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1. GIRIS ve AMAC

Candida tirleri dogada yaygm, insan; deri, solunum, gastrointestinal ve kadin
genital sistem floralarinda bulunabilen maya morfolojisinde mantarlardir (1).

Firsatgt patojenler olup, hazilayici bazi faktdilerin varhginda kandidoz olarak
tamimlanan yiizeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal ya da yaygin infeksiyonlara
neden olabilirler (2,3)

Bagigiklik sistemi baskilanmig akut 16semisi olan ve kk hiicre transplantasyonu
(KHT) yapilan hastalar basta olmak ilizere malignensileri nedeni ile sitotoksik
kemoterapi alan febril notropenik hastalarda; Candidalar, fitsatei ve invaziv fungal
infeksiyon etkenleri arasinda ilk sirada yer alirlar (3)

Kandidemi, nétropenik hastalarda ¢ok korkulan bir risk faktoriidie. Ciink{i immun
sistemi baskilanmig bu hasta gruplarinda ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilen,
tedavisi gli¢ ve pahali infeksiyonlardir (4).

Bagigiklik sistemi baskilanmig hastalarda tedavi seceneklerinin daha az basan
sansina sahip oldugu infeksiyonun ilerlemis diizeyine ulagildigr dénemde alinan kan
kiiltiirlerinde genellikle Candida izole edilebilmektedir.

Oysaki, kandidemilerin erken tamisi ile &zellikle hematolojik malignensili
hastalarda &zgiin antifungal tedaviye heniiz fungal kitleler biiylimeden baslanmasr
vasam siresini uzatmaktadir (4).

Bu nedenlerle hizli molekiiler ydntemlere gereksinim duyulmaktadir.

Bu caltsmada, hastalardan atesin yiikselmeye basladigi ilk saatlerde antifungal
tedaviye heniiz baglanmadan alinan ven&z kan drneklerinde;

1. PZR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) yontemint kullanarak erken tanmmn
konulabilmest i¢in Candida DNA’s1 arastuumayi,
2. Uygulanan PZR yontemi nitelik ve nicelik yoniiyle konvansiyonel otomatize kan

kiiltitrti sistemi ile karsiastirmayi,



3  PZR ile yapillacak DNA ekstraksiyonundaki bagani  PZR  sonucunu
etkileyeceginden, farkli iki ekstraksiyon kitinin; birbirleriyle uyumu, analitik
duyarhiiklari, stireleri ve maliyetieri, agisindan karsilastirmays,

4. Kan kiltirl ile PZR sonuglarimin sistemik kandidiyaz tanisim destekleyen
bulgularla uyumunu,

5. Notropeni derecesi ile kan kiiltiirii ve PZR pozitifliklerinin uyumunu

6. Kan kiiltiirii ve PZR sonuclarmin sistemik kandidiyaz risk faktotleri ile uyumunun

arastirilmasini amagciadik



2. GENEL BILGILER

Candida titleri dogada yaygin, insan; deri, solunum, gastiointestinal ve kadin
genital sistem floralarinda bulunabilen maya morfolojisinde mantarlardir (1).
o 'Dogum sirasinda veya dogumdan kisa bir siire sonra yenidogana bulasarak normal
.-':_i::'.";'ﬂora iginde yerlerini alilar. Fusater patojenler olup, hazitfayict bazi fakttrlerin
varliginda kandidoz olarak tanimlanan yiizeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal
va da yaygin infeksiyonlara neden olabilirler (2,3)
Candida infeksiyonlaninin ¢ogu endojen kaynakli olmasina ragmen; kontamine
r--:-'::swllar, biyomedikal aletler, total parenteral beslenme gibi tibbi girisimlerle ya da
-"'Sagl ik personelinin elinden, insandan insana ekzojen gegiste miimkiindiir.
Konak savunmasi baskilanmis hasta popiilasyonunun artis, son yvirmibes yilda;
: -3.'.f'1r‘satg;1 manta:r infeksiyonlar1 sikhgmni dramatik olarak arttirmistir (4). Bagisikiik
 sistemi baskilanmig bu hastalarnin dogal savunma mekanizmalati yeterli islev
. gormediginden hastalar her an sistemnik mantar infeksiyonlanim gelistirme riski
tasirlar. Ayrica bu hastalardaki mantar infeksiyonlan siklikla siddetli, hizh ilerleyen,
- tanisi gec konan ve tedavisi zor olan infeksiyonlardir (5).

Invaziv fungal infeksiyonlar (1Fl), akut 16semili hastalar ve kok hiicre transplant
(KHT) hastalari basta olmak {izere malign hastaliklari nedeni ile sitotoksik
kemoterapi alan notropenik hastalarda morbidite ve mortalitenin en &Snemli
nedenlerinden biridir (6)

Candidalar; baZisiklik  sistemi baskilanmis hastalarda, firsatgr  mantar
infeksiyonlarina neden olan invaziv fungal etkenler arasinda ilk sirada yer alan

mantarlardir (6)

(WS




2.1. Tarihce ve Taksonomi

Mantarlar, 1969°da Whittaker tarafindan dogadaki canlilary bes evrene ayiran yeni
ﬁ:'._-.'_.s'itemde; bitkiler, hayvanlar, protisler ve monerlerden ayri bir evren olarak kabul
edilmekteditler (7).
- Mantar infeksiyonlarina iliskin bilinen en eski belge M.O 2000-1000 arasina
- :_ {arihlenen Hindu kutsal yazitinda (Samhita) bulunmaktadir ve ayakta misetomadan
o soz eder. Mayalatla ilgili diger eski belgeler arasinda Hipokrat (MO 400-300) ‘in
“trush bigimindeki kandidozu tartisan metni ile bir Roma’li ansiklopedist olan Aulus
-'._:('jomelius Celcus’un halen Vatikan kiitiiphanesi’nde korunmakta olan sekiz ciltlik De
" Re Medicinea’sinda sz ettigi; agiz kandidiyazi, favus sayilabilir (7).
Ortacagin sonfarina dogru infeksiyon hastabiklarindan séz edilmeye baglanmis,
. ':15-19. yiizyll arasinda mikoloji ve 6zellikle tip mikolojisinde, Italya’da hekimletle
diger bilim adamlari mikozlart ve etiyolojik etkenlerini anlamaya ¢alismuslar, tarif
- etmisler ve tartismislardir. Mikolojinin kurucusu sayilan Italyan botanist P A Micheli
- 1729°da Nova Plantarum Genera’da mantarlarla ilgili arastiumalanin yayimlamistir.
E. Fries (1794-1878), ‘systema Mycologicum’ adli eseri hazitlayarak bugiinkii mantar
~ sistematiginin esasint kurmustur. 1853’de Robin Candida albicans’t pamukeuklu
- sahislanin lezyonlarinda incelemis ve basit bir kiiltiiriinil de elde .etmijstil‘ (7.
1861’de Zenker, ilk sistemik kandidoz vakasini bildirmistir 1875°de Haussmann,
5'; oral ve vaginal pamukgugun ctiyolojik ajaninin aym oldugunu belirtmis ve infantlara;
::.- annenin vaginal lezyonlarindan gectigini gdstermistic 1890°da Zopf, kandidozun
_ kullanilan ilk ismi olan monitiazisden esinlenerek mantar1 <’ Monilia albicans™* olarak

isimlendirmistir (8)

Yirminei yiizyimhn baslarinda Castellani, Monilia albicans disinda diger
tirlerinde kandidozda etken olabilecegini ileti siirmiis, giinimiizde C guillermondii,

o Chrusei, C kefir ve C tropicalis olarak bilinen tiirleri ilk olarak tanimlamistir (8)

19547 Paris’te yapilan 8 Botanik kongresi'nde ‘Candida’ cins ismi olarak kabul

edilmistiv (2).  1963’te medikal yénden onemli 5 tiir tanmmlanmistir. Buniar;




Calbicans, C stllaioidea (ginimizde C albicans’m sinonimi olarak kabul cdilir),
C Pampsilosfs, C wropicalis, C guillermondit’dir (9)

'. Mantarlarin isimlendirilinesi International Code of Botanical Nomenclature
tafafindan yiiriitilmektedir. Mantarlar; eseyli ilireme bicimleti, yasam dongiileri,
_yapilar ve fizyolojik ozelliklerine gére simiflandiilmakeadirlar (10)

_ _. Candida genusu hetorojen bir yapiya sahiptir. Telemorfik genuslar, Candidalar’n
cinsel formlan olarak tanimlanmaktadir (2,8).

Tibbi onemi olan mantarlarin  taksonomik smiflamast ¢izelge 2.1° de

: '_ gosteritmistir (11).




Cizelge 2.1. Tibb1 6nemi olan mantarlarin taksonomik semast

Béliim: AMASTIOGOMYCOTA

I

l

V

\

Alt Béliim: Zygomycotina

Alt Boliim: Ascomycota
Smaf: Ascomycetes

Alt simf: Hemiscomycetidae
Takim: Endomycetales

Cins: Saccharomyces, baz1 Candida
tisrlerinin telemortiar

Alt Boliim: Basidomycotina

Alt Béliitm: Deuteromycotina

Suf: Deuteromycetes

Alt simif: Blastomycetidae(Blastomyces)
Takim: Cryptococcalles

Cins: Eseysiz mayalar (imperfect yeasts);

Candida, Cryptococceus,
Trichosporon, Malassezia




2.2. Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Candida titleri 3-6 pm biiylikliiginde, ince duvarli, kapsiilsiiz, dkaryotik maya
formunda mantarlardir. Eseyli (telemortfik) treme oOzelligi gbsterebilmesine karsin
esas olarak tomurcuklanarak (aseksiiel=anamorfik) cogalirlar Tomurcuklanarak
olusan yavru hiicreye blastokonidya veya blastospor adr verilir. Yavru hiicre ana
hiictenin aynmidir, ana hiicteden ayrilabilir veya ayrilamaz. Dokularda 3 morfolojik
sekilde goriiliir; maya, yalana hif ve ger¢ek hif. Yalanca hif (pseudo hif), arka
arkaya tomurcuklanan blastokonidyumlarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve
aralaninda bogumlar olusturarak yaptiklari hiicreler zinciridit Gergek hif, maya
hiicresinin bogum yapmadan filamant6z uzantilar olusturmasidir Candida tiitlerinin
gercek hif olusturup olusturmadiklart germ tiip testi ile saptanabilmektedir Candida
albicans ve Candida dubliensis germ tilp olusturabilmektedir (2,8,16)

Sabouraud dekstroz agar (SDA), gibi rutin bestyetlerinde, oda 1s1s1 (22°-26°C) ve
37°C’de kolaylikla tirerler Mayalarm 37°C°de treme Szelligi Gnemlidir. Cogu
patojen tiir 25-37 °C°de tireyebilirken, patojen olmayan tiirfer genel ofarak 37°C’de
lreyemezler (8)

SDA’da liteyen maya kolonilerinin incelenmesi tiir hakkinda on fikir verebilse de
Candida tiirlerinin morfolojik &zellikleri, misirunlu Tween 80 agar besiyerinde
incelendifinde daha iyi gbzlenir. Misirunlu Tween 80 agar besince fakir bir ortam
olup maya hiicreleri bu besiyerinde yedek besin toplayan klamidospotlar olustururlar
sporlardi. Candida albicans ve Candida dubliensis misitunlu Tween 80 agar
besiverinde klamidospor olustururlar ve diger Candida turletinden ayut edilitler
(2,8,17)

Klinik grneklerden mantarfaim izolasyonu igin en yaygin kullanilan besiyetleri
SDA, kanli beyin-kalp infizyon (BHI) agardir. Bu besiyerlerine; kloramfenikol +
gentamisin veya penisilin + streptomisin veya kloramfenikol + siklohekzimid

antibiyotik kombinasyonlarn eklenerek besiyerleri secici duruma getirilebilir.



