pmafilm iizerine 10 fll amplifikasyoll iiriinii 

ile 2 fll gel loading soliisyonu (5X) ayn ayn kondu. Jeldeki kuyucuklara yUkleme 

yapmadan once pipetleme ile DNA \ie gel loading SOliiSYOl1U parafilm iizerindc 

kan~tl1"lldl, sonra bu kan~lm pipetlenerek jel iizerindeki UygUl1 kU)llcuga inoki.ile 

edildi. Her elektroforez i~leminde, ml'de 0.5 mg DNA i,eren kulla111ma haZlr 

marker (DNA Ladder- MBI Fermantes),dajeldeki uygun kUYllcuga yiiklendi. 

Elektroforez tankma elektrik ak1111l ta~lyacak kablolar + ve - u,lan dikl,ate 

almarak dogru akl111 iireten giiy kaynagma ( B10-RA,D, Power PAC 300) baglandl. 
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kaynagl jelin bilyilklligilne gore 70 ya da 120 Volta, silre olarak da 30 ya da 

dakikaya ayarlandl. (Cihaz 9ah~tmldlgmda + ve - kutup bolgelerinden hava 

91k1~1 gozlemlenmelidiL) 

105 

Candida DNA ilrilnil elde edilen pozitif (+) kontroller ve olu~acak 

karld](1enl!11 hastalara ait Candida DNA bantlarllllll analizi, oda slcakhglllda UV 

lraJllSLllUllll111aTor cihaz111da (Alpha Inotech Tranl111ninator) degerlendirildi (55,56). 



Dosya no: istem no: 
Cinsiyet: Ya~: Tel. no: Dogumyeri: 

hastahk (altta yatan hastahk): 
veya aksiler Ate~: °C 

Si.sten~ik kandidiyazis talllsllll desteleyen bulgulan 
Var Yok Sure 

Risk faktorleri 
Var Yok 

.. Santral venoz katater 
Uriner katater I 

. Bobrek yetmezligi / (Diyaliz Hemodiyaliz / Periton diyalizi) 
Parenteral hiperalimentasyon 
Abdominal / Kardiyak cenahi giri$im : 
Organ transplantasyonu 
Yamk 
Diabetes Mellitus (DM) : Tip! DM / Tip II DM 
Kandidiirii hikayesi ! 

Kortikosteroid kullan1l11l , I 

,<;:oklu Antibivotik kullan1l11l 
I I ~ 

L 
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Ek 2: <;:ah~maya alll1an hastalann bollimlere dafplllllJ, tal1llan ve ya~lan 

Hasta Olgu no BBliim I Ya~ Tam I , 
AD 1 Dahiliyel Hematoloji 

I 
67 AML 

E,A 2 Dahiliyel Hematoloji 62 MM 

M.S 0 Dahiliyel Hel11atoloji 25 ALL ~ 

H.M 4 Dahiliyel Hel11atoloji 44 ALL 

S.<;: 5 Dahiliyel Hematoloji 65 NHL 

S.S 6 Kel11ik tJigi Transplantasyon 22 ALL 

H.P 7 Dahiliyel Hematoloji 72 IAML 
I 

LC.B. 8 Kel11ik iligi Transplantasyon 12 ALL 

N.T 9 DahiJiyel Hematoloji 73 HL 

i.<;: 10 Kel11ik iIi gi Transplantasyon 2 Thalasel11i maj or 

AS.S 11 Kemik iligi Transplantasyon 27 ALL 

M.s.6 12 Kemik iligi Transplantasyon 7 I Thalasell1i major 

M.Y. 13 Kell1ik lligi Transplantasyon 42 NHL 

D.A 14 Kel11ik iligi Transplantasyon 14 ALL 

R.K 15 Kemik iligi Transplantasyon 18 ALL 

B.R 16 Pediatri/Hel11atoloji- Onkoloji 7 NHL 

N.A I 17 Pediatri/Hell1atoloji- Onkoloji 5 ALL 

M.E.<;: 18 Pediatri/Hell1atoJoji- Onkoloji I ALL 

F.A 19 Pediatri/Hell1atoloji- Onkoloji 4 AML 

P.A 20 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 22 ALL 

M.Y 21 Dahiliyel Hematoloji 21 AML 

D.<;: 22 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 6 I ALL 

AY 23 Pediatri/Hel11atoloji- Onkoloji 10 I ALL 

B.~.K 24 Pediatri/Hell1atoloji- Onkoloji 5 ALL ! 
I 

I AE 
I 

25 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji I 7 ALL 
I 

N.A 26 Pediatri/Hell1atoloji- Onkoloji 0 AML I ,) 

I 
-

INHL S.O 27 Pediatri/Hel11atoloji- Onkoloji 
I 

B.B.Y 28 I Pediatri/Hel11atoloji- OnkoJoji 9 I AANEMi • 
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OIgu no BOIiim Ya~ Tam 

29 Dahiliyel Hematoloji 62 NHL 

30 PediatrilHcmatoloji- Onkoloji 3 Burkit Lenfoma 

31 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 16 ALL 

32 Dahiliyel Hematoloji 23 NHL 

00 Dahiliyel Hematoloji 71 AML jj 

34 Dahiliyel Hematoloji 49 AML 

35 Dahiliyel Hematoloji 37 ALL 

36 Dahiliyel Hematoloji 48 KML 

37 Dahiliyel Hematoloji 53 MM 

38 PediatrilHematoloji- Onkoloji 3 Noroblastom 

39 Dahiliyel Hematoloji 26 AML 

40 Dahiliyel Hematoloji 59 AML 

41 Dahiliyel Hematoloji 24 AML 

42 Dahiliyel Hematoloji 65 HL 

H.A 43 Dahiliyel Hel11atoloji 45 AML 

D.T 44 DahiIiyel Hematoloji 63 NHL 

H.B 45 Dahiliyel Hel11atoloji 54 HB 

S.C;: 46 Dahiliyel Hel11atoloji 36 HL 

E.~ 47 Dahiliyel Hel11atoloji 19 AML 

D.T 48 Dahiliyel Hematoloji 37 NHL 

E.G 49 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 9 NHL 

50 Dahiliyel Hematoloji 49 HL 

R.Z 51 Dahiliyel HCl11atoloji 26 AML 

R.K 52 Dahiliyel Hematoloji 19 HL 

T.B 53 Dahiliyel Hematoloji 32 ,MDS 

A.~ 54 Dahiliyel Hematoloji 18 HL 

Z.S 55 Dahiliyel Hematoloji 78 KLL 

S.K 56 Dahiliyel Hematoloji 58 AML 

F.S 57 Dahiiiye/ Hematoioji 27 A. 



r Basta I Olgu no I Biiliim I Ya~ Tall! l , 
i.T I 

58 Dahiliye/ Hematoloji 41 AML 
[ 

~.G 59 Dahiliye/ Hematoloji 25 A ANEMi ! 

I 
H.A 60 Dahiliye/ Hematoloji 39 NHL 

I 
Alb 61 Dahiliye/ Hematoloji 00 ALL I 

-'-' 

s.D 62 Dahiliye/ Hematoloji 31 [MM , 
T.b 63 Dahiliye/ Hematoloji 30 NHL 

Z.M 64 Dahiliye/ Hematoloji 58 AML 

AD 65 Dahiliye/ Hematoloji 80 MDS 
! 

G.B 66 Dahiliye/ Hematoloji 43 HL ! 

~.b 67 Dahiliye/ Hematoloji 67 AML 

MAT 68 Dahiliye/ Hematoloji 71 NHL 

H.E 69 Dahiliye/ Hematoloji 57 AML 
I 

R.B 70 Dahiliye/ Hematoloji 39 AML ! 

I 

M.K 71 Dahiliye/ Hematoloji 23 AML I 
! i 

c.s 72 Dahiliye/ Hematoloji 63 HL I 
M.K 73 Dahiliye/ Hematoloji 51 MM 

A.B 74 Dahiliye/ Hematoloji 73 MDS 

S.T 75 Dahiliye/ Hematoloji 46 HL i 
i 

AG 76 Dahiliye/ Hematoloji 25 ALL I 
H.B 77 Dahiliye/ Hematoloji 44 AML 

, 
M.K 78 Dahiliye/ Hematoloji 75 AML 



4. BULGULAR 

4.1. Hasta Profilleri 

<;:ah~maya all11an; 54'ti Dahiliye / Hematoloji, 16'SI Pediatri / Hematoloji­

Onkoloji servislerinde ve sekizi Kiik HUere Transplantasyon (KHT) tinitesinde 

yatan toplam 78 hastamn 4Tsi erkek (% 60.3) ve 31 'i kad1l1 (% 39.7) idi (<;:izelge 

4.1, 2). 

<;:izelge 4.1. Hastalann yattlgl klinik biiltimler 

Klinik Bii llimler Sa)'! (n) 0/0 
i 

Dahiliye / Hematoloji 54 69.2 

Pediatri / Hematoloji-Onkoloji 16 
I 

20.5 

KHT 8 10.3 

Toplam 78 100 
I 

KHT tinitesinde yatan sekiz hastanl11; diirdti Pediatri / Hematoloji-Onkoloji (% 

50) ve diirdU Dahiliye / Hematoloji biilUmlerince (% 50) takip edilmekteydi. 