Kloramfenikol + gentamisin ilave ediimis SDA; genis antibakteriyel etki spektrumuna
sahip olmasi, giivenli sekilde otoklavlanabilmesi nedeniyle Candida tlrlerinin
iretilmesinde en stk tercih edilen besiyeridir (18)

Kolonileri; yumusak kivamli, diizglin viizeyli ve kirli beyaz renkte genellikle S
tipi kolonilerdir (8)

Klinik 6rneklerden izole edilen Candida tiirlerinin ayriminda kullanilan morfolojik
pzelliklerinin (Cizelge 2.2) vam sira; tiitlerin kesin tamisi geker fermentasyon ve

asimilasyonu gibi biyokimyasal testlerle konulur (Cizelge 2.3.) (1,8)

Cizelge 2.2. Candida tiirlerinin morfolojik ayirimi (8)

Candida Titleri | Germ Tup Klamidospor 37 °C’de Ureme 42 °C’de Ureme
C  albicans + + + +
C. tropicalis - - + -
C glabrata - - +

C. parapsilosis - - + -
C krusei - - + -
C. guillermondi - - + -
C catenulata - 4 +d -
C  dubliensis + + + -
C famata - - + -
C kefir - - + -
C lambica - - +d ,
C lipolytica - - + -
C. lusitaniae - - + -
C. pelliculosa - - + -
C. pintolopestisii - - + -
C rugosa - - + -
C. zeynaloides - - - -




Cizelge 2.3. Candida tirlerinin astmilasyon ve fermentasyon 6zellikleri (1)

Candida Tiirleri ASIMILASYON FERMANTASYON
D M| S L| G M| S K R T D D M S L
C. albicans + + | +d - + - - + - + - F F - -
C. iropicalis + + + - + - + + - + - F F F -
C. glabrata + - - - - - - - - + - F - - -
C. parapsilosis + + + - + - - + - + - F - - -
C. kruser + - - - - - - - - - - F - - -
C. guillermondi + + | + - + |+ | + + + + + F - F Fd
C. caterulaia + + - . + - - + - - - I'd - - -
C. dubliensis + + + - + - - - - - -
C. famata + + ]+ A |+ |+ + + + +d Fd - Fd -
C. kefyr + - + + + - | +d +d + -d - F - F Fd
C lambica + - - - - - - + - - - F - - -
C. lipolytica + - - - - - - - - - - - - - -
C. tusitaniae + + + - + - + + - + - F - F -
C, pelliculosa + + | +d | - + |+ |+ + - + - F - - -
C. pinlolopestisii |+ - - - - - - - - - - F - - -
C. rugosa + - - - + - - +d - - - - - - -
C. zeynaloides + - - - -d - -d - - + - - - - -

D: Dekstroz, M: Maltoz, S: Sukroz, L: Laktoz, G:galaktoz, M:mellebiyoz S: sellebiyoz, I

T:Trehaloz, D:Dulsitol

: Inositol, K: Kstloz, R: Rafinoz,




. 2.3. Candida Hiicresinin Ince Yapst

5 .f:.: 2.3.1. Hiicre Iskeleti
| Fungal iskelet turgor basincina karsi koyan ancak, dinamik bir sistemdir
iskelet, hiicre duvann ve hiicre membram ile baglantihdir  Iskelet
komponenetlerinden olan mikrotiibliller, membranmn hareketlilifinde rol alular.
Iskeletin bir diger bileseni olan aktin, sitoplazmik akigkanhktan sorumludur.
Miyozin ise, aktinle birlikte organellerin hareketliligini saglar.

fskeket komponentlerinin birbirleri ile iligkileri acismdan Ca'’, Mg ', H
iyonlannn yogunluklan Snemlidit Bu iyonlarin hilcre igine gitis, ecikislan
organellerin hareketliligi ve hifal uzama diizenlenir Iyonlar, ek olarak mitoz,
mayoz, tomurcuklanma, septum olusumu yani morfogenez ve de protein kinaz

gibi baz: enzimlerin regulasyonunda da rol alular (19).

2.3.2. Hiicre Duvari

Hiicre duvan sert bir yapida olup, hiicreye sekil verir. Ozmotik basinca bagl:
hiicre patlamasina karsi koyar. Cesitli molekiillerin i¢ ve dis ortama gegislerinde
rolti vardur Hiicre duvar, maya hiicresinin degisik yiizeylere tutummasinda
(adezyon) doZrudan gorev alu Duvar vapisinda baz1 maddeler antifungal ajanlar
icin hedef olustururken, bazilar: aym zamanda immiinolojik determinantlar: tagir.
Duvar komponentlerinin
% 80-90’1 karbonhidratlar, % 5-15’1 protein ve % 2-571 lipidlerden olusur.
Karbonhidratlarm ise % 20-30’u mannoprotein, % 50-60°1 B-glukanlar ve % 0.6~
%’ u kitin yapisindadir (19)

Candida albicans’in maya ve hifal formlarinda glukan ve manan igerifi
benzerdir fakat, hifal hiicrelerde kitin miktar: maya hiicresine gore fic kat daha
fazladir.

Elektron mikroskobik calismalara gore, Candidalar’in hiicte duvan en az 5
katmanhdir. Maya-hif dontisiimii siirecinde bu say1 ve kahnlik degisir. Ayrica
ortamda viiksek yogunlukta seker varlifinda en distaki mannoprotein katman

kalinlasir ve fibriler olugumlar artar
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2.3.3. Hiicre Membram

Hiicre membram tasidifi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dig
ortam gegisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi, duvar komponentlerinin sentezinde
rolii olan enzimler de mebranda bulunurlar. Ayrica C albicans’in morfogenezi
(maya hif doniisiimii ve hifal ugtan uzama) igin gerekli olan sinyal iletiminde rol
alan fosfolipaz C, adenilat siklaz. Proteaz gibi enzimlerde membranda yer alirlar
Candidalar’in hiicre membraninda; fosfotidil kolin, fosfotidil etonolamin,
fosfotidil serin ve fosfotidil inozitol gibi fosfolipidler bulunur (19)

Tiim mantarlarda oldugu gibi, Candidalor’in da biicre mebraninda bulunan
sterol, membran lipidlerinin % 20 ‘sini olusturur. Steroliin % 95°1 ergostetol
formundadir. Ergosterol, hiicte membranina etkili antifungal ilaglar icin en nemli

hedeftir (19).

2.4. Patogenez ve Virulans

Candida infeksiyonlartin patogenezinde konaga ve mantara ait faktoiier
birlikte rol alirlar Candida tirlerinin virtilans faktorleri; hiicre duvar bilesenleri,
ekstraseiliiler matriks proteinlerine adezyonu saglayan ylizey integiin benzeri
molekiilleri, slime yapimi, proteinaz ve fosfolipaz enzimleri, endotoksin benzeri
aktivite, molekiiler benzeme, hif formu ve ¢imlenme borusu olusturma, fenotipik
degisimdir.  Bu virlilans faktérleri Candida infeksiyonlannin olusmasmnda
onemlidir Ancak, firsat¢r mantar infeksiyonlarinda konaga ait faktéiler daha 6n

plana ¢ikmalktadir (19)

Patogenez
2.4.1. Konaga Ait Faktorler

Candida tinleri mukozal yiizeylerde kommensal olarak bulunan mantarlardir.
Konagin Candida infeksivonlarina karst ilk engeli salam epiteldir. Deri
varalanmasina neden olan olaylar saglikli bireylerde dahi kutanéz kandidoza
neden olabilit. Deride ¢esitli nedenlerle olusan hasailar  Candidalgr™ i

¢ogalmasina ve invaziv hale gelebilmesine vol acabilmektedir (19)



Altta vatan akut myeloid veya akut lenfoid 18semi gibi hematolojik

o malignitelerde, malign kemik iligi hiicrelerini tiimiiyle ortadan kaldumaya yénelik
kemoterapi, hastalarin nétropenik hale gelmesine neden olamaktadnr Derin ve
uzun siirell notropeni durumunda hastalar, kugkulanilan ya da tanimlanan
bakterivel infeksiyonlara kargi antibiyotik alular Ancak ates ve diger infeksivon
belirtileri antibiyotik kullanimina ragmen devam ederse, hastalaiin siklikla
sistemik fungal infeksiyonlara karsi da tedavi edilmeleri gerekli hale gelir.
Sistemik fungal infeksiyonlann ciddi morbidite ve mortaliteye yol actifn bu hasta

grubunda immun sistemin rolii gok Snemlidir (20).

Candida infeksiyonlarmda Immun Sistemin Rolii

Immiin sistemin invaziv fungal patojenlere karsi koruyucu gérev iistlenen ana
komponenti monosit-makrofaj sistemi ve notrofillerdir.

Hayvan modelleti iizerinde yamlan c¢aligmalarda monositler ve doku
makrofajlart mantar sporlarmin yerlesmesi ve migel olusumunun Snlenmesinde
ctkili hiicrelerdir Ancak micelyum vyerlegmigse bunlarin eradikasyonu ig¢in
nétrofillerin fagositik etkinliklerine ihtiyag vardu. Makrofajlar, akcigetler gibi
invaziv fungal infeksiyonlara karsi 1isk altinda bulunan organlarda degisik
mekanizmalarla aktif olarak fungal mikroorganizmalan fagosite eder ve 6ldiirir
Dolayli olarak antifungal ajanlan infeksiyon bolgesine ulastirabilir. Bunlara ilave
olarak tiimér nekrozis faktor (INF), interlokin 1 (IL1), interltkin 8 (IL8) ve
grantilosit-makrofaj koloni stimulating faktor (GM_CSF) gibi sitokinleri
salgilayarak granitlositlerin infeksiyon bélgesine géciistinil saglarlar. Ozellikle
Candida ve Cryptococcus infeksiyonlarina kargi T lenfositlerine de ihtiyag
duyulabilir.

Monosit- makrofaj sisteminin regiilasyonu I lenfositlerden salgilanan (GM-
CSF), gamma interferon, IL-4 ve JL-10 gibi sitokinlerle olur

Candida infeksiyonlarina kargi; yalanci hiflert parcalayabilme, blastosporlan
fagosite ederek oldirebilme &zelliklerinden dolayr polimorf niiveli 18kositler,

konak savunmasinda énemli rol oynamaktadirlar
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’M;nosit ve eozinofillerin de Candida tiirlerini 6ldiebilme ozellikleri vardir.
romBosHlerin de Candida tiitlerine karsi etkileri bulunmaktadir. Bazi C' albicans
uslanmn trombositlerden salgilanan mikrobisidiyal proteinlere karsi diger
usiardan daha duyarlt oldugu tavsaniarda yapilan bir caligmada gésterilmistir
-_._.Serum ve plazma, antikor icermelerine ragmen tek baslanna Candida
::hiiiérelerini oldirememektedirler  Myeloperoksidaz, hidiojen peroksit ve
---gﬁﬁér-oksit anyon sistemleri C albicans’in hiicre i¢i dldiiriilmesinden sorumiu
___témel sistemlerdir

":.-'Doku makrofajlarinin da konak savunmasinda rolit bulunmaktadun Kronik
;.‘mukokutanﬁz kandidozlu hastalarin lenfositlerinde fonksivon bozukluklarimin
-'.'saptamna31 ve AIDS (Acquired Immun Defiency Syndrome) hastalarinin kutanéz
kandidoza duyarli olmalarn konak savunmasinda lenfositlerin de yer aldigini
gostermektedir. Lenfosit yamtim etkileyen en 6nemli hilcre yapist mannandir.

Is1 stabil ve 151 labil serum opsoninlerinin, C albicans 1n nétrofiller tarafindan

" sindirilmesini kolaylastirmas: ve immunoglobulin G’nin C albicans’t opsonize

etmesi, Candida infeksiyonlarinda hiimoral bagisikligin da dnmemli oldugunu
gostermektedir

Serum demir baglayan proteinlerin Candida 'larin gelisiminde rolit olan demiri
baglayarak biiyiimesini engelledigi bilinmektedir.

Candida blastosporlaninin optimal opsonizasyonu i¢in komplemanin gerekiiligi
ve
C3b’nin  blastosporlaia  baglandi@t in-vitro olarak gsterilmistic.  Candida
tarafindan hem klasik hem de alternatif yollar uyarilmakla birlikte daha nemli
olan alternatif yoldur.

Candida canh dokuya girdikten sonra mikroapseler olugabilir. Dokuda hem
maya hem de hif formlar1 bulunur Ilk hiicresel yamit graniilositlerle verilir.
Histiyositler, dev hiicreler ve epiteloid hiicreler inflamasvonltu bélgeve ilk gelen
hiicrelerdir. Sonugta grantilamatéz yang: olusur.

[mmun sistemi baskilannug hastalarda, inflamatuvar yamt en dustk dﬁzc;yde

olabilir veya hi¢ izlenmez (20,21,22).



2.4.2 Mantara Ait Faktorler (Virulans Faktérleri)

Hiicre Duvari-Mannoprotein: Candidalar’in  virulansinda hiicte duvar
komponentlerinden mannoprotein 6nemli olup antijen olarak konaga sunulur. Bu
komponenetler kuvvetli immunomodiilatdr etkili molekiillerdir. Mannan hiicresel

ve humoral yamti arttinir veya baskilayarak infekstyonun siirekliligine neden olut

(19).

Yiizey Degisimi ve Hidrofobisite: in vitro deneyerde besiyerindeki yilksek seker
konsantrasyonuna bagl olarak hiicre yiizey yaplarmi defistirebilen Candida
kokenleri; adezyon ve virtilanslannn artiumaktadirlar. Yiizey degisiminin viiksek
konsantrasyonlardaki sekerler tarafindan indiklenmesi, in vivo &nemli olup
karbonhidrattan zengin diyetle beslenen kisilerde oral kandidoz geligmesini
aciklayabilit.