Pediatrik dort haslan1l1 biri krz tiyti erkekti. Eri~kin diirt hasta ise erkekti. 

(:izelge 4.2: Eri~kin ve pediatrik, erkek ve kadl11 hasta ya~lannll1; ortalamalan. 

ortanca degerleri, alt ve tist SU11r degerleri. 

n % Y a~ Ortalamalan Ortanca Alt ve Us! SlI1ll' 

(Ya~ ± SD) Degerleri Degerleri 

Eri ~kin Erkek 37162.7 43.2 ± 18.45 39 18 - 75 

Eri~kin Kad1l1 22 37.3 47.81 ± 18.19 48.5 19 - 80 
I 

Pediatrik Erkek 10 52.6 6.8 ± 3.34 
I 

7.5 
I 

1 - 12 

Pediatrik K1Z 9 47.4 7.0 ± 4.57 
I 

6.0 
I 

3 - 16 I 
I 
I 
I 



Eri~kin erkeklerin ya~ OItalamalan (ya~ ± SD) 43.2 ± 18.45, Eri~kin kadmlann 

ya~ OItalamalan (ya~ ± SD) 47.81 ± 18.19. pediatrik erkeklerin ya~ oltalamalan 

(ya~ ± SD) 6.8 ± 3.34 ve pediatrik kizlann ya~ ortalamalan ise (ya~ ± SD) 7.0 ± 

4.57 olarak saptandl. 

Hastalann ya~lan1l1n alt ve ust S11m degerleri eri~kin hastalarda 18 ile 80 

pediatrik hastalarda ise bir ile 16 arasmda degi~mekte idi (<;:izelge 4.2). 

AML. Dahiliyel Hematoloji servisindeki 54 hastanm 20' sinde (% 37): ALL ise, 

Pediatri/Hematoloji-Onkoloji servisindeki 16 hastamn altlSlnda (% 37.5) ve KHT 

unitesindeki sekiz hastanm be~inde (% 62.5) en slk saptanan primer tamlardJ 

(<;:izelge 4.3). 

<;:izclge 4.3: Altta Yatan Primer Hastahklar 

I Primer Dahiliye/Hematoloji Pediatri/Hem.- Onk. KHT 

Tall! n % n % n % 

AML 20 
I 

37 2 12.5 

ALL 5 9.25 6 37.5 5 62.5 

INHL 8 14.81 
, 

18.75 1 12.5 ~ 

HL 10 
I 

18.50 

IMM 4 7.40 

IA.A 2 3.70 1 6.25 

I MDS 
, 

5.55 ~ 

I T. Major 2 25 
• 

i B.lenfoma 1 6.25 

I KLL 1 1.85 

KML 1 1.85 I 

I 
N.Blastom 1 6.25 

Toplam 54 100 16 100 8 100 

58 

I 

I 
i 

i 

I , 
I 



4.2. PZR ve Optimizasyon 

4.2.1. MagNA Pure 

Candida PZR yonteminin optimizasyonu 19m: standart Candida su~u 

(C.albicans·1/1 ATCC 90028) saghkh insan EDTA'h kanma inokiile edilerek 10' -

105 CFU/ml olacak ~ekilde seri diliisyonlan yap11d1 ve standart Candida DNA' Sl 

otomatize MagNA Pure cihaz111da, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 1lI 

(Bacteria, Fungi) ile ekstrakte edildi. 

Ekstrakte edilen 10' ve 105 CFU/ml Candida DNA'Sl ile toplam hacmi 30 fll 

olan amplifikasyon i<;erigi; <;izelge 4.4'de gosterilen miktarlarda diizenlendi. 

Amplifikasyon i9in Taq PCR Core Kit (Qiagen) kullamldl. 

<;:izelge 4.4: Candida amplifikasyonu i<;in gerekli reagenler ve miktarlan 

10' CFU I ml 105 CFU 11111 

i<;eren Amplifiye iyeren Amplifiye 

Ampliiikasyon igerigi Candida DNA'sl Candida DNA'Sl 

la Ib Ic Id 2a 2b 2c 2d 

(Ill) (Ill) (Ill) (Ill) (Ill) (Ill) (111) (Ill) 

lOx Buffer 3 3 I 0 3 3 3 0 

I 
3 -' j 

Q soliisyonu 5x 6 6 6 
I 

6 6 6 6 6 

MgCh(25 mM) 1.8 1.8 - - 1.8 1.8 - -

dNTP (lOmM) 0.3 0.3 03 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Primer-l (l00 pm) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Primer-2 (J 00 pm) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 I 0.3 

Taq DNA Polimeraz 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

dH]O 7.9 11.9 I 9.7 13.7 7.9 11.9 9.7 13.7 
I 

OrnekDNA 10 6 10 6 ]0 6 10 6 

Toplam Hacim (fll) 30 30 30 30 30 30 30 30 
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Amplifikasyon i~leminin bitmesini takiben lirlinler, agaroz gelde yUrUti1ldU ve 

etidyum bromid ile boyandlktan 105 bp bliyliklliglindeki DNA bantlan UV­

transluminatorde gortittilendi ve incelendi (~ekil 4.1). 

$ekil4.1: PZR bant gorUnUmleri 

MA: Molekliler Aglrhk Belilteci (l00 bp) 

NKI: Negatifkontrol- Steril apirojenik distile su 

NK2: Negatifkontrol- Saghkh EDTA'h insan kam 

la,l b, Ie, ld: 101 CFU/ml Candida DNA'sl blllwlan amplifikasyon iyerigine 

(C;:izelge 4.4) ait slilllnlar 

2a, 2b, 2e, 2d: 105 CFU/ml Candida DNA'sl bulllnan amplifikasyon iyerigine 

(C;:izelge 4.4) ait slilllniar 

Agaroz gelde gozlenen DNA bantlan incelendiginde (~ekil 4.1): 

i) Negatif kontrollere ait slitllnda ve testte kontaminasyonun olmadlgl 

sonllcllna vanldJ. 

ii) Uyglllanan PZR yonteminin, mililitrede 101 CFU Candida DNA'sml 

tesbit edebileeek analitik dllyarhhkta oldllgll saptandl. 

iii) MgCb klllla11l1mayan (le, Id, 2c ve 2d) slitllnlarda altefakt gozlenmedi 

ve daha net olarak degerlendiriJdi. 

iv) Ornek DNA'sml daha iyi tcmsiJ etmesi ve arlefaklm gozJenmemesi 

nedeniyJe I c ve 2c stitllnJanndaki amplifikasyon iyerikleri net 

oplimizasyon Yerisi oJarak degerJendiriJdi. 



4.2.2. Qiagen 

Ot0111atize MagNA Pure LC protokoliinti uygulayarak elde ettigimiz net 

opti111izasyon verilerinin giisterildigi yizelge 4' deki 1 c ve 2c stitunlanndaki yer 

alan amplifikasyon iyerikleri, Manuel ( Lyticase (Sigma) + QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen) ) protokol ile ekstrakte edilen standart Candida su~unun 

(Calbicans'l/1 ATCC 90028 ) 101 
- 105 CFU I 1111 diliisyonlarmada uygulandl 

(~ekiI4.3). 

4.3. Testlerin Analitik Duyarhhgl 

4.3.1. Otomatize MagNA Pure LC (Roche) Protokolii 

MagNA Pure cihazmda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III (Roche) 

ile yapJlan oto111atize ekstraksiyon ve ardmdan uygulanan PZR yiintemi ile 1111' de 

101 CFU'ya kadar olan Candida DNA'sl tesbit edilmi~tir (~ekil 4.2). 

Sekil4.2: PZR bant giirtintimleri 

NK: Negatifkontrol (EDTA'h Saghkh insan kal1l) 

MA: Molekuler Aglrhk Belil1eci (l00 bp) 

PI, P2, P3, P4, P5: Pozitifkontroliin slraslyla 101,102,103,104,10' 

CFU/ml diltisyonlan 
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Modifiye manuel (Lyticase (sigma)+QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ) 

kol 

Modifiye edilen manuel ( Ly1icase (Sigma)+QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ) 

ektraksiyon protokolii ile yapl1an ekstraksiyon ve ardmdan uygulanan PZR 

yontemi ile ml'de 101'e kadar olan Candida DNA'SI tesbit edilmi~tir (~ekiI4.3). 

Sekil 4.3: PZR bant gOliiniimleri 

NK: Negatifkontrol (EDTA'l! Saghkl! insan kal11) 

MA: Molekiiler Aglrhk Belilteci (l00 bp) 

PKl, PK2, PK3, PK4, PK5: Pozitifkontroliin snaslyla 101,102,103,10\ 10' 

CFU/ml diliisyonlan 

4.4. Rasta Kanlarmda PZR 

~ah~maya alman, toplam 78 hastamn EDT A'h tiiplere al111an kan ornekleri 

farkh iki ekstraksiyon kiti ile 9ah~11dl (QIAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC 

DNA Isolation Kit). 

Her iki yontemle ekstrakte edilen Candida'larm DNA'lan ortak bir 

amplifikasyon kiti (Taq PCR Core Kit - Qiagen) yardu111 ile PZR yontcmi 

uygulanarak termal yeviricide \,ogaltl1dl. 