Tomurcuklu hiicreden germ tilbe gegiste hiicre ylizey bilesiminde bir¢ok
degisikliklerin olmas1 cesitli adezinlerin olusumunu ve aym zamanda hiicre yiizey
hidrofobisitesini etkilemektedir. Hidrofobisite, C' albicans’in plastik viizeylere ve
insan epitel hiicrelerine baglanma vetene@i ile uyumludur. Giigli hidrofobik
ozellikteki kokenlerin yanak epitel hiicrelerine en iyi sekilde baglandiklar:

gozlenmistir (19).

Adezyon: Glikoproteinler ve glikolipidler hiicre yiizeyinde yaygin olarak bulunan
makromolekiiller olup kolonizasyon ve izleyen infeksiyon icin konak hiicreye
tutunmas1 gercken mikroorganizmalar acgisindan uygun bir reseptdr olarak is
goriirler.

Candida tiitlerinin  hiicre duvar yapisinda bulunan mannan, adezyonu
kolaylastirmakta ve hiicresel vamti bozarak immun sistemi baskilamaktadir
Candidalar 1n o1al, vaginal epitel hiicrelerine, fibronektine, endotele, trombosit
fibrin pihtilanina, akrilik ve plastik materyale adezyonu, patogenezde dnemli bir

basamaktir Adezyon; maya hiicresi yiizey hidiofobisitesi, mayamn fenotipi, pH,
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_ hamilelik, diabet ve konak florasinda bulunan diger mikroorganizmalar gibi

’"féf&érlet den etkilenmektedir.

" Candida albicans’n gimlenme borusu olusturmasi adezyonu kolaylastirsa da
'ad'éZyOIl icin zorunluluk degildir. Candida albicansin konak hiicie ylizeyine
.lzlalldezyonu karmagsik bir islem olup bu siirecte birden fazla adezin ve adezyon

mekanizmasimn 1§ gbrmesi olasidir (19)

'Yiizey Adezinleri, Konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutnmada rolleri olan
- molekiillerdit

'.'."§C3b resptorii, Maya hiicre yiizeyindeki bu molekiil, konak hiicre ylizeyindeki
'arjinin—glisini-asparajin (RGD) tabiatindaki reseptdrlere tutunur. Bu molekiil,
- memelilerdeki CR-3 integrin reseptirleri ile benzerlik gosterir. Molekiiliin,
- notrofiller trafindan mayalanin fagositozunu engelledigi dne siirillmektedir.

Csd resptorii, Komplemanin Csd komponenti i¢in reseptdr gorevi géren ve
memelilerdeki CR-2 imtegrin reseptorit ile benzerlige sahip bir molekiildiir
: Glukoz ve mannoz acgisindan zengin olup, dzellikle plastik viizeylere tutunmada
" 1ol alr. Fibronektin reseptorii, Konak hiicreye tutunmada Ca™ iyonlarna
| bagimhilik gdsteren bir molekiildir. Candida albicans ve Candida iropicalis
kékenleri fibronektin resptdrleri araciligi ile subendotelyal eksira selliiler matriks
proteinlerine (EMP) tutunur; ayrica bobrek, karacifer ve beyindeki hiicrelerde
bulunan (RGD) peptidlerine baglanirlar.

Ostrojen reseptorii, Ureme hormonlarmin vajial epitellerdeki glikojeni arftiricl
etkisi ve maya hiicrelerindeki dstrojen reseptérleri, vajinal kolonizasyonu arttirir
Laminin reaseptdrii, Bu reseptdriin aracithgr ile Candidalar, aortik ve
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ligandlara tutunurlar. Laminin reseptérlerd,
C albicans’m sadece germ tiip ve hifal formunda saptanmugtir:

Fibrinojen baglayan proteinler, Bu reseptérler C albicans’in germ tiip ve hifal
formunda bulunur Ozellikle bébrek ve iiretral epitellere tutunmada rol alilar

(19,23)
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mt’;uiYaplm“ Slime vyapumi Candidalarin katetere bagli infeksiyonlarinda

ne':r.r'lli. bir faktordin. Kateterlere adherans ve kolonizasyonda “slime” vapma
.ozellllgi konaga ait fibrin ve fibronektinle birlikte hareket eder. Yapilan

‘.qaﬁs‘malarda yiiksek oranda “slime™ firetimi saptanan C parapsilosis, bu Gzelligi

edemyle biyomedikal aletlere bagh infeksiyonlarda dikkat cekmektedir. Glukoz
1g:eren sollisyonlarda
€ lipolytica’mn “slime” yapumnt gergeklestirdigi ve kateter ile iliskili kandidemi

'yapablldlgl gosterilmistir (24).

fﬁfeinaz ve Fosfolipaz: Candida tirlerinin salgiladikiart enzimler, dokulara
:yéjﬁlmasma vardim etmektedir Bu enzimierden proteinaz ve fosfolipazin
patOJ enitede 6nemi daha fazladir

iP.roteinaz, [k olarak Staib tarafindan saptanan hiicre disi proteinazi, molekiiler
vontemlerin  kullamimaya baglanmas: ile aragtirilomg ve sekretuvar aspartik
-'p_.mteinazm (Sap) salgilanmasinin on iiyeden olusan SAP adi verilen bir gen ailesi
.5 _':.:;ca'rafmdan kontrol edildigi ortaya konmustur SAP gen ailesinin C. albicans, C
;'-_.parapsilosis, C fropicalis ve C dubliniensis gibi patojen tirlerde bulunmas,
';.3. -Sacchammyces cerevisiae gibi patojen olmayan mayalarda bulunmamasi
patojenite ile ilgisini gbstermektedir AIDS hastalarimin sagaltimmda kullamilan
:.'.HIV-proteaz inhibitdrlerinin, Sap enzimlerini inhibe ederek C albicans 1n
~adezyonunu azalttiinm gosterilmesi ve bu sagaltimi alan AIDS hastalarinda
'..:3.';:01’0far‘ingeal kandidoza daha az rastlamlmasi, Sap enzimlerinin Onemini
vurgulamaktadir. Yapilan bir bagka calismada, semptomatik AIDS hastalarinin
- oral kavitelerinden elde edilen C albicans izolatlanmn salgiladign aspartik
proteinazin, saglikh kisilerden elde edilen izolatlarin salgiladsf: miktardan sekiz
kat daha fazla oldugu bulunmustur. Sap enziminin temel islevlerinden biri konak
proteinlerini pargalayarak nitiojen saglamaktir Bu enzimlerin, konak hiicre yiizey
yapilarini ve hiicreler aras1 yapilan pargalayarak mikroorganizmanin adezyon ile
invazyonunda ve konak immun sistem hiicrelerini parcalayarak konak

savunmasidan kag¢isinda rol aldigi bildirilmektedir (25)
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folipaz, Fosfolipaz enzimi; konak hiicre zanndaki fosfolipitleni hidrolize

derek, hticreye zarar verit Konak hiicre membianin basanmn ardindan, konak

iicreye invazyon gerceklesir.

C:;zlbicam ' maya formunda, hif formuna gére fosfolipaz aktivitesinin daha

yitksek oldugu saptanmugtir Enzim, epiteliyal hiicte zarlannda hasar olusturdugu

¢ada olusan hifsel uglarin sitoplazmaya girisine neden olmaktadir.
:.:.'.'I'lk olarak 1960 vilinda Costa ve ark., C albicans in ekstraselliiler fosfolipaz
..eﬁzimi salgiladig bildirilmis; ardindan 1982 yilinda Price ve atk. C albicans 'ta

'.if"c.)'sfolipaz enzimini saptamak amactyla SDA besiyerine yumurta sarnsi ilave edeek
plak metodunu  gergeklestimiglerdir.  Yontem 1984 wyilinda Samaranayake
:tzérlaf'lndan modifiye edilmistir. (26,27)
Patojen Ceandida’larda  genellikle % 30-55 oraminda enzim firetimi
saptanmaktadir. Fosfolipaz enziminin virulanstaki roltinde varh@ kadar miktarida
'. dnemlidir Fosfolipaz aktivitesi en ¢ok C' albicans’ ta gbriilmekle birlikte,
" C glabrata, C parapsilosis, C tropicalis, C lusitaniae ve C krusei,C lusitaniae
: ve C krusei tiirlerinde de saptanmusti

Biitiin fosfolipazlarm substiati fosfolipidler olmasina ragmen her biri spesifik

bir ester bagimm pargaladigmdan AB,C,.D gibi isimlendirmelerle aynlirlar, C
albicans. C glabrata, fosfolipaz B, C glabrata, C parapsilosis,C tropicalis 'de,
fosfolipaz C varlig: tanimlanmistir (26).

Fosfolipaz aktivitesini saptamak igin giniimiizde radyometrik ve kolorimetiik

vontemler gelistirilmektedir (26,27).

Endotoksin  Benzeri Aktivite: (' albicans’in hiicre duvarinda bulunan

glikoproteinlerin endotoksin benzeri aktiviteleri vardir. Ancak bu etki, bakteri
endotoksinlerinde oldugu kadar gii¢clii degildir (28).

Hit Formu ve Cimlenme Borusu: Hif seklinin maya sekline géie dokuva 50 kez
daha fazla vapismasi, fagositler tarafindan sindirilememesi, klinik &rneklerden
siklikla izole edilmesi, plastik viizeylere vapigmay: saglayan fibriller vyiizey
tabakalan olusturmasi patogenez ve virulanstaki roliinti kanitlayan bulgulardu.
Hiflerin ucundan proteinaz enzimi salgilandigi ve mukoza hiicrelerinin membran

gecirgenligini degistirdigi diistiniilmektedir Candida hiflerinde maya hiicreletine
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adaptasyonunu saglayan bir faktdrdiir (30).

- Kolaylastiran Faktorler

‘gore daha fazla kitin ve yiiksek oranda kitin sentetaz aktivitesi saptannstiz. Kitin
ptetaz morfogenezde diizenleyici rol oynamaktadir (29),
Fé’ﬁotipik Diniigiim: Mantanin genetik yapisin degistirmeden gen aktivitesinin
.:.kspresyonunu diizenlemesi koloni morfolojisinde degisiklige yol agmaktadu
aginitli ve sistemik infeksiyonu olan hastalardan yem izole edilen suslarda
- yiiksek oranda fenotipik dontistim gdriilmesi, bunun patogenezle iliskili oldugunu

gostermektedir Bu degisim biiyiik olasilikla mantanin farkh anatomik bolgelere

- 2.5. Risk grubunda Bulunan Hastalarda Candida Infeksiyonlarmm

Immun sistemi baskilanmis, invaziv tam ve sagaltim girisimleri yapilan ve
yogun bakim tinitelerinde yatan hastalar Candida infeksivonlan yoniinden risk
grubuna girmekteditler. Risk grubunda bulunan hastalarda Candida

infeksivonlarimi kolaylastuan fakiorler Cizelge 2.4 te belirtilmistir (5,31)

Cizelge 2.4. Yiizeyel ve derin kandidozlarda piedispozan faktorler

*Notropeni
*Hematolojik malignite veya solid organ
malignitesi
*Kemoterapi

*Uzun siireli ve genis etki spektrumlu

Antibiyotik kullanimi, Kortikosteroidler
*Onceki kolonizasyon

*Yogun bakim iinitesinde uzun stire kalma
*Santral vendz kateter, stentler

* 'otal parenteral nutrisyon

*Bazi ameliyatlar (organ
transplantasyonlari, kalp veya
gastrointestinal kanal ameliyatlari)
*Hemodiyaliz

*Genis vanik

*Diabetes Mellitus,

+AIDS

sMalnutrisyon

sMekanik ventilasyon

Idrar sondasi




.' Risk Grubunda Bulunan Hastalarda Candida Tiirlerinin

;: albicans risk grubunda bulunan hastalardan en ¢ok soyutlanan tiir olup,

 ' jé'n ve endojen kaynakl: infeksiyonlara neden olmaktadmn

C ' parapsilosis nozokomiyal ozelligi en fazla olan Candida tiridir
T1bb1 girisimler i¢in kullamlan cihazlar ve hiperalimentasyon gibi nedenlerle
. jen infeksiyonlara neden olur

: Yﬁksek viriilansli bir tiir olan C. tropicalis ise OSzellikle gastrointestinal

nizasyona bagh invaziv infeksiyonlar yapmaktadir. Bunun yaninda, ekzojen

kaynakh infeksiyonlara da neden olur.
" C glabrata’ya bagh kandidemiler, solit timdilii hastalar ve onkoloji dist
hastalarda saptanmaktady. Flukonazol proflaksisi alan hastalarda bu tiiin
kolonizasyonu kolaylasmaktadir. Kolonizasyon daha c¢ok genitoiiriner sistem
* - (GUS), solunum yollan ve cerrahi yaralarda s6z konusu olmaktadir. Ancak diigiik
- i/iriilansll olmasi nedeniyle bu tiire bagh invaziv infeksiyon nadn goriiliir.