Amplifiye iiriinler Et. Br. iyeren agaroz gelde yiiriitiildii. 105 bp 

bliyiiklliglindeki Candida DNA bantlan UV 1~lk altmda ara~tmlarak gorLintLilendi 

(~ekil 4,3 ve 4.4), 

Candida DNA'sl pozitif saptanan yedi hastaya ait (7, 9, 30, 31, 38, 44. 49 

numarah hastalar) agarozjel gorlinHileri ~ekil 3, 4, 5, 6' da goriilmektedir. 
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4.4.1. Otomatize MagNA Pure LC (Roche) Protokolii 

Otomatize MagNA Pure LC cihazmda. MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III 

(Bacteria, Fungi) kullamlarak Candida DNA'SI amplifiye edilen hastalar (~ekil 4. 

3,4, 5, 6). 

$ekil4.4: PZR bant gorilniimleri 

MA: Molekliler Aglrhk Belirteci (l 00 bp) 

NK: Negatifkontrol- Saghkh EDTA'I! insan kam 

1,2,3,4,5,6,8,10,11,12,13: Candida DNA'sl negatif olan hastalar 

7,9: Candida DNA'SI pozitif olan hastalar 

PI: PozitifkontrollO l CFUlml 

$ekil4.6: PZR bant gorlinlimleri 
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Negatifkontrol- Saghkh EDTA'h insan kam 
~ ~ 

Molekuler Ag!rhk Belirteci (l00 bp) 

15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,32, 33, 34, 35, 36, 37, 

40,41,42,43,45,46,47,48,50,51,52,53,54,55,56,57, 58, 59: Candida 

31,38: Candida DNA's! pozitif olan hastalar 

PI, P2: Pozitifkontroliin s!ras!yla 101
, 102 CFU/ml dilusyonlan 

~ekil 4,7: PZR bant giiriinumleri 

MA: Molekiiler Ag!rhk Belirteci (100 bp) 

NK: Negatifkontrol- Saghkh EDTA'h insan kam 

60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 7, 77, 78: Candida 

DNA's! l1egatif olan hastalar 

PK: Pozitifkontrol 101 CFU/ml 

4.4.2. Modifiye mannel (Lyticase (sigma) + QIAamp DNA Mini Kit 

(Qiagen)) Pl'otokol 

Modifiye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit) ektraksiyon protokol 

i~lemlerinin geryekle~tirilmesi ve ard1l1dan uygulanan PZR y6ntemi kullamlarak I 

Candida DNA's! amplifiye edilen hastalar (~ekiI4.8, 9.10). 
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~ekil4.9: PZR bant giirilnumleri 

NK: Negatifkontrol- Saghkh EDTA'h insan kam 

MA: Molekuler Agu'hk Belil1eci (100 bp) 

1,2,3,4,5,6,8,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21, 22, 23,24,25,26, 

27,28,29,32,33,34,35,36,37,39,40,41,42,43,45,46,47,48,50,51,52,53, 

54,55,56,57,58,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68,69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 

7,77,78: Candida DNA'sl negatifolan hastalar 

7,9,30,31,38,44,49: Candida DNA'SI pozitifolan hastalar 

l'K: Pozitifkontrol 10 1 CFUlml 

Farkh iki ekstraksiyon kitinin kullamlmas1l11J1 ardmdan her iki kitinde 



birbirleriyle tam uyul111u olarak 7, 9, 30, 31, 38, 44, 49 numarah toplam yedi 

hastanll1 Candida DNA'sI!11 ekstrakte ettigi gosteril11li~tir ($ekiI4. 7, 8,9,10). 

<;:izelgc 4.5: Candida DNA ekstraksiyonunda. modifiye manuel (Lyticase + 

QIAal11p DNA mini kit-Qiagen) ve otomatize MagNA Pure LC (Roche) 

protokollerinin; gerekli kan hacmi, ekstraksiyon stiresi. analitik duyarhhk ve 

maliyet parametrelerinin kar~lIa~tmI11las1. 

Parametreler Modifiye manuel Otomatize 

(Lyticase + QIAamp DNA MagNA Pure LC 

Mini Kit) ektraksiyon ektraksiyon 

protokolii protokolii 

Gerekli kan hacmi 3ml 100 III 

Sekiz hasta iyin ortalama 4 2 

ekstraksiyon stiresi (saa!) 

Testin analitik duyarhhgl 10 10 

(CFU/ ml) 

Bir ornegin ekstraksiyon 15 12.00 -
maliyeti (YTL) I 

'MagNA Pure cihaz111111 yonetim progrmm; en az sekiz ornegin yah~l11asll1a gore 

kurgulandlg111dan sarf ve kit malze111elerini sekiz omege yonelik harca111aktadlr. 

Bu nedenle, mali yet degerlendirilmesi yap1l1rken bu farkhhk goz ontinde 

bulundurulmahdlr. 

4.5. Kan Kiiltiiriinde Drcyen Candida Tiirlcri 

I 

<;:all~111aya alll1an toplam 78 hastadan yedisinin (% 9) kan kiiJtiirlerinde t 

Candida iirc111esi olmu~tur. 

Dreyen Candida ttirleri tiplendirilmi~ ve pozitif yedi hasta11l11 tiimiinde 

C.alhiccms saptanan ttir olarak olarak bulun111u~tur. 



4.6. PZR ve Kan kiiltiirii pozitif hastalarm primer hastahklan 

PZR ve Kan kiiltlirli pozitif; 30,31. 38, 49 olgu no'lu pediatrik hematoloji­

onkoloji servisinde yatan dCirt hastanl11 SI1'3 ile primer tamlan Burkit L., ALL 

N.blastom ve NHL iken 7, 9,44 olgu no'lu li~ dahiliye hematoloji hastasl11ll1 ise 

sua ile primer tamlan ise AML. HL ve NHL idi (<;:izelge 4.6). 

C;:izelge 4.6: PZR ve Kan kliltlirli pozitif hastalann primer hastahklan 

PZR ve Kan Kiiltiirii Pozitif Hastalar 
(01 uNo) 

7 9 30 31 38 44 

Primer Tamlar 

49 

AML HL Burkit L . ALL N.blastom NHL NHL 

4.7. Candida'lartn kan kiiltiiriinde saptanma siiresi 

Kan kiiltlirli pozitif yedi hastamn, Bactec 9240 (Becton Dickinson Diagnostic) 

kan kiiltlir cihazl11da kan kiiltlirlerinin ortalama lireme sinyali (Slire ± SD) 72 ± 5 

saat 12 dakikada alllll11l~l!r. Pasaj, gram boyama, ve genn tlip testi i9in 24 saat 

harCam11l~tlf. Candida'lann till tayini i9in hm'canan toplam slire 96 saattir (<;:izelge 

4.7). 

C;:izelge 4.7: Candida "larzn kan kliltlirlinde saptanma siiresi 

Siire (Saat) 

Kan Kiiltlirlinde Oreme Sinyali 72 

Pasaj. Gram Boyama ve Gem1 Tlip Testi 24 

Toplam Siire (Saat) 96 

4.8. Kan kiiltiirii ve PZR yontemlerinil1 sOl1u~lan 

PZR yCintemi ile Candida DNA'sl saptanan hast alar. kan kliltlirlerinde de 

Candidaliremesi alan hast alar idi (<;:izelge 4.8). 
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'Ciizeilge 4.8: Kan kiiltiirii ve PZR yiintemlerinin sonuylannll1 kaqtla~tmlmasl 

Yontemler 
Pozitif Negatif Toplam 

n 0/0 n % n % 

Kiiltiirii 7 9 71 91 78 100 

7 9 71 91 78 100 

Kan ktiltiirii ile PZR yiintemi arasmda tam uyumluluk saptanml~tlr. 

4.9. Kan kiilttirti ve PZR yontemlerinin stircleri 

Otomatize MagNA Pure LC protokoli.i (Roche) ile ekstraksiyon iki saat'. 

Manuel ( Lyticase (Sigma) + QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ) ektraksiyon 

protokoliiniin kullamldlgl ekstraksiyon ise dciIi saat siinnii~tiir. 

'MagNA Pure LC cihazll1m yiinetim programl: en az sekiz iimegin 9alI~masma 

giire kurgulandlgmdan. siire dikkate aImdlgmda bu iizellik giiz iiniinde 

bulundurulmahdIr (Bu siireye cihaz dl~mda yaplimasl gereken i~Iemler dahildir). 

Her iki ekstraksiyonun geryekIe~tirilmesinin ardmdan uygulanan Taq PCR 

Core kit (Qiagen) ile amplifikayon iki saat 20 dakika ve agaroz gelde yiiriitme 

sonrasmda UV transluminatiirde giiriinttileme i~lemleri 40 dakika olmak iizere. 

amplifikasyon + giiriinttileme iiI' saat siirmektedir. 

iki saat siiren Otomatize MagNA Pure LC ekstraksiyon protokol ve iiy saat 

sUren amplifikasyon + giirUntUIeme ile DNA bantlannm degerlendirilmesi topla111 

be~ saatlik siire sonunda geryekle~tirilmi~tir. 

Diili saat siiren modifiye manuel (Lyticase + QIAamp DNA Mini Kit) 

ektraksiyon protokolii ve iiy saat siiren amplifikasyon + giiriintUleme ile DNA 

bantIannm degerlendirilmesi toplam yedi saatlik siire sonunda gergekle~tiriIl11i~tir 

(<,:izelge 4.9). 



<;izelge 4.9: Kan ktiltiirii ve PZR yontemlerinin siirelerinin kar~lla~tmlmasl 

100 

90 
80 

70 
:j;)' 

lIJIMagNA Pure 

o Qiagen 

DAmp. + Gor. til 60 til 
(J) 
~ 50 

IilMagNA Pure + (Amp. + Giir.) 

o Qiagen + (Amp. + Gor.) Q) .... 
:::1 40 (J) 

III Kan KilltfuU 

30 

20 
10 

0 
Yontemler 

4.10. Kan kiiltiirii ve PZR yiintemlerinin maliyetleri 

Bir ornek i<;in; 

i) MagNA Pure LC protokolii ile ekstraksiyon (Roche) 12 YTL' 

ardmdan Taq PZR Core Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye 

iiriiniin Et.Br. i<;eren agaroz jelde ytirtitiilmesi ve UV Transluminatiir 

altmda goriintiilemesi 4 YTL olmak iizere toplam 16 YTL' dir. 

'MagNA Pure cihazmm yonetim prograll1l; en az sekiz ornegin <;ah~masma gore 

kurgulandlglOdan sarf ve kit malzemelerini sekiz ornege yonelik harcamaktadlf. 

Bu nedenle, mali yet degerlendirilmesi yaplhrken bu farkhhk goz ontinde 

bulundurulmahdlr. 

ii) Modifiye manuel (Lyticase (Sigma) + QIAamp DNA Mini Kit , 

(Qiagen) ) protokol ile ektraksiyon 15 YTL ardlOdan Taq PZR Core 

Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye iiriintin Et.Br. i<;eren 

agaroz jelde yUliitiilmesi ve UV Transluminator altlOda gOliinttilemesi 

4 YTL olmak tizere toplam 19 YTL'dir. 
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iii) Kan kiiltiirii Yiintemi ile konvansiyonel olarak Candida varhgllun 

giisterilmesi 5 YTL'dir (<;izelge 4.10). 

(,:izelge 4.10: Kan kiiltiirii ve PZR yiintemlerinin maliyetlerinin kar~J!a~tmlmasl 

20 
18 

,....., 16 
...J 14 I-
>- 12 ....... 

IiiiMagNA Pure + (Amp. +G6r.) 

...., 
10 G.I 

.:::-
8 ~ 

o Qiagen + (Amp.+Gor) 

:2 6 
4 IIlIKanKu!wru 

2 
0 

Yontemler 
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(:izclgc 4.11: [(an kolWrli pozitifhastalann diger idrar, katater, dISh 

I Olg;;b Biiliim Kan idrar Katater I)I~kl BOgliz 
No . Ya~~ 

7 72 _ .. _ .. _-- DahiliyclI-Icmatoloji Calbicans Calbicans 

') 73 Dahil iye/Hel11ato] oj i Calbicans Calbicans C. albicans .--t-

30 3 Ped iatri/Hcl11alO loj i - Onkoloj i Calbicans Calbicans 
"-,--

31 __ _ 16 PediatrilHematoloji- Onkoloji Calbicans C albicans c. albical1s 

38 3 Pediatri/Hel11atoloji- Onkoloji Calbicans C albicans Calbicans -_ .. -

44 63 Dahiliyel I~Iemato]oji Calbicans Calbic({ns 

49 9 Pediatri/Hematoloji- Onko]oji Calbicans 
- L-_ . ___ ,_ .. ~ _____ _ .. 

" 
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PZR pozitif ve kan kliltiirlinde Calbicans lireyen yedi hastadan: dbrdli 

Pediatri/Hematoloji- Onkoloji, li<;li Oahiliye/Hematoloji b61limlinde yatmaktayd!. 

Pediatri/Hematoloji- Onkoloji bOllimilnde yatan dOlt hastanm il<;il erkek biri klZ hasta 

idi ve ya~ OItalamalan ( ya~ ± SO) 9.33 ± 5.31, Oahiliye/Hematoloji bollimilnde yatan li<; 

hastanIll ise ikisi kadm biri erkek hasta idi ve ya~ oltalamalan ( ya~ ± SO) 69.33 ± 4.49 

olarak saptand!. 

Kan kliltlirlinde C albicans lireyen yedi hastadan iki' sinin; idrar, katater ve 

dl~kis1l1da; liy hastanm ise bogaz kliltlirlerinde, Calbicans liremi~tir. 

Kan kliItlirlinde lireme olan hastalann; iki' sinde sadece idrarda, birinde dl~kida, 

bir hastada dl~ki ve bogazda, bir hastada idrar ve bogazda. bir hastada katater ve 

bogazda iireme olmu~tur. idrar, katater, dl~ki ve bogaz kliltlirlinde birliktc lireme 

gbrtilmemi~tir (<;:izelge 4.11). 

4.11. Kan kiiltiir ve PZR negatif hastalar1l1; idrar, katater, dl~kl ve bogaz 

kiiltiir sonU(;lan 

71 hastamn 50'sinin kliItlirlerinde Candida tiremesi gozlemlclUlledi. 21 

hastamn ise en az bir kliItlirtinde Candida lireme giizlenmi~tir (<;:izelge 4.12). 

21 hastadan; be~ hastamn idr3l', be~ hastamn katater, yedi hastamn dl~kl ve li9 

hastanm bogaz kliItlirlerinde Candida liremesi olmu~tur. 

Tlirlere dag!lll11 <;:izelge 4.12' de gosterilmi$tir. 



~izclge 4.12: Kan kliitlir negatif olan hastalarm: idrar,katatcr, dl~kt vebogaz ktHturlerinde tii-eyen 

-OlgT BoJiim idrar Kalater DI~kl Bogaz 

No 
--

Dabiliye/Hematoloji Calbicans 
.-.~-. -~ 

4 Dahiliye/Hcmatoloji Cparapsiio.l'is 

l~ 5- rr5ah i I iyc/Hematoloj i C.albicans 

8 KHT 
--

11 KHT C.pampsilosi.l' 
--

16 Peciiatri/Hcmatoloji- Onkoloji Cglabrata 
--~ .. -~.~ 

19 Pcciiatri/Hcmatoioji- Onkoloji C.tropicai;s 
.-~.-. .. ~ 

21 Dahiliyc/Hcmatoloj i C.pampsiiosis 

34 Dah i liyc/l-Icmato loj i Calbicans 

37 Dahil iye/[-Iematoloji Cparapsiiosis 

39 Dahi liyc/i-Icl1latoioj i 
-~~-

"Ji~hi iiyc/Hcmatoloj i 43 C. tropicalis 

46 Dahiliyc/Hcmatoloji c.parap.I'iiosis 
-.~ 

54 Dahi liyc/Hcl1lato]oj i Caibical1.1' 
- .".~~ .. -- ... --.. ----.. ~~--~.--~-~ .. --- .. _ •.. -
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59 I Dahiliye/l-Iematoloji c.parapsilosis 

60 I Dahiliye/Hematoloji I C.albical1s 

64 I Dahiliyc/Hcmatoloji Calbieal1s C. alMeans 

66 I Dahiliye/l-lcmatoloji C. fropicalis 

68 I Dahiliye/Hcmatoloji C. albieans 

73 I Dahiliye/I-lematoloji Calbicans 

74 I Dahiliye/Hcmatoloji C.lropicalis 

" 
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Bir hastanm idrar ve katater kiiltlirlerinde ayl11 anda Calbicans liremesi 

oll11u~tur. idrar, katater dl~kl ve bogaz kliltlirlerinde birlikte lireme goriilmel11i~tir. 

4.12. Sistemik kandidiyazis tamsml destekleyen bulgularm varhgl 

Candida DNA'sl saptanan ve kan kliltlirlerinden yapJlan izolasyoll 

degerlendiriliginde Calbicans liredigi saptanan yedi hastada sistemik kandidiyazis 

ta11lS1111 destekleyen bulgulann varhgl ara~tmI11l1~lIr (<;:izelge 4.13). 

(:izelge 4.13: Sistemik kandidiyazis ta11lSIll1 desteleyen bulgulann varhgl 

PZR ve Kan Kiiltiirii Pozitif Hastalar 
( Olau No ) 

Bulgular 7 9 30 31 38 44 49 Siire (Giin) I 
S.u H.P N.T F.B S.B D.T B.G 

Geni ~ S pektrullll u Var Var Var Val' Val' Var Var 5 
Antibiyotiklere Cevap 

I Venneyen inatyl Ate~ 
Pneu11loni Var Val' Var Val' 5 
ArlI'it Var 6 
Menenjit 
Pyelonefrit 
Peritonit 
Endoftallllit 
Makronodliler Cilt Ivar 

I 

7 
Lezyonlan 

Yedi hastal1111 tlimlinden, yoklu antibiyotik tedavisine ragmen dli~meyen ve 

Olialama 4 glin sUren ate~ oyklisli almdl. 

Dort hastada 5 glin once ba~Jayan pnomoni, bir hastada altl glin once ba~layan 

arlI·it. bir hastada yedi glindlir sliren makronodiiler cilt lezyonlan mevcuttu. 