C. krusei genellikle GIS’te kolonize olur ve ¢opunlukla hematolojik
maligniteli hastalarda goriiliir

C. lusitaniae daha ¢ok immun sistemi baskilanmis hastalarda, solunum yollar:

_: ve GUS’de endojen kaynakli infeksiyonlar yapar (3,20)

2.7. Candida Infeksiyonlari

Candida tiirleri ile olusan klinik tablolar ylizeyel ve derin infeksiyonlar olarak iki

grupta incelenir (Cizelge 2 5) (8).




: iz'élge 2.5. Candida Infeksiyonlarmin Klinik Formlarn

.ﬁ.’?.l Yiizeyel Kandidoz Tipleri

: .b:-Déri kandidozu

- Kronik mukokutanéz infeksiyon

| Onikomikoz

¢ Orofaringeal infeksiyon

1 ¢ Vulvovaginit

¢ Keratit

+ Konjonktivit

g 2.7.2. Derin Kandidozlar

Lokal yerlesim ¢ Ozefajit

+ Gastrointestinal kandidoz

¢ Uriner sistem infeksivonlar (sistit, renal abse, pyelit)

¢ Peritonit / Intraabdominal infeksiyon

+ Kandidemi

¢ Kronik yaygin kandidoz

- Hematojen yolla yayilan (hepatosplenik kandiyazis)

| infeksiyonlar + Stptiratif Flebit
" + Endokardit

4 Menenjit

+ Endoftalmit

* Artrit

4+ Osteomyelit

Yiizeyel kandidozlar deti ve mukozalarn, derin kandidozlar ise i¢ organ ve
" sistemlerin infeksiyonlaridir,
Candidalar’m mukokutansz infeksiyonlan ¢ogunlukla hiictesel bagisikliktaki

.- sorunlara baghvken, sistemik foimu daha ¢ok nétropeniye baghdmr

laT A"




1. Yiizeyel Kandidoz Tipleri

:aﬁdida tiitleri toplumda; dzellikle nemli kiviim yetlerinde yiizeyel mikozlara
rlca.on1k0m1kozla1a venidogan ve dis protezi kullananlarda oral lezyonlara ve
kédmlarda vajinite neden olmaktadular. Ancak bu hastahiklar, dnemli mosbidite
']"3 mortahte nedeni olusturmazlar. Candida tivleri, risk grubunda bulunan

'-h'a;télarda ise lokal ve sistemik ciddi mikozlara neden olurlar (2,17).

’ ﬁéri Kandidozu

:_:'Derinin daha cok aksilla, memealti, aniis ¢evresi, el ve ayak parmak aralarn gibi
sxéak ve nemli kat yerlerinde goriliitler (Candida intertrigosu) Sismanlik,
Dlabetes Mellitus, travma veya maserasyon predispozan faktdrlerdir Deri
kandidozu hizh baglar ve deri nemli kaldig: siirece devam eder. Yanma hissi ve
;léésmtl en dnemli semptomlaridir. Lezyonlar, yiizeyel erezyonlar seklinde kizank
ve nemli olup bazilarinda vezikiller gelisebilir. Sistemik kandidozun der:

:leiyonlaxl makronodiiler lezyonlar seklinde olup nétropenik hastalarda daha siktir

an

4 Kronik Mukokutanéz Infeksiyon
~ Genellikle erken cocukluk déneminde baslayan, miikéz membranlarda, kafa
: derisinde, deride ve tirnaklarda inat¢1 Candida infeksivonu ile karakterize olan ve

siklikla bir endokrinopati; 6zellikle hipoparatiroidizm ve hiperadrenalizm ile

birlikte giden hiicresel bir immun yetmezlik sonucu gelisir . Sistemik kandidivazis

Cve diger enfeksiyonlara artmus vakinhk meydana gelmez (17).

¢ Onikomikoz

Candida’ya bagh nmak enfeksiyonu ellerde daha stk goriiliin. Tunak ile beraber
firnak cevresindeki yumu§;ak dokununda infekte olmast karakteristiktir (paroniki}
maruz kalan kisilerde daha sik gortilin Yumugak doku kazank, édemh olup

pivojenik bir infeksiyon gériintimil verir Harap olan tunak zamanla diisebilir (17)



¢ Orofaringeal Kandidoz

Yiizeyel mikozlar arasinda en sk gorillen infeksiyon orofaringeal
kandidozlardir Bu infeksiyon ozellikle inhale steroid kullanan hastalarda, kanser
ve AIDS hastalarinda gbzlenmektedir Yutkunma sirasinda agr1 ve angiiler gelit
(dudak koselerinde ¢atlaklarin olustugu form) oral kandidoza eslik eder

anne vaginasidit. Farkli klinik formlan vardir

Akut psendomembraniz oral kandidiyaz (Pamukcuk): En cok siit emen
bebeklerde ve yaslidarda goriiliit. Bu yas gruplanmn diginda CD4 pozitif hiicre
sayist <200/mun3 olan HIV (+) hastalarda, kanserlilerde ve steroid inhaler
kullananiarda ortaya ¢ikabilir. Dil, vanak mukozasi, sert damak ve gingivida ve
bazen bogazda beyaz yamalardan olusan valanci membran meydana gelir
Yamalarda; doékiilen epitel hiicreleri, 16kositler, mayalar ve bakteriler bulunur
Membran kalduildiginda kanama olur. AIDS’liler disindaki gruplarda ozal
kandidivaziar genellikle kendini stmrlayict niteliktedirler.
Kronik atrofik kandidiyaz: I'akma dis stomatiti olarak da bilinir. En ¢ok angiiler
selit formda goriiliir.
Kronik hiperplastik kandidiyaz: Kandidiyal 16koplakia lezyonlarinin %15-207si
malign déniigtim gosterebilir.

Orofaringeal kandidoz, mukozamin antibiyotiklerle florasinin degismesi ve
sitotoksik ilaglarla zedelenmesi sonucu kolonizasyonu takiben gelisir. Lezyonun
ilerlemesi ile ozofagus, larinks, trakea ve GIS (Gastto Intestinal Sistem)

mukozalarinda da lezyonlar goriilebilir (17).

¢ Candida Vulvovaginiti ve Balanit

Candida, vulvovaginitlerin - en stk rastlamlan  etkenleri  arasindadu
Vulvovaginal kandidoz gelisiminde hormonal degisiklikler rol alir Ostrojene
bagh vagende glikojen birikimi veya vagen pH’sinin degismesi nedeniyle mantar
kolonizasyonun ve buna bagh olarak Candida vulvovaginitinin artabilecegi
bildirilmistin. Bu nedenle daha ¢ok dogurganhik cagindaki kadinlarda ve dzellikle

gebelerde gozlenmektedir. Genis spektrumlu antibiyotik ve dogum kontrol hap:



kullaumi, Diabetes Mellitus &nemli predispozan faktdrlerdir Hastalarda;

7 jrritasyon, kasinti ve beyaz siit kesigi kivaminda bir vaginal akinti goriilebilir

. . Rekiirrens 6nemli bir sorundur. Infeksiyonun kroniklesme ve tekrarlama 6zelligini
tetikleyen faktdrler; giyim malzemeleri, barsaktaki maya kolonizasyonu ve
5 eslerdeki kolonizasyon durumudur (17)

¢ Penil Kandidiyaz (Balanit): Glans pemste kasinti, eritem ve vezikiilopiistiier
lezyonlar bulunabilir. Erkeklede en ¢ok Diabetes Mellitus ile baglantihidir. Uzun
siireli penil katateri olan hastalarda da kronik enfeksiyonlar meydana gelebilir,

infekte cinsel eslerin birlikte tedavi gdrmeleri dnemlidir (17).

2.7.2. Derin Kandidoz

Siklikla fokal odaktaki kolonizasyvonu takiben etkenin kana karismasi ile
sistemik infeksiyon gelistr. Dissemine kandidoz daha sik olarak neoplastik hasta
grubu icerisinde akut losemililerde; biiylikk operasyon geciren hasta grubu
icerisinde organ nakli, kalp ve GIS operasyonu gegirenlerde ve agir yanikls
hastalarda goériilmektedir. Bu tablolarda, bébrek, beyin, mivokard ve gz tutulumu
daha sik olmakla beraber; akciger, GIS, endokrin bezler ve deri tutulumu da
gozlenmektedir. Immun sistemi baskilayici sagaltim géren kanser hastalarinda

karaciger ve dalak tutulumunda artis izlenmektedir (3,17).

+ Yaygin Kandidoz ve Kandidemi

Kandidemi; kanitlanmig organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan
killtiirinde Candida tremest demektir Kandidemi nadir olarak benign gidis
seyreder. Benign kandidemi, ancak tek kan kiiltiirlinde tireme olan ve klinik olarak
higbir 1isk tagumayan olgularda diigiiniilmelidir En sik rastlanifan belirtisi yiksek
atestir (38 °C) Onceleri kandidemi, kontamine kataterle iliskili ve gegici bir
durum olarak degerlendirilitken; Candida’ya bagli mortalitenin % 40 oldugunun
belinlenmesi; kandideminin énemini géstermistir. Dissemine kandidozda Candida
tirleri ¢esitli organ ve dokulara giderek yerlesim gosterir Ciddi organ tutulumu
olanlarm vyaklastk %50°sinde kandidemi saptanmayabilir. Ayrica kan kiiltiirii

pozitif ¢ikanlarin hepsinde derin infeksiyvon oldugu iddia edilmezse de kaninda




.Candida saptanan hastala1, gerek infeksiyonun akut belirtilerini gerekse uzun

ﬁ(‘jnemli sekellerini dnlemek tlizere, tedavi edilmelidir. Yaygin kandidoz, dzellikie

duyarls iki konak grubunu etkiler

- (i) Sitotoksik  ilag  tedavisi  sonucu  granulositopeni  gelisen
immunkompromize malignite hastalari,

(ii) (i) Onkoloji digt grup olarak tammlanan kardiyvak ya da abdominal
cerrahl operasyon geciren, granulositopenisi olmadigi halde sistemik
steroid tedavisi sonucu immun cevaplars azalmms hastalar.

Kandidemili olgulannin kliniklere gére dagilimina bakildifinda; olgulann

vaklagtk % 251 certahi yogun bakim {nitesinden, % 251 kemik iligi

transplantasyon lnitesinden, % 20'si dahili yofun bakim tinitelerinden, % 10'u

hematoloji-onkoloji iinitelerinden ve geri kalan % 20'si de diger kliniklerden

bildirilmistir (17, 33).

Akut Dissemine Kandidiyaz

Fulminan bir infeksiyondur ve genellikle antibakteriyel tedaviye direng
gdsteren bir ates vardir. Notropenik olan ve olmayan hastalarda gériilebilir En sik
rastlanilan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, renal apse, miyokardit,

endokardit, endoftalmit, kutanéz apselerdiz (17,19)

Kronik Dissemine Kandidiyaz

Cogunlukla 16semili hastalarin nétropenik donemlerinde ortaya ¢ikar; herhangi
bir organ belirtisi olmayabilir, ancak 1srarc1 ates vardir. Notrofil sayist normale
donse de ates ve kilo kaybi devam eder Karaciger-dalak biiyiiyebilir, alkalen
fosfotaz genellikle cok yiksek olup, tomografide ¢oklu lezyonlar goriiliir (17,19)

+ Candida Ozefajiti

Ozefajit, afiizda lezyon bulunmadan da gelisebilmektedir. Ozefagusta Candida
yerlesimini kolaylastiran faktdrler arasinda; 6zellikle tetrasiklin olmak tizere genis
spektrumiu antibiyotik kullanimu, tiketik salgisinda yiksek yoZunlukta glukoz

olmas1 ( Omegin Diabetes Mellitus), hiiciesel bagisikhi bozukluklari (6rnegin




DS, losemi veya kemoterapl somasi) ve dzefajiyal staz (Sinegin akalazya veya
skleroderma) sayilabilit. Hastalar daha ¢ok odinofaji daha az siklikta disfaji
&inmamyla basvurmaktadirlar

_.'Orof'arinks muayenesinde tipik beyaz plaklar goriilebilir, fakat plaklarn
gﬁrﬁlmemesi Szefagus tutulumu olmadigim gdstermez. Baryum yutturulmas:
-._.éﬁefagus boyunca yerlegmis mukozadan kabarik plaklart veya yalmzea motor
aﬁomalisini gosterebilit ama endoskopi, yiksek o6zgiillitk ve duyarlilikla tan:

koydurmaktadir Kiiltiit veya histolojide tomurcuklanan sporlar veya hiflerin

olusturdugu kiimeler goriilebilir (17,19).

¢ Gastrointestinal Kandidoz

GIS’in 6zofagus disindaki boélimlerinde, kandidoz en sik kanser hastalarinda
goriilin Bu hastalarn yapilan otopsilerinde, GIS’te dzofagustan somra en sik
- yerlesimin midede oldugu izlenmistir. Akut 16semili veya diger hematolojik
.:. maligniteli hastalatda, midede, daha az olarak da duodenum ve barsaklarda
{ilserasyonlar olusur Bu hastalarda Candida detin dokulara invaze olabilir,
hematojen volla karaciger, dalak ve diger organlara yayilabilir.