U" hastada; ate~ ve pnomoni, bir hastada; ate~, mirit ve pnomoni. iki hastada; 

ate~ ve pnomoni birJikte mevcuttu. 0" hastada ise ate~ dl~mda bir bulgu mevcut 

degildi (<;:izelge 4.13). 

I 
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4.13. Risk FaktOrleri 

4.13.1. Notropeni siiresi 

<;:ah~malmzda kan kliltlirlinde Calhicans lireyen ve kan omeklerinde Candida 

PZR"I pozitif yedi hastalmz1l1; tlimlinlin median notropeni sliresi dokuz glindli. 

Candida PZR"I negatif ve kan kliltlirlinde Calbical1s liremeyen toplam 71 

hastamlZ1l1 ise median notropeni sliresi yedi glindli. Notropeni sliresi, kan kliltlirli 

ve PZR sonueu pozitif saptananlann kan kliltlirli ve PZR sonueu negatif saptanan 

hastalara gore daha uzun olmasl istatistiksel anlaml! farlc (Fisher's kesin ki-kare 

testi) oldugunu gostermi~tir (p= 0.000044) (<;:izelge 4.14). 

4.13.2. Notropeni diizeyi 

Kan kliltlirlinde Calhicans lireyen ve kan omeklerinde Candida PZR'1 pozitif 

yedi hastalmz1l1 notropeni dlizeyi <500 let1 idi. Candida PZR'I negatif ve kan 

kliltlirlinde Calhicans liremeyen toplam 71 hastalmZlll 14'linlin notropeni dlizeyi 

<5001 et1 idi. Kan kliltlirli ve PZR sonueu pozitif saptallan ile kan klijtlirli ve PZR 

sonueu negatif saptanan hastalann arasmdaki notropeni dlizeyinin istatistiksel 

(Maim-Whitney U testi) anlaml! farkl! oldugu saptal11l1l~tJr (p= 0.001) (<;:izelge 

4.14). 

(:izclge 4.14: Hastalann Notropeni Dlizeyi ve Sliresinin Kar~lla$tmlmasl 

Niitropeni siiresi (giin) I NOtropeni Diizeyi (ftl) 
(median) 

1000-500 < 500 
PZR ve Kan Kiiltiirii 9 - 7 
Pozitif Hastalar I 

. PZR ve Kan Kiiltiirii 7 57 14 
Negatif Hastalar 
P degeri 0.001 I - 0.000044 

PZR yontemi ile Candida DNA'sl saptanan ve kan kliltlirlerinde CalbicCins 

lireyen hastalann risk faktOrleri inee1endiginde: hastalann tlimi.inde kortikosteroid 

ve ,oklu antibiyotik kullann11l mevcuttn (<;:izelge 4.15). 
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(:izelge 4.15: Risk faktOrleri 

~-----------------------------------------

I I PZR ve Kan Kliltlirli Pozitif Hastalar 
(Olgu No) 

7 9 30 31 I~~D 
i 44 49 

H.P N.T F.B S.B D.T B.G 
<;:oklu Antibiyotik Kullamml Var Var Var Var Var Var Var 

Uriner Katater Var I Var Var 

Diabetes Mellitus (DM) Var 

KandidurU Hikayesi Var Var 

Santral Veniiz Katater Var 
, , 

I 
Biibrek Yetmezligi I Diyaliz Var 

KOltikosteroid Kullamml Var Var Var Var Var Var Var 

Abdominal/Kardiyak Cerrahi 
Giri~im I 
Yamk 

Parenteral Hiperalimentasyon Var 

U9 hastada uriner katater. iki hastada kandidiiri hikayesi, biT hastada DM. bir 

hastada santral veniiz katater. bir hastada biibrek yetmezligi (diyaliz), biT hastada 

parenteral hiperalimentasyon mevcuttu. 

Uriner kataterli bir hastada kandidiiri hikayesi de mevcuttu. Bir hastada DM, 

santral veniiz katater. biibrek yetmezligi (diyaliz), parenteral hiperalimentasyon 

birlikte mevcuttu. 

Bir hastada sadece kandidiiri hikayesi. iki hastada lse sadece iiriner katater 

mevcutlu. 

Kan kiiltiir ve PZR pozitif hastalar ile kan kiiltiir ve PZR negatif hastalar 

arasmda risk faktOrleri aylsmdan istatistiksel fark yoktu (p>O.05). 



fungal infeksiyonlar i,inde en slk rastlanalll kandidemilerdir. 

Cartdi,:leI11l, notropenik hastalarda yok korkulan bir risk faktorudur. <;:unku immill1 

baskJlmm11~ bu hasta gruplannda ciddi morbidite ve mortaliteye yo! 

aQacbilen, tedavisi gUy ve pahah infeksiyonlardll' (57) . 

Bagl~lkhk sistemi baskJlamm~ aknt li:isemisi olan ve KHT yapIlml hastalar 

olmak uzere malignensileri nedeni ile sitotoksik kemoterapi alan febril 

. n6tropenik hastalarda; Candidalar. fIrsat,1 ve invaziv fungal infeksiyon etkenleri 

arasmda ilk slrada yer ahrlar (58,59). 

5.1. Hastalar ve Yattlgl Klillik Birimler 

01 Ocak 2004 - 31 Arahk 2004 tarihleri arasmda planlamm~ olan tez projesi ile 

yah~mm11!za dahil ettigimiz hasta gruplan, Akdeniz nniversitesi Hastm1esi 

dahiliye/hematoloji, pediatrik hematoloji-onkoloji servislerinde ve KHT 

unitesinde yatan; ilgili birimlerce 6nceden primer tamlan konan, febril n6tropeni 

tamsl alarak tedavileri surdurulen, 78 hastadan olu~makta idi. 

<;:ah~manllzda PZR pozitif saptanm1 ve kan kUltiirunde Candida uremesi olan 

yedi hastamn (% 9); dordu pediatrik hematoloji- onkoloji, UyU dahiliye hematoloji 

servisinde yatmaktaydl. KHT unitesinde yatan sekiz hastm1ll1 ise alman kan 

klilturunde Candida uremesi olmadl ve kan 6rneklerinde Candida PZR sonucu 

negatifti. 

Kandidemi infeksiyonlanmn insidansl merkezden merkeze hatta aym 

merkez i,inde bile farkhhklar g6stermekle birlikte hematolojik maligniteli 

hastalar ve KHT ahCllannda ve % 10-25 arasmda degi~en slkhkta goriilmektedir 

(60). 

"Akdeniz Dniversitesi Hastanesinde Yatan Hastalann Kan Kulturlerinden 

izole Edilen Funguslar" ba~hkh sunumuzda, 2004 Yllmda hastanenin farkh 

birimlerinde yatan 53 hastamn kan kulturlerinden Candida tlirleri izole edilmi$tir. 

Bu 53 hastanlll yedisi (% 13.2) dahiliye hematoloji ve pediatrik hematoloji­

onko!oji servislerinde yatmaktaydl (61). 
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Martin D. ve ark. 'mn Fransa'da yaptlklan 1998- 2001 Ylllanm kapsayan il~ 

yJlhk yah~malannda: J 90 kandidemili hasta11ln kliniklere dagllul1l incelenerek 

% 32'sinin Dahiliye, % 23'ilniln Hematoloji, % 23'ilniln Cenahi ve % 23'unun 

yogun bak1m servislerinde yattlgl bildirilmi~tir (62). 

Akdeniz Dnivesitesi Hastanesi' nde Ocak 2001 ve Arahk 2002 Ylllanm 

kapsayan iki Yllllk retrospektif bir yall~man:llzda, kandidemili olgulanll boliimlere 

gore dagll1l111 incelenmi~ ve hematoloji-onkoloji bolilmilnde yatan kandidemili 

hastalann diger bolilmlerde yatan kandidemili hastalara gore daha fazla oldugu 

(p<0.05) saptam111~tlr (63). 

5.2. Hastalann Altla Yatan Primer Tamlan 

<;:ah:;amu111zda pediatrik hematoloji-onkoloji servisinde yatan dort hasta11ln 

primer ta11l1an Burkit Lenfoma, ALL, Noroblastom ve NHL iken, Uy dahiliye 

hematoloji hastaS1111l1 ise primer ta11l1an ise AML HL ve NHL idi. 

Yurdumuzdall I~lk N. ve ark.'llll1 yap1!klan bagl~lk sistemi baskllanml~, 

Iosemili pediatrik olgulardaki yah~malannda 50 febril notropenik olgudan ikisinin 

kan kiiltilrilnde (% 8) Candida spp. saptam111~tlr. Bu iki olgudan birisinin kan 

killtilrlerinde C. krusei digerinin kan killturunde ise Calbicans ile Clo'usei birlikte 

izole edilmi~tir. <;:ah~malannda olgulanndan ilkinin primer tamsl ALL digerinin 

ise Fankoni AA oldugu belirtilmi~tir (64). 

Pagano 1. ve ark'mn hematolojik malignitesi olan kandidemili febril 

notropenik hastalan inceledigi 9ah~malannda, primer en slk goriilen tan111111 AML 

oldugu bildirilmi~lir (65). 

5.3. Risk Faktiirleri ve Sistemik Kandidiyaz TanlSlm Destekleyell Bulgulanll 

Varhgl 

Febril notropenik malignileli haslalarda kandidemi riskini arttlran ba~hca 

faktOrler; uZ3!m~ ve derin nolropeni. altta yatan hastahgm hematolojik malignite 

olmasl ve immunsupresif tedavi gibi immunolojik faktorlerin yam slm. 

mukokulanoz yuzeylerin kolonizasyonu ve ciddi mukoza hasan, geni~ spektrumlu 

antibiyotik kulla11l1111. kalater uygulanmasl. koJ1ikosteroid tedavisi ve parenteral 
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beslenme gibi immunolojik olmayan faktiirlerinde kandidemi olu~ul11unda iinemli 

katkllan vard!r. Bunlar arasmda niitropeni en iinemli faktiirdiir (66). 

5.3.1 Niitropeni siiresi 

t;:ah~mm11lzda kan kiiltiiriinde Calbicans iireyen ve kan iimeklerinde Candida 

PZR'! pozitif yedi hastmmzlll; tiimiiniin median niitropeni siiresi dokuz giindii. 

Candida PZR'! negatif ve kan kiiltiiriinde Calbicans iiremeyen toplal11 71 

hastallllZll1 ise median niitropeni siiresi yedi giindii. Bu iki grup araslllda, 

niitropeni siiresinin kml kiiltiirU ve PZR sonueu pozitif saptanan grupta daha uzun 

olmasl istatistiksel olarak mllamhydl (p= 0.000044) (t;:izelge 1). 

Cerrahpa~a TIp FakUltesinde 15 Yllda takip edilen hematolojik malignensili 

hastalarda febril niitropeni ataklannm ara~tlflldlgl bir yah~mada, l11ediaJ1 niitropeni 

siiresi 7.5 giin olarak bulunmu~tur (67). 

5.3.2 Niitropcni diizeyi 

Kan kUltiirUnde Calbicans iireyen ve kan iirneklerinde Candida PZR'I pozitif 

yedi hastmmzm tiimiiniin (%100) niitropeni diizeyi <500 Illl idi. Candida PZR'I 

negatif ve kan kiiltiiriinde CalbicClns iiremeyen toplam 71 hastamlZll1 14'Uniin 

(%19.7) niitropeni diizeyi <5001 III idi. Bu iki grup arasll1da, niitropeni diizeyinin 

istatistiksel anlamh farkh oldugu sapta11l11l~t!r (p= 0.001) (t;:izelge 5.1). 

Mark J. Dinubile ve ark. yah~malannda hematolojik malignensili hastalann 

biiyiik bir yogunlugunda (%77.8) niitropeni dUzeyinin <5001 III oldugunu 

bildirmi~lerdir (60). 

<;:izelgc 5.1: Hastalann Niitropeni Diizeyi ve Siiresinin Kar~!la~tmlmasl 

Niitropeni siiresi (median) 

Niitropeni diizeyi «500/fl) 

Kan Kiiltiirii 
ve PZR Pozitif 

(n=7) 
9 

7 

Kan Kiiltiirii P dcgeri 
ve PZR Ncgatif 

(n=71) 
7 0.001 

14 0.000044 



Hastalarnmzl11 sistel11ik kandidiyaz tamSll1l destekleyen bulgulanmn varltg1111 

inceledigimizde; tiimiiniin dort gUnil a~an, geni~ spektrumlu antibiyotik 

kullamll1lasma ragmen dii~meyen ate~leri l1levcuttu, Pnomonisi olan dort, artriti 

olan bir ve mala'onodiller cilt lezyonlan olan bir olgul11uZ mevcuttu, 

Hastalarnmzm altta yatan risk faktOr1erini irdeledigimizde ise tilmilnde '(oklu 

antibiyotik kullanmu ve kOIiikosteroid kullamml l1levcuttu, 09 hastada ilriner 

katater, iki hastada kandidilri hikayesi, bir hastada D M, bir hastada santral venoz 

katater, bir hastada biibrek yetmezligi (diyaliz), bir hastada parenteral 

hiperalil1lentasyon mevcuttu, 

5.4. Kandan hole edilen Candida Wrleri ve izolasyon slkhgl 

Avrupa Kanser Ara~tll1na ve Tedavi Organizasyonuna (EORTe) bagh invaziv 

Fungal infeksiyon (IFIG) grubu tarafmdan yaptlan 90k merkezli bir prospektif 

'(all~111ada: 90 solid, 159 hematolojik olmak iizere toplam 249 kandidemili kanser 

hastasmda en slk izole edilen Candida tiirU C,albicans (% 55) olarak saptalllm~tlr 

(68), 

Ege Oniv,' de hcmatolojik malignite tamh febril notropenik hastalar arasmda 

yapllan bir 9a!J~mada Calbicans (% 54) en slk izole edilen Candida tUrG idi (69), 

Pagano L ve ark. 'mn hematolojik 111alignitesi olan kandidemili febril 

notropenik hastalann incelendigi 9alI~malannda kandidemi etkenleri iyerisinde en 

slk izole edilen tiirun C albicans oldugu (% 41) bildiril111i$tir (65), 

a,Giizel ve ark'nll1 Gazi Oniv, T1P Fakiiltesi'ndeki 9ah~111alarmda 

,. Hel11atolojik Maligniteli Hastalardan izole Edilen Mikroorganizmalarll1 

Daglll1111" ba~hkh sunulannda kan kiiltUrlerinde Candida spp izolasyon slkhgl 

% 9,6 olarak bulunl11u~tur (70), 

ARD'de Mark ], Dinubile ve ark'l1m, hematolojik malignensili kandidemili 

hastalarda yapllan bir 9ah~malannda ise 9a!J~ma111Izdan farklI olarak en slk non­

albicans Candida tiirleri (%70) izole edi11l1i~tiL CCllbicoils '111 izolasyon slklIgl ise 

% 30 olarak saptanml~tH (60), 



<;:alt~mamJZa alman malignensili ve febril notropenik 78 hastamn yedisinin (% 

9) kan orneklerinde PZR yontel11i ile Candida DNA'sl pozitif olarak gosterilmi~ 

ve aym yedi hastanm kan kiiltiiriinden Calbicans izole edill11i~tir. 

5.5. Kandidemi'nin Tamsl 

invaziv Candida infeksiyonlanmn tams!' l11antann kiiltiir ile izolasyonu. 

antijen ve antikorlann serolojik olarak ara~tlfllmas!' mvaze dokunun 

histopatolojik olarak incelenmesi ve/veya radyolojik olarak goriintiilenl11esi, 

Candida niikleik asitlerinin molekiiler yontemler kullamlarak gosterill11esi ile 

konl11aktadlr. Hastaltg1l1 klinik tamsl iizgiil klinik belirtiler ve semptol11lann 

01l11aYl~l nedeni ile giiytiir. Ancak, kan kiiltiirlerinde Candida iiremesi ve 

molekiiler yonte1111erle Candida DNA 'S1/1111 varhg1l11l1 ispatlanl11asl invaziv 

kandidiyazisi kabul ettirecek verilerdir (71). 

5.5.1. Kiiltiir 

Dissemine kandidiyaziste Mikrobiyolojik dogrulama, kan kiiltiirlerinin biyopsi 

ve otopsi ile ispatlamlll~ derin kandidiyazis vakalar1l1da % 50'lere varan oranlarda 

negatif olu~u ve gey infeksiyonlarda pozitifle~mesi nedeni ile zordur (71), 

Febril notropenik hastalann kan kiiltiirlerinde inkiibasyonunun ardmdan klasik 

yontel11ler ile Candida spp. val' demek iyin gereken ortalama siire 4-5 giin 

arasmdadlr. Lizis santrifiigasyon yiintel11i gibi yeni geli~tirilen teknikler sayesinde 

kan kiiltiiriiniin duyarhhgl yiikseltill11i~tir. Ancak bu yontel11de yiiksek oranda 

yanh~ pozitiflik problel11i ile kar~lla~llml~tlr. Bu nedenlerle kandidcminin erken 

tamsl kan kiiltiirii gibi konvansiyonel yiintemlerle gey olmaktadlf (71). 

Geyen slire zarflllda hastaya uygulanan ampirik antibiyotikler ve profllaktik 

dozda uygulanan antifungal ilaylar ile kandideminin etkin tedavisi gecikmektedir. 

Febril notropenik hastalann al11pirik olarak yoklu antibiyotik tedavi almasl 

endojen t10ramn dengesini degi~tirmekle, kolonizasyon ve derin dokulara 

ilerlemcyi kan yoluyla yaYlhm izlemektedir. 

82 



Bagl~lklIk sistemi baskllaw11l§ hastalarda tedavi se<;:eneklerinin daha az ba§an 

§ansma sahip oldugu infeksiyonun ilerlemi§ duzeyine ula§lldlgl donemde alman 

kan kiiltUrlerinde genellikle Candida izole edilebilmektedir. 

Oysaki. kandidemilerin erken tamsl ile ozellikJe hematolojik maliguensili 

hastalarda ozgun antifungal tedaviye henuz fungal kitle1er bUyul11eden ba§lanmasl 

ya~al11 suresini uzatl11aktadu. Bu nedenlerle hlZh l110lekiiler yontel11lere 

gereksinim duyulmaktadlr. 