Candida tirlerl vasli ve immunsiipresse bireylerde kolesistit, biliyer kanal

infeksiyonlar1 ve pankreatik abselere neden olabilirler (17,19).

4 Solunum Sistemi Kandidozu

Ender gorilen bir tablodur Notropenik hastalarda mikroorganizmanin
aspitasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Candida titleri solunum sisteminde yiiksek
oranda kolonize olduklarindan, balgam veya endotrakeal kiiltiirlerin tanisal degeri
diigiiktiir Klinik tablo ve radyolojik bulgular ise spesifik olmadigmdan yeteri
kadar yarar saglamaz Tam da en giivenilit yontem, akciger dokusunun histolojik

olarak incelenmesidir (19)




Candida tirlen 1ile olusan liriner infeksiyoniar; genellikle uzun sireli iiriner
Katetet takils kalmasma bagli mesane kolonizasyonu ile iliskilidir Ayrica
' ;r‘ir'ektal ve genital bolgelerden kontaminasyon sonucunda da kolonizasyon
'usabilir" Diger risk faktorleri; Diabetes Mellitus ve mesanenin tam bo;;almasmr
‘engelleyen hastaliklar, genis spektrumlu antibiyotik veva immunsupressif ilac
kullanimidar
. Candida kolonilerinin sayisi, kolonizasyon ve infeksiyon ayrumint vapmak i¢in
yeterti bir kriter degildir Gergek infeksiyonu degerlendirmek igin ilk olaak
i{atater varsa degistirilmeli ve idranin biyokimyasal incelenmesi ile birlikte kiiltiirii
tekrarlanmalidir

Hastaya genitotiriner girisim uygulanmissa, hasta {iriner obstriiksiyon veva digex

vapisal anomaliler ile yaygin kandidivazis agisindan degetlendirilmelidir. Renal
toplayicr sistemde fungus topu ve alt tiriner sisternde infeksiyon gelisebilir (17)
i) Renal Kandidiyazis: Dissemine kandidiyazli hastalaiin % 80’inde, geneliikle
organizmanin hematojen yayilimi sonucu gelisit Apse olusumu siktu. Bazen hif
' kitmeleri pelvis ve treterleri tikayarak hidronefroza veya aniiriye yol agabilit
Candida’ya bagh pyelonefrit, primer ve sekonder olarak iki seklinde gériilen
oldukca ciddi bir tablodur. Primer infeksiyonda nefrostomi tiiplerinden,
stentlerden ve diger kalici aygitlardan asendan olarak, daha sik gértilen sekonder
infeksiyonda ise hematojen yayilim sonucu gelisir. Hematojen infeksiyon papiller
nekroz, intrarenal ve perinefritik abseler gelisebilir (17)
if) Alt Uriner Infeksivon: Genellikle bir iiretral kataterden va da genital veya
GIS’den yayihm sonucu mevdana gelit Diyabetli va da tiriner sisteminde
anormallik ve va hasar bulunanlar 1isk altindadir Candida titleri, tiriner kanalda
sistit ve pyelonefiit etkeniditler, Candida’ya bagh sistitte, sik idrara ¢ikma, acil

iseme hissi, diziiri ve suprapubik agn gériilebilir (17).

¢ Merkezi Sinir Sistemi Infeksiyonlar

Sik rastlarulmayan klinik tablolardn




Candida menenjiti: Dissemine kandidivazisin bir belirtisi olarak ya da

b’a.glmSIZ bir klinik tablo seklinde gelisebilir Diisiik dogum agulikli bebeklerde

veya venttikilloperitoneal santi bulunan hastalarda, hematojen yayilim sonucu ya
da bir travima ile mantann dogrudan subdural bdlgeye inokulasyonuna bagl: olarak
ortaya cikar Antibiyotiklere yanit vermeyen menenjitlerde ya da norolojik belirtile
6r'taya ¢ikan dissemine kandidiyazisli olgularda mutlaka akla getirilmelidir

beyin apseleri fokal nérolojik belirtiler verir; hematojen yaythm sonucu olusan

“mikroabseler ise nérolojik bozukluklara yol agmayabilirler (17).

. # Candida Fndokarditi
: Tim endokardit olgulannin % 2°si Candidalar’a bagl olatak gelisit
" Infeksiyon, ozellikle protez kalp kapag olanlarda ve damar i¢i madde
bagimhlaninda giderek artis gostermektedir Ozgiil tamsal bulgular; bityik

vejetasyonlar ve bityiik damarlarin embolizasyonudur (17).
+ Myokardit

Endokarditin bit komplikasyonu olarak apse gelisebilit ya da genellikle
hematojen yayilim sonucu gelisen dissemine infeksiyonun bir belirtisi olarak
ortaya cikabilir. Candida miyokardith olgulann %50°st dissemine infeksiyondan
Slmekteditler (17).
+ Tromboflebit

Damar i¢i araclarin varh@ ile baglantihdu. Biiylk ve gevresel damarlarda
kismi va da tam tikanmalar olusur (17)
¢ Osteomyelit

Genellikle hematojen yayilim sonucu ortaya cikar. Bazen aspirasyon ya da
kortizon injeksiyonu sirasinda ve daha seyrek olarak bir travma sonrasi gelisebili
Kanser hastalarinda ve disiik dogum agirlikli bebeklerde daha fazla gériiliin (17).
¢ Artrit

Hematojen yayilim ile va da infekie kemikten vayilim sonucu veya fravmay
takiben mikroorganizmamn direkt inokiilasyonu sonucu olusur. Genellikle omuz,

diz gibi biiyiik eklemler tutulur ve 6zgill olmayan pek ¢ok semptomlar da verir.



..I:’_:rostetik ve romotoid eklemler Candida enfeksiyonuna daba yatkindir. Ltken

<iklikla C albicans disi Candida tirleridir (17).

Endoftalmit
Organizmanmn hematojen yaytlimum ya da okiiler travmay: takiben ortaya ¢ikar.

Koriyoretinit olarak baglar; makiila tutulabilir; korliik olabilir (17}

2.8. Tam
Candida infeksiyonlarinin laboratuar tanisi, klinik rmeklerin incelemesi ve
kiiltiirden mantar tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu ile konulur.

Yiizevel mantar infeksiyonlarinin tansi i¢in deri ve tunak kazinti 6rnekleri ile
beyin omurilik stvist (BOS), balgam, idiar, doku biyopsi érekleri ve damar igi

- katater uglar1 incelenmektedir (1,2).

2.8.1. Klinik Orneklerin Direkt incelenmesi
Direkt inceleme icin uygun drnekler; deriden veya mukokutanéz lezyonlardan
;; alinan kazintt omekleri, derin dokulardan ahmnan biyopsi Gmekleri, santrifiy
" edilmemis veya edilmis idrar, BOS sedimentleridir.
Mikroskobik Tani: Mantar infeksivonlarinin saptanmasinda ¢abuk, ucuz ve etkin
- yontemlerinden birisi uygun olarak alinan Simegin direkt incelenmesidit
: Orneklerin direkt incelemesinde, lam-lamel arasi yas preparasyon, Giemsa,
- Wright, Gram, perivodik asit-Schiff (PAS) boyama, potasyumn hidroksit (KOH),
kalkoflor beyazi-KOH, ¢ini mirekkebi preparasyonu gibi  yontemler
- kullamlmaktadir
Klinik 6meklerin nativ mikroskbik incelenmesi sonucu maya hiicielen

gOriilebilir Hif vyapilar, % 15°lik KOH solisyonu ile 5-19 dakika epitel
vapilannm ayritmast ile daha iyi goriiliic. Floresan mikroskobu ile incelemede
kalkoflor beyaz: kullamilaiak hazirlanmis bovali preperatlar, nativ preperatlardan

daha iyi kontrast olusturmasi nedeni ile taniyt kolaylastirr (8).



Candida izolasyonu

cel_e_nri’iesi ile dahi tlir tanimlamast yapilabilir. Candida tiirleri beyaz-krem

.ngi,: '_d_ﬁzgéjn (Sekil 2.1), tipik maya kokulu koloniler olustarurlar,

sekﬁzl SDA besiyerinde tireyen Candida albicans kolonileri
(http;/medicalmicrobilogylaboratory2001.htm )

Tck kolonilerden pasajlar yapilarak saf kiiltiirler elde edilir ve identifikasyon

islemlerine gegilir (8).

Candidalarda Identifikasyon
‘Germ tiip testi: Bu test insan, dana, fetal dana veya tavsan serumuna siiphe
-~ edilen kolonin inokiilasyonu ve olusan stispansiyonun 35-37°C’de ti¢ saat inklibe

edilmesi ile uygulanir. Cimlenme borusu, maya hiicresinden hiicrenin genisliginin



aklasik yarisi, boyunun 3-4 kati kadar biiytklikte hif yapisimn gelismesi olarak
animlanabilir. Gercek ¢imlenme borusunda hif yapisi ana hiicreden ¢ikista darlik
Ostermez.

Sekil 2.2: Candida albicans’in tavsan seramu ile yapian Germ Tiip Testi,

(http://tabmed.ucsf.edu/Education/fung _morph/fungal site/yeastpage )

-Oklar germ tiip olustarmus Candida albicanslar’t gosteriyor.

C. albicans’in hizli tamsina olanak taniyan bu testte C. fropicalis’in de hif
baslangiglart tretebildifi, ancak bunlarda blastokonidyanin daha genis oldugu ve
hifin blastokonidya ile birlestigi yerde darltk bulundugu unutulmamalidir (1,8,13).
| Morfolojik Ozelliklerinin Arastnimasi:  Candida  tiirlerinin - motfolojik
ozelliklerini belirlemek amaciyla musir unlu-Tween 80, Corn Meal Agar
besiyerleri kullanilir.  Bu besiyerlerinde Candida tirlerinin  klamidospor,
ps&dohif, blastokonidyum olusturma dzellikleri saptanir.

Misir unlu-Tween 80 Agarda klamidospor olusumunu gostermek igin,
incelenecek olan koloniden igne uchu dze ile az miktarda alinarak besiyerine
birbirine parelel kisa ¢izgiler ¢izerek ekim yapilir. Ekim alani steril lamelle
kapatldiktan sonra 22-26 °C’de inkiibe edilir. Agarin mikroskobik incelemesinde
yalanci hiflerin boyut ve sekilleri, hif boyunca dizilmis olan blastokonidyalarin
organizasyonu ve artrockonidya varhigr arastirthr. Yalanci hif ve blastokonidyz‘i"
varligs ve artrokonidyanin yoklugu arastirlan koloninin Candida cinsine ait
oldugunu gosterir. Kalin  duvarlt klamidosporlar C. albicans igip tant
koydurucudur. Ancak tiirlerin kesin tamist seker fermentasyon va asimilasyon

deneylert ile konur (1,8).
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a7z, testi: Mayalarda {ireaz enziminin varliginin arastiriidign tireaz testi,
jfd‘]ylica ve C. krusei min baz suslan diginda diger Candida tirleri tireaz

coatiftir (1),

3 Karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyon testleri

“andidalarm tanmisinda dnemi olan testierdir,

_Karbo;ﬂlidrat fermantasyon testinde Candidalarin farkhl karbonhidratlardan
az olusturup olusturmadiklar: aragtirilir. Endojen karbonhidratin hiicre duvarn

ar_éflndall baglanmas1 nedeniyle elde edilen yalanci pozitifiikler bu testin

i.Karbozﬂlidrat asimilasyon testinde Candidalarin oksijen varlhifinda tek karbon
aynagi olarak cesitli karbonhidratlar kullanabilme 6zelligi arastirilir.

‘Wickerham ve Burton tarafindan gelistirilmis olan asimilasyon ve
ermentasyon testleri, Candidalarin tamamiamas: icin altin standart olmakla
i.rlikte, 14 giinde sonuc vermesi dezavantajdir. Daha hizli sonu¢ veren
:::i'\/ﬁnitek”,, “APT 20 €7, “Uni-Yeast-Tek™, “Vitek™ ve "Microscan Yest
Identification Panel” gibi hazir ticari testler gelistirilmistir. Ancak ticari testlerin
-'é.pekm'umunda bulunmayan nadir tiirlerin tanimlanmasmda Wickerham-Burton

yontemine gereksinim duyulmaktadir (1,8).

- 2.84. CHROMagar, Candida tirlerinin ayoumnda kullamlan ve farkii tiirlerin
~ farkli renkjerde koloniler olusturmasi ile ayirrc: tamnin  yapilabiidigi  bir
- besiyeridir. Bu yontemie C. albicans, C. tropicalis ve C. krusel ayimmini yapmak
miimkiin olmaktadir. Benzer amagla, 6zellikle C. albicans aymrmnda Biggy agar

(Nickerson’s medium) ve Candida ID agar da kullamlabilmektedir (33).