5.5.2 Molekiiler yontemler ve PZR 

MolekUler tam sal uygulamalar mikroorganizl11alann kUltur ortal11lannda 

biyolojik olarak liretilmelerinin yerini alarak sUratle mikroorganizl11alann 

genotipik belirlenmelerini saglamaktadn·Iar. Candidalar'm yava§ Ureme gosterdigi 

veya iiretilel11edigi durumlar ile serolojik tannun geryekle§tirilel11edigi il11mun 

yamtslzhk durumlannda molekiiler tam yontemleri bir zorunluluk olaralc Oltaya 

,Ilcmaktadlr. 

Maaroufi Y. ve ark.'mn yaptJklan bir yah§mada kandideminin PZR tel11elli 

tal11smm geleneksel kan kiiltUrlerinden daha duyarh (% 100), ozgiin (% 97) ve 

tekrarlanabilir (% 96-99) oldugunu gostelmi~Ierdir (72). 

Kalkancl A. ve ark. 'nm yaptlklan yalI§mada 32 notropenik hastamn kan 

orneklerinde Candida turlerinin gosterilmesi i9in tUre ozgul primerlerin (Peon I, 

Peon 2) kullamIdlgl bir PZR protokolii ile incelenmi§tir. 32 hastadan dordu (% 

12.5) PZR ile pozitif iken kan kiiltUrU ile bu dOli hastadan sadece bir tanesi pozitif 

olarak saptamllI~ ve sonu, olarak PZR yonteminin, kandan Candida tUrlerinin 

gosterill11esinde yok duyarlI bir teknik oldugu ve kandidemi ku§kulu olgulann 

tal11s111da kulla1111maS111111, yararlI olaeagl vurgulam11l§tJr (73). 

Candida DNA'slnm ekstraksiyonu 

Kandan Candida DNA'S111111 ekstraksiyonu 19111 geli§tirilmi§, 111 house 

yontemler ve bin;ok ticari kit buluI1maktadn. 



<;:ah~mam1Zda kulland1i?ull1z ekstraksiyon kitleri ile birlikte Laffler ve ark. 'nm 

(74) kullandlkian in house yontem ve hazlr ekstraksiyan kiti: duyarhllk. sW'e ve 

mali yet aylSllldan kar~IIa~tmhll1~ ve yizeige 2'de gosteriImi~tir. 

<;:all~mmll1zda tapIm11 78 hastamn EDT A'1l liiplere aIlllan kan omekleri farkh 

iki ekstraksiyon kiti ile yah~IIdl (QIAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC DNA 

Isolation Kit). 

Kullandlg1l11lZ her iki ekstraksiyon kiti ile safla~tmian ve stand art PZR (sPZR) 

yontellliyIe amplifiye edilen Candida DNA'sll1ll1 allalitik duyarhhklan 

ara~tmcJ!ann benzer ekstraksiyon kitlerini kullanarak gen;:ekIe~tirdiklerj 

yah~malar ile uyumlu bulunl11u~tur (yizelge 5.2). 



(:izclgc 5.2: Kan iirneklerinclen Candida DNA ekstraksiyon yontemlerinin kar~tla~tmlmasl. 

Kaynak Ekstraksiyon yiintemi rZR yontemi Duyarhhk (CFVlml) Slire (Saat) Maliyet 

<;'81I~mamlz. (2005) Moclifiye manuel 10 4 12 (YTL) 

(Lytiease + OIAamp) sPZR 

MagNA Pure LC 10 2 15 (YTL) 
_~ __ '''~'_''M~'"' 

Lofller ve ark. (1997) in-house 1-10 8 140 (YKR)* 

(74 ) OIAmp Tissue 1-10 4 3.5 (YTL)* 

Gene Releaser sPZR 10 3. 15' 2.5 (YTL)* 

Pure gene D 6000 100 5 1.2 (YTL)* 

Dynabeacls 100 4 1.5 (YTL)* 

DNAzol 1000 4 1.4 (YTL)* 
..... _ •• M ___ • __ • 

Lofllcr ve Stanclart manuel 10 7 7 (YTL) 

ark. (2002) (Lytiease + OIAamp) RT-PZR 

(54) MagNA Pure LC 1-10 3 5.6 (YTL) 

" 
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Modifiye manuel (Lyticase + OIAamp) yontemi ile yapllan ekstraksiyon stiresi 

dort saat iken MagNA Pure LC ekstraksiyon yontemi ile iki saatti ve diger 

ekstraksiyon yonteminden % 100 daha kIsa stirede tamamlamyordu. 

Diger ekstraksiyon yontemleri; in-house, OIAmp Tissue, Gene Releaser, 

Puregene D 6000, Dynabeads, DNAzol ile yapllan ekstraksiyonlann stiresi 3 ile 8 

saat arasmda degi~mekteydi. 

<;:ah~mm11lzda kullandlgu11lz MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III 

ekstraksiyon kiti, Loffler ve ark. 'nm 2002 Yllmda kullandlklan kitin geli~tirilmi~ 

formu idi ve ekstraksiyon siiresi bu ara~tIrlcllannkinden daha kIsa idi. 

MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 1JI, modifiye manuel (Lyticase + QIAamp 

DNA Mini Kit-Qiagen) ekstraksiyon kitine gore kIsa stirede sonu91anmasl ve 

otomatize sistem olu~u nedeni ile daha uygulanabilir bulunmu~tur. 

<;:ah~mm11lzm maliyeti modifiye mmmel (Lyticase + QIAamp DNA Mini Kit­

Qiagen) ekstraksiyon kiti iyin birim maliyeti 12 YTL iken MagNA Pure LC DNA 

Isolation Kit III i9in birim maliyeti IS YTL dir. Al1cak yurt dl~l yaymlarda 

ekstraksiyon maliyetlerinin daha ekonomik oldugu gozlemni~tir. 

Amplifikasyon ve goriintiileme 

Candida infeksiyonlannm tamsl iyin ilk PZR yontemlerinden biri Crampin ve 

ark. (1993) tarafmdan yaYlmlanml~tIr (76). <;:ogaltlm i9in hedef olarak 

C. albicans 'm heat shoek protein 90 (HSP 90) gen kodu Se9ill11i~tir. Duyarhk I 1111 

ornekte 100 CFU/ml olarak saptanl11l~tlr (yizelge 3). 

PZR yontcl11lerinde seyilen hedef bolge, gorilnttileme tekl1ikleri, analitik 

duyarhhklar, kaynaklar ve zamanlan ile birlikte yizelge 3' de gosterilmi~tir. 

<;:ah~mm11lzda 5 s rRNA gen bolgesi hedef ahnarak yapllan sPZR sonueu 

amplifiye ilrilnler Et-Br boyah agaroz jelde degerlendirilmi~ ve analitik , 

duyarlIhgn11lz 10 CFU/ml olarak saptam11l~lIr (yizelge 3). 

Kullandlgn1lIz ekstraksiyon. amplifikasyon ve giirilntillellle yontellliyle ayl1l 

yontcllli knllanan diger ara~tmCllann ula~tlklan analitik duyarhhk dtizeyine yakll1 

seviyede bulunmu~tur (yizelge 2). 



(izclgc 5.3: Candida PZR yontel11lerinde seyilen hedefbolge, gorlintLilel11e tekniklcri ne analitik duyarhhklann kar;l\;§t;;li~\;;l~:""::::"'''<~:)::!%\::~'::::':f'::I;:):i\::l):tl!I:~ 

Kaynak Hedcf Metod Goriintiilemc Analitik duyarhhk 
, 

(:ah~maJ11lz; (2005) SS rRNA sPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFU/l111 

l. Crampin ve ark. (1993) (7S) IISP 90 sPZR EtBr boyah agaroz gel 100 CFU/ml 

2. Bucrgencr vc ark. (1994) (76) Sitl' 450 nPZR Southern Blotting 20 CFU/ml 
•. 

3. Holmes ve ark. (1994) (46) 5 S rRNA sPZR EtBr boyah agaroz gel 15 ± 5 CFU/l111 

4. Wildfeucr vc ark. (1996) (77) SitP 450 nPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFU/ml 

5. Einsclc ve ark. (1997) (78) 18 S rRNA sPZR, molekliler prob Southern Blotting 1 CFU/ml 
•.. 

c,. Flahaut ve ark. (1997) (53) SAP sPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFU/ml 

ELISA 1 CFU/ml 
. 

7. Locfl1cr ve ark. (1998) (79) 18 S rRNA sPZR ELISA 5 CFUlml 
-----

8. Locftler ve ark. (2000) (SO) IS S rRNA sPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFUlml 

9. Wahyuningsih vc ark. (2000) (81) 5.8 S rRNA sPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFU/ml 

ErA I CFUlml 

to. Dendis ve ark. (2002) (S2) 5.8 S rRNA nPZR EtBr boyah agaroz gel 3 CFUlml 

1. Ahmad vc ark. (2002) (55) 5.8 S rRNA snPZR EtBr boyah agaroz gel 1 CFUlml 

12. Loel11er vc ark. (2002) (54) 18 S rRNA R.TPZR 10 CFUlml 
L . 
~ Mamoull ve ark. (2003) (S3) 5.8 S rRNA R.T PZR 5 CFU/ml 

.. ~ 

, 
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Flahaut ve ark.'nm (53) yaplIklan bir 9alI~mada Candida DNA'sll1l11 

ara~tmlmasl11a yonelik, modifiye Qiagen Candida DNA ekstraksiyon protokol 

uvgulamas] ile (OJAamp Tissue kit kullanrlarak) Candida DNA's] safla~tlfllm]~t]r. 