2.8.5 Candidalarda Serolojik tam
Cogunlikla  koksidiyoidomikoz, parakoksidiyoidomikoz ve histoplaznoz
tanifarinda kullanilmaktadir, Serolojik olarak mantara ait hitcre duvar mannani.

galaktomannan, mannoproteinler, sitopfazmik enolaz gibi antijenik vapilar ve



alara karsi gelisen antikorlar ile D-arabinitol gibi bazi metobolik: iiriinlerin

o0 erilmesi tamya yvardimei olabilmektedir,

.ntijenlerin taranmasi: Mantar antijenlerinin konak salgisal cevabindan
gimsiz olmalar nedeniyle daha avantajlidir. Ancak testlerin kullamlabilirliligi
ﬁjenierin kandan hizla kaybolmas: nedeniyle kisitlhdir,

ntikor arastiridmasi:  Condida tirlerinin - serclojik  tamisinda  antikor
stirrlmasinun, ¢apraz tepkimeler ve infeksiyon ile kolonizasyon aywriminda
tersizlik nedenleriyle tami degeri azdmr, Ozellikle immun sistemi baskilanmis

hastalarda zay:f antikor yamti nedeniyle sonuglar yanilticidir (34).

2.8.6. Mantarlarm Tamsinda Molekiiler Yontemler
- Tamsal Mikrobiyolojinin temel hedefl, spesifik patojenin miimktn olan en kisa
stirede saptanimas: ve tanunlanmas: yolu iie hasta tedavisinde gelisme saglamaktir.
: Molekiiler tanisal uygulamalar mikroorganizmalarin kiiltlir ortamlarimda
biyolojik olarak {iretilmelerinin verini alarak siiratle mikroorganizmalarin
varliginm genotipik belirlenmelerini saglamaktadirlar.

Ozellikle etkenin yavas treme gdsterdipi veya tretilemedigi durumlar ile
- seroljik tamimin gerceklestirilemedigi immun yanitsizlik durumlarimda molekiiler

tam yontemleri bir zorunluluk olarak ortaya ¢tkmaktadir (35).

Hibridizasyon Yontemleri

Denatiire olmus ¢ift iplikli DNA veva DNAnmn tek ipliklerinin tekrar farkl:
orjinli ipliklerle biraraya getirilmesine hibridizasyon adi verilmektedir. Bircok
molekiifer teknikle hibrid olusturulabilmektedir (6rnegin Southern blot, Dot-blot
hibridizasyon yontemleri ile dzgiil DNA dizileri kantitatif olarak belirlenebilir).
Problarla hedef yapmin belirlenmesi bir hibridizasyon yontemidir. Niikleik asit
prob teknolojisinde: enfeksiyon ajanlarimn 6zel gruplar: icin spesifik genomik
zincirler secilir, klonlamr, sentezlenir ve prob olarak kullanilir. Problar enzim.
antijen ve kemiluminesan veva radvoizotoplarla isaretlidir ve kolavea oiométik
sistemlerle belirfenebilir. Klinik drnekte problar DNA veya RNA ile hibridize

olur. Nikleik asit problar. hedef niikleik asidin kemplementer vapisma yiiksek




ariiikla baglanabilir, organizmalar tamimlayabilir ve daha fazlé .' oiéi‘akz ’éﬁf

E;@yini belirleyebilir.

Problar ézellikie mikroorganimalarin primer kiiltiirde identifikasyonu veya

olimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tirfinlerini belirlemek igin tasarlanmustir.

andida tirierini, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus tiirlerini tanimlamak

m PZR amplifikasyonu 1le tiire spesifik internal transcribed- spacer (ITS)

._olfgonﬁkleik problar kullanarak mililtrede 2-10 htcrenin belirlenebilecegi

In situ hibridizasyon, tiim hiicrelerde veya mikroskoptk preperatlar icin fikse
éilmi§ doku drnekleri igin kullamlir. Kan kiiltiirlerinde bakteriler kadar mayalarin
11le1 tamumlanmasinda  floresan  In  situ  hibridizasyonun  uvgun  oldugu
_bﬂdirilmektedir.

Benzer olarak genotipik tiplendirmelerde kullanilan Pulse Field Gel
Eﬁcctroforesis (PFGE), restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
Ve polymerase chain reaction fingerprinting yontemiyle salgin suglariu
 belirlemede de dzgtil problar kullamlmaktadir.

o Klinik drneklerden patojenleri belirlemede prob ytnteminin duyariihg dustk

‘oldugundan dolay1 niikleik asit cogaltma yontemleri geligtirilmistir (35,36).

Niikleik Asit Cogaltma Yintemleri

Kiltirde ge¢ ve zor Ureyen mikroorganizmalar igin DNA c¢ogaltma
vontemlerinin  kullamlmasr bu giiclikklerin ¢éziilmesinde Gnemli bir gelisim
olmustur.

Nikleik asit g¢ogaltma yontemleri icinde ilk geligtirilen ve halen rutin ve
arastirma laboratuvarlari iginde kullamian yéntem, PZR dir (35).
PZR: Tk kez 1985 vihinda bilim diinyasma sunuldugundan itibaren PZR: hem
arastirmada hem klinmik laboratuvarlarda tamda yeni bir dénem acmustir. ABD de
Cetus Corporation’da calisan Henry A, Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki
tarafndan gelistirilmistir. Bu bulusundan dolayn K. Mullis. 1993 vili Nobel Kimya
odiltine hak kazanmisur. Metod, &zetle niikleik asitlerin uygun kosullarda

cofdalulmasicir (37).



Kandidemi Tamsmda Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun Kullanimi

antar infeksiyonunun tamst igin PZR yontemi 1990’1l yillarda kullamimava _

clanmistir. Bu yillardan itibaren PZR teknidinin duyarhlig: ve ozgilligi

t

rlmaya baglannustir. Candida PZR tekniginin uygulandifn caligmalarda, 1
':é'nda 1-10° CFU/ml  Candida hiicresini saptayabiiecek duyarlihikta oldugu
ildirilmistir.

\z sayida mantar hiicresini saptayabilme, mikroorganizma hiicresine ihtivag
uvxhama ve az miktarda drnekle calisabilme gibi 6zellikleri molekiiler teknikler
crisinde PZR’1 6n plana ¢ikarmustir (35).

"PZR elamanlari: PZR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki
E_lét)niikleotid primerlerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanan in vitro bir

ontemdir. Yontem termostabil DNA polimerazlar ve farkli sicaklik derecelerini

_1ste"'nilen slire igin otomatik olarak ayarlayabilen bir PZR aletinde (termal cevirici)

yveulantr,

:':PZR yonteminde, ¢ogaltilacak hedef gen bdlgesine ilave olarak kullanitacak alt:

temel madde; 6zgiil oligoniikleotid primerler, dNTP karisimi (dATP, dGTP,
éCTP, dTTP), tampon, MgCl, Taq {Thermus aquaticus) DNA pelimeraz ve
u’dur.

PZR icin kontamine olmayan bir ¢evrenin saglanmasi gereklidir. Bunun igin
steril soliisyonlann ve aerosollere direngli pipetlerin ve filtreli pipet uglarinin
“kullanilmas: énemlidir, PZR teknigi ¢ok yiiksek bir duyarhhga sahip oldugundan
kontaminasyon siklikla karsilasilan bir problemdir. Bu nedenle ¢alisma ortaminda
sadece PZR uygulamalarinin  yapilacagi 1zole odalarm  ve biyoglvenlik

kabinlerinin bulunmasi gereklidir (38).

Oligoniikleotid Primerler: Hedef DNA bdlgesini ¢ogaltmak i¢in genellikie 20-
30 niikleotid uzunlugunda primerler kullanilmaktadir. Daha uzun primerlef
kullamldiginda ozgiilliikte bir yitkselme olmadig@ gibi gereksiz vere maliyet artis:
olmaktadir. Daha kisa primerler kullamidiginda ise istenmeven bélgelere
baglanma meydana gelebilmekte ve 0Ozgiill olmavan ¢ofaltma friinleri ortava

¢ikabilmektedir. Primerlerin miimkiin ise ortalama olarak dort bazin her birinden




esit sayida 1germesi ve tekrarlayan, sadece pilrin veya primidin iceren dizilerden
kacintimas: gereklidir.

Ayrnica  primerierin @ kendi  kendilerine  ve  birbirleri  {izerlerine
baglanabilirliliginin olmamasina dikkat edilmelidir. Tki primerin ayrilma baglanma
sicakliklars (melting temperature - Ty} birbirine miimkin oldufunca yakin

secilmelidir (39, 40, 41).

DNA Polimeraz: PZR teknifinde 1siya dayaniklit DNA  polimerazlann
kullanilmaya baslanmasi, PZR'1in arastirma ve klinik laboratuvariarda rutin bir
teknik haline gelmesine neden olmustur. Isiya dayamkh enzimler kullaniimaya
baslanmadan  dnce  sadece 1siya  duyarlh  olan  DNA  polimerazlar
kullamlabilmekteydi. Bu enzimler, PZR dodngiilerinde 94 °C’'ye her cikildiginda
aktivitelerini  kaybettiklerinden her PZR dongiisiinde reaksiyon karisimina
eklenmeleri gerekiyordu. Prattk olmayan ve o6zgll PZR {rlind olusumunu
engelleyebilen bu durum 1siva dayanikiit DNA polimerazlarn gerekliligini ortaya
koymustur. Bunu i¢in ilk olarak Thermus aquaticus adli sicak sularda vasayan bir
bakterinin 1siya dayanikli olan DNA polimeraz: (Tag DNA polimerazi) izole
edilmigtir. Bunu bircok 1s1ya dayanikli DNA polimeraz izolasyonu izlemistir.

P7ZR’da kullanilan baz:i 1siya dayanikli DNA polimerazlar Cizelge.2.6.da
gosteriimistir. Taq DNA polimerazinin optimum ¢alisma sicakh@imn 72 °C
civarinda oldugu belirlenmistir,

Taq DNA polimerazin kullaniimaya baglanmas: ile hem her dongiiden sonra
reaksiyon kangimina yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmanus, hem de
primerlerin 6zgtl bolgelerine baglandiktan sonra 37 °C gibi diisiik bir sicakliga
inilmedigi icin, istenmeyen yerier baglanmalar engellenmisitr.

DNA polimerazlar, orijinal ana DNA zincirlerinden bir tanesi kalip olarak
kullanilarak veni bir tamamliaviet DNA zinent olusturulurken, monomer
deoksiniikleotid trifosfatlardan uvzun poliniikleotid zincirlerin sentezini katalize
eden enzimlerdir. Polimerizasyon her zaman deoksiniikleotid trifosfatn 37 -
fosfatindan gelisen DNA  zincirinin 37 terminal hidroksil grubuna dogru

islediginden DNA sentezi her zaman 5" ugtan 37 uca dogru devam eder (42).



Cizelge 2.6. Baz 1siya dayaniklh DNA polimerazlar ve kaynaklan (42)

| DNA polimeraz Dogal/ Rekombinant Kaynak

| Tag Dogal Thermus aquaticus

Amplitaq@ Rekombinant Thermus aquaticus

Hot Tub ™ Dogal Thermus flavis

Pfu Dogal Pyrococcus furiosus

Vent Rekombinant Thermococcus litoralis

| Deep Vent Rekombinant Pyrococcus GB-D

Tth Rekombinant Thermus aquaticus

UlTma Rekombinant Thermotoga maritima

Deoksiniiklosid trifosfatlar (dNTPs): Saf deoksiniikleosid trifosfatlann
dérdtinin ayr1 ayr: bir arada bulundugu stok soltisyonlar mevcuttur. Stok
soltisyonlarini cogunun pH’s: NaOH ile 7.5%e avarlanmistir. PCR i¢in genel olarak
100 uM dANTP konsantrasyonu gerekli olmakla birlikte daha dtsiik dNTP
konsantrasyonlarinda (10-100 M) Tag DNA polimeraz dzha iyi calismaktadir.
Bununla birlikte optimai dNTP konsantrasyonlar: MgCl; konsantrasyonuna,
reaksiyon durumuna, primer konsantrasyonuna, ¢cogaltilan lirtinlin uzunluguna ve
PZR dongii sayisina baglidir. Bazi PZRlarin optimizasyonunu saglamal i¢in en

uygun dNTP konsantrasyonunun ampirik olarak belirlenmesi gerekebilmekiedir

(41).

Tamponlar: PZR’da DNA polimerazin daha iyt calismasim saglayan birgok
tampon bulunmaktadir. Genel olarak 1988 yilinda Saiki ve arkadaslarin
tanimlanus oldugu fampon ve buna benzer tamponlar kullanilmaktadir. Bu
tampon final konsantrasyonu olarak 10mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5
mM MgCl,. %0.01 jelatin, %0,01 NP4O ve % 0,001 Tween 20 icermektedir (43).

=T B - . . - e v .
MgCl: Mg ™ ivonu, DNA polimeraz enziminin g¢alismasin saglayan énemli bir
kofaktérdiir. MgCls son reaksivon karsimindaki konsantrasyonu farkl oranlarda

olabilmektedir. Bu nedenle en uvgun olan MgCl, konsantrasvonunu belirlemek

)
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10,5-5.0 mM arahigindaki MgCl; konsantrasyonlarmin denenmesi gereklidir.

ivonlari, polimerizasyon sirasinda dNTP’lerin yeni yapilmakta olan zincire

Jlenmesi icin cok Snemlidir. Ayrica polimeraz aktivitesini stimiile ettikleri gibi
ft_:-zinc:irli DNA'nin ayrilma-baglanma sicakhi@im arttirir ve primerierin kalip
Qﬁ}A’ya baglanmalarim kolaylastinirlar. MgCls konsantrasyonunun PZR triinii ve
Qz_éﬁlliﬂ( tizerine ¢ok onemli etkileri vardir, 1.0- 1.5 mM MgCl, konsantrasyonu
Qeﬁeﬂikie ideal olmakla birlikte, baz1 durumlarda, farkh Mg* miktarlan gerekli

labilmektedir (43).

Sicakhik dongiileri: PZR 1teknigi; cogaltilmasi istenen DNA Omeginin, DNA
.eplika.syonu icin  gerecken maddelerle birlikte ¢ basamaktan olusan

denatlirasyon, primerlerin  baglanmasi, uzama) sikluslarin belirh  sayilarda

‘tekrarlanmasina dayanir. Bu {ic adim bir PZR siklusunu olusturur. Her ad:m farkh
silarda gerceklestirilir (Stras ile 94-98 © C; 37-65 ° C; 72 ° €). PZR kansimlanm
_. _.'x;'eren tiipler otomatik olarak programlanabilen makinalarda (termal ceviriei) swa
ile bu sicakliklarda istenilen stirelerde tutulur.

Genellikle DNA zincirleri 94° C- 98° C “de denatiire oldugu i¢in hangi primer
"_:kuﬂamhyor olursa olsun ve hangi DNA cogaltilirsa ¢ogaltlsin denatiirasyon igin
bu sicakhik arah@ kullamilir, Primerlerin birlesmesi icin kullanilan sicakhik
‘primerin nitkleotid igerifine gére degisir ve primerlerin ayrilma-baglanma
-sicakliklarina gére belirlenir. Polimerizasyon sicaklifii ise enzimin en iyi calistifn
sicaklikia

- (taq polimeraz igin 72° C’de) tutulur. Bu sicakhikiarda denatiirasyon, primer
birlesmesi ve polimerizasyon i¢in gereken siire ashinda birkag saniyedir. Ancak
termal gevirici igerisinde tiiplerdeki karisunlarin tamammin bu sicakliklara
ulagmast biraz siire gerektirebilir. Ince geperli tiiplerin kullanilmasi bu siirelerin
kisaltilmasim saglayabilir. PZR reaksiyonlarina ilk baslarken ortamdaki biitiin
DNA’larin tamanunin denatiirasyonu icin biraz uzunca bir siire gerekebilir.
Program sonunda

72 °C’de 3 dakika daha tutuimas) varim kalan zincirlerin tamamlanmasim saglar.

(W]
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‘Her donglide dzgiil DNA parcasi iki katina ¢ikar. Yem sentezlenen DNA da bir
onraki dongtde kalip olarak kullamildi@n i¢in DNA pargalar: geometrik olarak
ar. Bu geometrik birikim ile birkag saat icinde 6zgiil hedef parganin milyonlarca

arcast olusmaktadir (43).

_PZR’a Dayah Tami Yéntemleri Olugturmak I¢in Stratejiler

PZR’a dayalt tamt yontemleri olustururken duyarhlik ve dzgulligl optimize
: _%mek icin cesitli faktorierin uygulanmasi gereklidir.

Hedef

o Tamsal PZR'in dzgllugi cogaltun igin uygun bir hedef dizisi secilerek

_'ség‘;ianabilmektedir. Ozgiillik, hedef dizi ve farkh cins veya tiirlerin DNA dizileri
':'_arasmdaki homoloji derecesine bakilarak belirlenir. Ornegin, ttim mantarlarda
...ortak olan bir genin fazlaca korunmus olan bir bdlgesinin PZR protokolinde hedef
dizi olarak secilmesi bir infeksivonun bakterival veya mantar kaynakl: oldugunu
-gostermek icin uygundur. Bu strateji, bircok grup taratindan, coZaltim i¢cin hedef
-dizi olarak fungal ribozomal RNA{ rRNA) i¢indeki oldukca korunmus bolgeler
veya finiversal boigeler secilerek uygulanmistir. Mantar DNA kaynaginin cinse mi
ait oldugunu yoksa tiire mi ait oldugunu saptamak icin cesithi PZR ¢ogatim iriinii
saptama yontemleri kullaniiabilmektedir. rRNA genlerinin digerbir avantajida
PZR duyarliliint arttiran yiiksek kopya sayist olusturabilmeleridir (43).

1990 vilinda Buchman va arkadaslan tarafindan sitokrom P4501,A,
(lanosterol-140- demethylase) genini kodlayan bir mantar DNA dizist primer
olarak secilmistir (44),

1994 yilinda Makimura grubu tibbi &nemi olan 25 adet mantarn 78 tiiriini
mantarlarin 18 S rRNA genlerinde korunmus bolgeleri kullanarak cogaltan bir
PZR vontemi gelistirmislerdir (45).

1994 vilinda Holmes ve arkadaslar, cesitli Candida tirlerini iceren kan .'
dmeklerinden eksirakte edilen Candida DNA’smun tesbiti igin: tim Candida
tiirleri arasmda ortak olan 5s rRNA gen dizisini kodlayan PCon lve PCon 2
primerterini dizayn ederek 105 bp’lik bir bélgeyi bééan ile cogalinmslar ve agaroz

Jjelde viiriiterek gostermislerdir (46).



1998 yihinda Van Burik ve arkadaslani medikal olarak oneml mantarlan
éiptamaya yonelik kiigiik subtinit rRNA gen dizisini tamamlayan bir ¢ift primer
:i'zisi dizayn etmislerdir (47}.

Jrnek Secimi ve Hazirlama

. Tamsal PZR potokolii gelistirirken klinik drnek se¢imi ve DNA ekstraksivon
gntemi ¢ok dnemhidir. Candida infeksivonlarinmn tamisinda cogu PZR protokoli
linik olarak ®nemli olan mantarlarin kandan tesbitini yani kan Grneklerinin
cahislmasini kapsamaktadir, Kan ve serum kismen non invaziv yéntemlerle
saglanabilmeleri nedeniyle sistemik mantar infeksiyonlarimn tamismda potansiyel
olarak kullanish drneklerdir,

Tam kan ile Candida DNA’s1 pozitif bulunan drneklerin ancak % 507sinin
serumda Candida DNA’s1 saptanabiimistir (32).

Kullanilan DNA ekstraksiyon yontemunin ozellikle iki hedefi olmahdir; (i)
minimal kayipla mantar DNA’sint etkin olarak saflastirilabiimektedir, (ii)
ormekten PZR inhibitdrlerini kaldirabilmelidir. DNA ekstraksivonu sirasinda
onemli bir asama olan Candida hiicre duvarimin parcalanmas) zordur. Enzimatik
ve mekanik yontemlerle parcalanabilmektedir. Lyticase ve Novozym 234 DNA
ekstraksiyonuna yardimer olan sindirici  enzimierdir. Mekanik olarak cam
boncuklarla parcalanma da kuilanilmaktadir.

Hucre lizisi ile agiga c¢ikan protemlerin DNA'dan aynsturilmasinda, hazir
kitlerin kullanilmasi ile daha 1yi bir ekstrakte DNA Uriinii saglanabilmektedir
(QlAamp DNA mini kit (Qiagen), MagNA Pure LC DNA (Roche) [solation Kit).
Hazir kitler, diger yontemlere nazaran zaman tasarrufu sagladiklar: gibi fenol ve
kloroform kullanimin: ortadan kaldirmaktadir. Ancak uygulanan protokole dnemlhi
bir ek mali kiilfet getirmektedir (48).

2.8.8 Cogaltilan Uriiniin Saptanmas: ve Degerlendiritmesi

PZR driinlerini géstermek icin kullamilan yontem duyarbiik ve ozgiilligi
arttirabilmektedir. Amplifive edilen DNA veya RNA'min teshitinde kullamlan
bircok metod vardir. Molekiiler tani teknigine uygun olan tesbit metodunun
secilmesi;

1y Hedef veva prob amplifikasyonuna.



Niikleik asidin RNA veva DNA olmasina,
Baz dizisinin heterojenligine,
Amplifive tirlinlerdeki nadir baz dizi varyantlarinin saptanmasina,

Primer veya problardaki dogal dizilimler disinda yeni baz dizilerinin

_.olu5umuna baghdir.

Bu ozellikler g6z 6nlinde bulundurularak segilebilecek gortntiileme yontemleri
sunlardir:

A. Jel elektroforezi

B. Hibridizasyon (Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) t{emeline dayal
. TagMan. Moleculer beacon, LightCycler ve Ampliflor teknikleri )

C. Kalorimetrik mikrotitre plak sistemleri

D. Kemiliiminesans isaretleme

E. Oligomer baglanma yontemi ile amplifikasyonunun gostertimesi

F. Matriks hibridizasyon ve DNA ‘chip * teknolojisi.

Jel elektroforezi; Cogaltilan niikleik asitlerin  gosterilmesinde  kullanilan
celeneksel metod agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezini takiben etidyumn
bromiirle {EtBr) boyanan jeldeki bantlarin gdzlenmesidir. EtBr, elektroforezden
sonra DNA profillerinin tanmmasiu saglar. EtBr sadece ¢ift ip¢ikli DNA'ya
baglanabildigi i¢in tek ipcikli DNA veya RNA tesbitinde kullanilamamaktad:r.
Tek ve ¢ift ipcikli DNA ve RNA tesbitinde * Cyber green’ (CG) boyalan da
kullamlabilmektedir (49).




alisma Grubu

ai'lanaﬂ calismada; Bir yil stiresince (01/01/2004-01/01/2005 tarihleri
nda Akdemz Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklarn Ana Bilim Dali (ABD)
mdekl Hematoloji Bilim Dali (BD), Cocuk Sagligi ve Hastaliklart ABD
a’éo]o}i.-()nkoloji BD’s servislerinde ve Kok Hiicre Transplantasyon (KHT)
nde vatan ve ilgili birimlerce malignite tams1 konan; kandidemi on tanili
8 hastamizin, giinkitk i6kosit sayilart ve atesleri izlenerek prospektif
'brﬂ notropenik dénemleri saptandi. Notrofil diizeyl 500/mm’’iin altinda

da 500-1000/mm’ arasinda oldugu halde 48 saat icinde 500/mm*’tin altna

d mem-bekleaen hastalarda, oral veya aksiler bélgelerden dlgiilen atesin

nin tizerine cikmast yada bir saat slireyle 38.0-38.2 °C arast sicaklik
oletimil febril nétropeni (notropenik ates) olarak tamimliand: (50).

78 '._;h';astanm tiimit tarafimizdan Dbilgilendirilip onaylart alindiktan sonra

_§iﬁéya dahil edildi. Projemizin bir 6rnegi, Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi

_al_rrii Etik Kurulu’na sunularak etik kurul onayl alindi.

_élmﬁmya alinan hastalara ait bilgi formu &rnegi, ekte sunulmustur (ek 1). Bu
rmda hastanin nétropeni diizeyi, sistemik kandidivazini destekleyen bulgularn
'ij’g'r';-l'isk faktorleri, kandidiirt hikayesi sorguianmastir.

Hé.stalarm bollimlere dagilimlarl, vaslari ve primer hastabklan ekie
dlmustur (ek 2).

;:C:-‘andida DNA’simn kandan izole edilmesinde; duyarhihk, 6zgillik, maliyet
uygulanabilirlik 6zellikleri géz éniine bulundurularak Loeffler ve ark. nin

'éli"§tirdikleri otomatize Magna Pure LC ve manue! Qiagen kitlerinin kullamld:ig:

__pfd_tokol calismalar: dikkate alinarak gergeklestiritmistir (51).

1.2 Klinik rneklerin calismaya alimsi ve calisma prosediiri
© Atesin yikselmeye basladigs ilk saatlerde antifungal tedaviye baslanmadan

--Qléceki steri! sartlara uyularak alinan kan 6rnekleri; PZR 1cin EDTAL (Eulen

Diamin Tetra Asetik Asit) tiiplere ve kan kiiltiirleri igin soybean casein broth
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ren kan kiltlr giselerine (Yetiskin hastalar i¢in: Plus Aerobic/F - pediatrik

astalar icin; péds plus/F Becton Dickinson) inokiie edilmistir. EDTA™I tiiplere
}_11ian 3-5 ml hacmindeki kan 6rnekler,, RNA ve DNA'dan arindinimus filtreli
et uclar:  kullanilarak  ependorflara  aktanidi ve Candida DNA'sinmn
:ﬂégﬂrﬂmam islemi yapilincaya kadar ~70 °C’de muhafaza edildi.