Ardmdan,Calbicans sekretuar aspartik proteinase (SAP) gen bolgesinin hedef 

ahndlgl PZR yiintemj jle Candida DNA'sl 90galtrlml~tlr. Sonrasmda EtBr ile boyalI 

agaroz gel ve ELISA metodlan ile amplifiye Candida DNA'sl gorlinttilenmi~tir. EtBr 

ile boyah agaroz gel gorlintUleme yonteminde Candida DNA'sl11m all saptanma 

limjti 10 CFUlml iken ELISA jle I CFU/ml olarak bildirilmi~tir. 

<;:ah~maJmzdan daha alt analitik duyarhlIklann «10 CFU/ml) saptandlgl Candida 

PZR 9ah~malaJ'mda; nPZR, snPZR yada RT-PZR yontemleri kulanilml~ aynca 

ELISA yiintemi ile gergekle~tirilen giiruntiileme tekniklerinin daha alt limitleri 

saptayabildigi giizlenmi~tir. 

Kandidemi tams1l1da kan kultlirli pozitifligini duyarhlIk ve ozgUlluk yonunden 

gold stand art kabul edersek PZR'lI1 pozitif oldugu tUm hastalarda kan kUltUru pozitif 

bulunmu~ iken PZR'm negatif oldugu ttim hastalarda kan klilttirli negatif olarak 

sapta11Jm~tlr. 
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1. <;:ah~maya aldlgll11IZ F ebril nblropenik hastalann yedisinin (% 9) kan 

kUItUrlerinde Candida Uredi. 

2. Ureyen Candidala,. '1/1 tUmli C.albicans idi. 

3. Ureme olan febril niitropenik hastalar'll1 altlSlllll1 (% 8S.7) altta yatan primer 

tamsl hematolojik malignite iken birinin (% 12.S) altta yatan primer tamsl solid 

malignite (Ntiroblastom) idi. 

4. Febril Ntitropenik hastalann % 9'unda PZR ile Candida DNA'sl saptandl. 

5. Candida DNA' Sl saptanan hastalann tlimtinlin kan ktiltlirlerinde C.albicans 

tiredi. 

6. Kan ktiltUrU ve PZR'I pozitif olan hastalann tlimtintin niitropeni dtizeyi < SOO/1l1 

olup kan kliltlirU ve PZR'I negatif hastalann ise 14'linlin (% 19.7) niitropeni 

dlizeyi < SOO/I-d idi .. Bu iki grup arasmdaki fark istatistiksel olarak anlam!r idi 

(p= 0.000044). 

7. Kan kliltlirti ve PZR'I pozitif olan hastalann median niitropeni slireleri dokuz 

gUn olarak tesbit edihni~ iken kan ktilturu ve PZR'I negatif olan hastalann 

median niitropeni stireleri yedi giindii. Bu iki grup arasmdaki fark istatistiksel 

olarak anlam!r idi (p= 0.001). 

8. KullandlglIl1lZ iki ekstraksiyon ybntemi (MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 

llI-Roche, modifiye manuel (Lyticase + QIAamp DNA Mini Kit-Qiagen)) ile 

ekstrakte edilen Candida DNA'sll1ll1 analitik duyar!r!rgll1da fark yoktu (10 

CFU/ml). 

9. S s rRNA gen bblgesi hedcf alll1arak yaprlan amplifikasyon ile ml'de 10 CFU 

ic;;eren Candida DNA'sl Et-Br ile boyah agarozjelde gbrtintlilendi . 

10. Ancak MagNA Pure LC sistemi. modifiye manuel (Lyticase + QIAamp DNA 

Mini Kit-Qiagen'e giire % 100 zaman tasarrufu saglamasl ndeni ile tercih 

edilmclidir. 

11. Kan kUltUrti l11aliyeti tiplcndirmc haric;;, bc~ YTL'dir. PZR yiintemine gore 
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bir miktar daha ucuz olmasll1a ragmen, dissemine kandidiyaziste kan killtilril 

yiintemi ile 96 saatte alll1an sonu, gel' olmaktadlr. Erken tal1l tedavinin ba~an 

~anslm mttlracaktlr. 

12. PZR yiintel11i ile ekstraksiyon 2 saat, al11plifikasyon ve giirilntiileme 3 saat oll11ak 

uzere toplal11 5 saat gibi klsa bir surede kandidel11i tal11Sll1a gidilebill11ektedir. 

Sonuy olarak; Ozellikle l110rtalite riskinin yilksek oldugu hematolojik 

l11alignensili ve il1ll1lun sistel1li baskJlanl111~ febril niitropenik olgularda, 

kandidel11iden ~ilphe duyuldugunda, duyarhhgl ve iizgilllugu yilksek ve hlzla 

tal1lya giden Candida PZR yaprll11asll1ll1 zorunlu oldugunu dil~unl11ekteyiz. 

Anahtm' kelil11eler: PZR, Kandidel11i, Hel11atolojik l11alignite, Febril notropeni. 
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6ZET 

Candida tlirleri bagl;;lkhk sistemi baskIlamTIl;; hastalarda, flrsatyl mantar 

infeksiyonlanna neden olan invaziv fungal etkenler arasmda ilk slrada yer ahrlar. 

Bagl;;lkhk sistel11i baskIla11lTIl;; hematolojik l11alignensili notropenik hastalarda, 

kandidemi tamslmn konl11asmda PZR hlZh ve duyarh olu;;u nedeni ile tercih 

edill11ektedir. Kandideminin erken tamsl kan kliltlirli gibi konvansiyonel yontemlerle 

gel' olmaktadlr. 

<;:ah;;maITIlzda; bir yIl sliresince Akdeniz Universitesi Hastanesi iy Hastahklan 

ABD biinyesindeki Hematoloj i BD, <;:ocuk Saghgl ve Hastahklan ABO Hematoloji­

Onkoloji BD'l servislerinde ve KHT linitesinde yatan ve ilgili birimlerce l11alignite 

tamsl konan; kandidel11i on tamh top lam 78 hastamlzm, glinllik lokosit sayIlan ve 

ate;;leri izlenerek prospektif olarak febril notropenik donem leri saptandl. 

Hastalardan ate;;in yiikselmeye ba~ladlgl ilk saatlerde antifungal tedaviye henliz 

ba;;lanmadan al111an veniiz kan orneklerinde; PZR yontel11ini kullanarak erken tan111111 

konulabilmesi iyin Candida DNA'sl ara;;tmldl. Uygulanan PZR yontel11i nitelik ve 

nicelik yiiniiyle konvansiyonel otomatize kan kliltiirli sistemi ile kar;;lla~tmldl. 

Niitropeni derecesi ile kan kiilWrii ve PZR pozitifliklerinin uyumu belirlendi. 

Bu incelemelerin sonucunda, yah;;l11aya alman top lam 78 l11alignensili febril 

notropenik hastan111 yedisinin (% 9) tam kan iirneginden PZR yontemi ile Candida 

DNA'sl tesbit edilmi;;tir ve ayl1l hastalarm kan kliltiirlinden Candida izolasyonu 

geryekle;;tirilmi;;tir. Candida PZR'm negatif oldugu 71 hastan111 ise kan kliltUrlinde 

Candida izole ediIl11emi;;tir. 

Kan kiiltlirti ve PZR'l pozitif olan hastalann WmtinUn niitropeni dUzeyi < SOOlJ.d 

olup median notropeni sUreleri dokuz giin olarak tesbit edill11i;; iken kan ktiltiirli ve 

PZR'l negatif hastalann ise 14' linUn (% 19.7) niitropeni dUzeyi < SOO/fIl idi ve 

median notropeni slireleri yedi glindii. Kan kUIlUru ve PZR'l pozitif olan hastalar ile 

kan kUltUrli ve PZR'l negatif hastalann notropeni dlizeyi arasll1daki fark istatistiksel 
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olarak anlamil idi (p= 0.000044). Yine bu iki grup arasll1da median nOlropeni sUreleri 

arasllldaki fark istatistiksel olarak anlamil olarak saptandl (p= 0.001). 

Kan kiiltiirU maliyeti tiplendinne hariy, be$ YTL'dir. PZR yontemine gore bir 

miktar daha ucuz olmasma ragmen, dissemine kandidiyaziste kan kiiltiirli y6ntemi ile 

96 saatte alman sonuy gey olmaktadlr. 

Kandidemililerin erken lalllSI ile hematolojik malignensili hastalarda ozglin 

antifungal tedaviye heniiz fungal kitleler biiylimeden ba$lanmasl ya~am sUresini 

uzatmaktadlr. 

Ozellikle altta yatan hematolojik malignensisi olan ve uzun sliredir yoklu 

antibiyotik kullanmasma ragmen ate$i dU$meyen febril notropenik hastalarda, 

mortalite riskinin yliksek oldugu bilinen kandidemiden $liphe duyuldugunda; yok 

ozgiil, duyaril ve hlzil tal1lsal sonuy veren Candida PZR 'm uygulanmasmll1 zorunlu 

oldugunu dii$linmekteyiz. 
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