Kan kiltir siseleri, Bactec 9240 (BD Bactec-Becton Dickinson Diagnostic
nsﬁument Systems, Cockeysville, Md) kan kiiitir cihazina yerlestizrildi. Ureme
I”HS’aH alinincaya kadar cihaz icinde bir hafta siire ile inkiibe edildi. Ureme sinyali

alinan kan kiltlr siseleri; cithazdan g¢ikarldi, kanh agar ve SDA (Saburcud

Dekstroz Agar)'a ekimi yapildi ve sonrasinda 24 saat 37 °C etitvde inkitbe edildi.
:yrjca febril nétropenik atak geciren hastalarda, kan kiiltiirlert ve EDTAh tiiplere
i;iﬂan kanlarla es zamanh olarak; idrar, katater, digski ve bogaz &rnekleri de alindi
V'é-kiiltﬂrleri vapilarak kolonizasyon olasih@ degerlendiriidi. Bu amagla; SDA
_';bésiyerine ekim vapildi ve 24 saat 37 °C etivde inkiibe edildi. Ureme
obzienmeyen kolonilerin inkiibasyonu bir haftaya kadar uvzatildi. Bu stirede, kan
:'1:_:(1'11‘[{'11-Ieri ve kolonizasyonu degerlendirmek icin alinan ktiltirlerde (idrar, katater,
:"au,;kwe bogaz) lireme tespit edilen kolonilerin tir ayrimi i¢in; mikroskobik
fhceleme neticesi ile maya morfolojisinde gozlenen Candida’lara germ tiip testi
ii}!gulalldi. Germ tiip vapan Candida larin fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri
. 1;:11celenerek tiir diizeyinde tanimlanmas: yapildi.

Germ tiip vapmayan Candida’larm tir ayimmu  icin, fermentasyon ve
| asimilasyon reaksivonlarina dayali sonuc veren ID 32C ( BioMeérieux ) kiti ile
Mini API (BioMérieux} tam otomatize cihazinda tlir tanimlamas: yapilds
Universite hastanemiz, Merkezi Arastirma Laboratuvari'nda:  Candidu

DNA’smun  saflasimimasi,  cogalnlmasi  ve  gorlntillenmesi  islemler
gerceklestirilmistir. Universite hastanemiz Merkez Laboratuvan biinyesindeki
Bakterivoloii rutin laboratuvar'inda da kitltlr yontemleri ile Candida larn

izolasvonu ve tanimlanmas: yapildi.



1.3. Ayrmrac ve Gerecler

Kstraksiyon
iielge 3.1. MagNA Pure LC DNA Isolation Kit IIT (Roche) Icerigi
Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension

tkama tamponu [

mi2 sise 6 cam sise

ikama tamponu I Bacteria Lysis Buffer

‘ml 2 sige 100 ml 1 sise

ama tamponu [ Proteinase K (fiyofilize t0z)
6 cam sige

'é/Binding Buffer Elution Buffer

0ml 1 sise ] 100 ml 1 sise J

; .Liyoﬁlize toz halindeki proteinaz kuilanilmadan &énce, 1.2 ml elution buffer

. _)}oﬁfize proteinaz K igeren cam sigeve eklendi.

- Kitigerigi oda 1sisinda (15 - 25 °C) bir yil bozulmadan muhafaza edilebilir.

-~ Cizelge 3.2. QTAamp DNA Mini Kits (Qiagen) Kit Tcerigi

250 adet spin kolon 750 adet 2 ml tiip _ 1
54 ml AL buffer 50 ml ATL buffer
195 ml AW1 buffer | 110 m! AE buffer
i66_ ml AW2 buifer 6 ml proteinase K

Proteinase K, kullanima hazirdir (Proteinase K — 20 °C’de bir wil
bozulmadan muhafaza edilebilir).
1. AL buffer: Kullanimdan énce calkaland.
2, AW1 buffer: Itk kullanimdan 8nce konsantre buffer igine 125 ml ethanol

(% 96-100) eklend:.

('S

AW?2 buffer: Iik kullamimdan 6nce konsantre buffer icine 160 ml Ethanol
(% 96-100) eklendi.
Her lic buffer da oda 1sismnda (15-25 °C) bir yi! bozulmadan muhataza

edilebilir.



mplifikasyon Taq PCR Core Kit (Qiagen} Kit igerigi

Slimeraz 250 U (5 Units/l)
CR buffer, 10 X 1.2 ml
2.0ml
. mM 1.2 ml
_._p}__:.(herbiriﬂdenlo mM) 200 pl

éﬁgindeki maddeler —20° C* de saklanmalidsr.

YONTEM
z__iﬁf Kontrol: Calismamizda Amerikan kiiltiir koleksiyonundan (ATCC)

1. PZR Yontemlerinin Analitik Duyarhbklarmm Tespiti

man C.albicans'm ATCC 90028 standart sugu, pozitif kontrol olarak
a_r_iﬂdl. Sus SDA’da 35 °C’de 24 saat inkiibe edilerek besiverinde iretildi.

_i;i;'den elde edilen Candida ile, fosfat tampon igerisinde (0.5 McFarland’da 10°

ndrda hitcresi denk gelecek bulamklikta (52)) densimat (BioMérieux) cihazinda

MCFa‘ﬂénd degeri okutuldu. Kan bankasindan saglanan saghkh insan EDTA’I
ant -i'c}érisinde 107, 10*, 10°, 10%, 10" Candida/m] olacak sekilde stispansiyonlari

apﬂ.é:rjak dilie edildi. Farkli dilisyonlardaki bu siispansiyvonlarla testin analitik

du;;;a}illxgl tespit edildi.

N‘égétif Kontrol: Negatif kontrol i¢in steril deiyonize su ve kan bankasmdan

temin edilen saglikl insan EDTA’ kam olmak tizere iki kontrol kullanilda.

- 3.2.2. Candida DNA Ekstraksiyonu

:Candia.’a DNA ekstraksivonu igin 2 farkis ticari kit ile caligma planlands.

I. Otomatize MagNA Pure LC cihazi (Roche ) aracth@ ile MagNA Pure
LC DNA Isoiation Kit 11 (Bacteria, Fungi) ve

1L Manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit- Qiagen ) Ektraksiyon



: .Otomatize MagNA Pure LC Protokolii ile Ekstraksiyon
MagNA Pure Cihazinin Tamtinm

'MagNA Pure L.C tam otomatize bir ekstraksiyon cihazidir. Cihaz bir bilgisayara
‘baghdir ve bu bilgisayara yiiklenen programlar dogrultusunda estraksiyon islemini
kapali devre olarak gerceklestirmektedir. Cihaz biinyesinde farkli islevlerin
. gergeklestirildigt bélimlere ayrilmistir. Ayrica cihazin calismasi sirasinda dikkati
ceken Ozelligi, icinde farkli birimlerden olusan hareketli bir robotik kola sahip
olmasidir,

Uretici firma tarafindan énerilen ekstraksiyon islemine uygun, Part of Software
3.0 programimn bilgisayara yiiklenmesinin ardindan yilklenen program
dogrultusunda; hareket eden kol ile, cihazin i¢indeki farkli béliimlerde pipetleme,
yikama, magnetik alan olusturulmas: ve kaldirilmasi, elde edilen DNA’nin elution
buffer icinde saklanmas: gibi islemler gerceklestirilebilmekte ve hasta Srnekleri
ile direkt temas kurulabilmektedir.

Sekil 3.1. MagNA Pure Cihazi

(http://www.roche.com/pl 07751 medium.jpg internet sitesinden aynen alint1.)

EDTA’lL tiip icine alinan kan Orneklerinde; MagNA Pure LC cihazinda,
MagNA Pure 1.C DNA izolasyon Kit 1II (Roche Diagnostics) prosediiriine uygun
olarak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi.

MagNA Pure LC cihazindaki islemlerden once disarida yapilmasi gerekli
cahsmalar: EDTA’lt tiiplere alinan kan drneklerinden 100 ul’si, 1.5 ml ependorf
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lere akiarildz. Uzerine 130 ul Bacteri Lizis eklendi {fe 65°Cde1(} d
._ﬁbe edildi. Sonra bu karigima 20 pl Proteinaz K eklendi ve 95 °C’dé.'l'£}. daf(.i.'i(a
:u;be edildi. Sonra ependorf tiiplerindeki sivi MagNA Pure LC sample kartuguné_.
fllléma listesine uygun olarak otomatik pipet aracihigs ile transter edildi. '
- égNA Pure cihazinm ¢ahismasi: Cihaz, ¢alisma Kitine uygun olarak bilgisavara
R}enen program dogrultusunda, reagenlerin ve sarf malzemelerin miktarinm ve
ihaz i¢i lokalizasyonunu bagli bulundugu bilgisayarin ekraninda géstermektedir.
‘Cihazin cam dig kapa@ acilarak reagenier ve sarf maizemeler cihaz tizerinde
endilerine ayrlan uygun bélimlere yerlestirildikten sonra hasta drmeklerini iceren
ample kartus bilgisayar ekramnda gésterilen uygun bdlgeye yerlestirilir. Cihazin
15 cam kapagl kapatilir ve bilgisayar tzerinden calistinli. Cihaz, 6nce sarf
éélzen1elel'in yerini ve miktarin: robotik kolda ver alan optik okuyucusu ije
-;:I{Qntrol eder. Eksikse uyar verir, degilse robotik kol araciligr ile &nce pipet
1.?;1..(}181‘1111 alir ve reagenleri uygun birimlere dagitarak calismava baslar. Bu sirada
. ilgisayar ekrammndan calismanin agsamalan ve testin ne zaman sonlanacag
‘goriilebilmektedir.

| Cihaz kapabi devre sistemi icerisinde; lizis sollisyonu kullanarak kalan
.eritrosiﬂeri ve l6kositleri lizis edecektir.

Aciga cikan DNA'nin  vizeyi magnetik cam partikiilleri  kullanilarak
sarilacaktir. Olusturulacak magnetik alanin etkist ile DNA—cam partikiilleri
‘ karisim sividan cekilerek uzakiastiracaktir,

Magnetik alan devam ederken yogun yikama islemlert ile DNA-cam
partiktlleri disindaki hiicresel artiklar temizlenecektir.

Daha sonra magnetik alanda meydana getirilen degisikliklerle sadece cam
partikiiller tutulacaktir. Cam partikitllerden ayristinlan DNA ise 200 ul elution

buffer icinde, cihazdaki son bélmede muhafaza edilecektir (Sekil 3.2).




ekil 3.2 MagNA pure cihazi ile niikieik asid izolasyon adimlart
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Firis buffer Magneisk cam Yogun miama  Magnetik alanmn Magnetik alanda Cam bonculd ardan
e haceelenin partikiler asamalar ile olusiruleas ife meyd_ana getix_il en  aynshnlip uza?dagnnlan
o kullarglarsi DNA  hicresel arblkdann  cam boncuk-DNA  dedisim sayesinde  DNA'mun, elution buffer

Al anmas - it S
“ P%f&? @ yizeyinin sardmast cam boncuk- DNA kompleksinin bir arada cam boneuklanm  iginde inkibasyonu

kompleksinden  svidan ayngmas tutulup DNA'nn
uzaklaghnlmas uzaklaghnimast ile
kompleksinin aynmas

i
= QlAamp DNA Mini Kit-Qiagen)ekstraksiyon protokolii ile saflastirilmasi.

Kandan Mantar Genomik DNA ’sinin modifiye manuel (Lyticase +

o

T§lem basamaklart; Flahaut ve ark.’nm (53) modifive manuel Candida DNA
ek"straksiyonu ile Loeffler ve ark’min (54) standart manuel Candida DNA
__ck_straksiyon uygulamalart g6z 6niine alinarak gerceklestirildi.

Ii EDTA’h tiip igerisine alinmus 3 ml kan 6rnekleri, 15 ml’lik propilen santrifiij

titplerine aktarildi.
Z Uzerine 9 ml’lik eritrosit parcalama tamponu eklenerek 10-15 dakika buzda
inkiibe edildi.

3. hkﬁbasyen sonrasi 10 dakika 3,000 devirde santrifuj edildi.

Santrifuj sonrasit slipernatan atild1 ve eritrosit par¢alama tamponundan itibaren (2
ve 3} islemler tekrar edildi.

4. Ardindan 1 ml Lokosit pargalama tamponu ilave edilerek ve 65° C’de 45
dakika inkiibe edildi.

. Sonra 10 dakika 5,000 devirde santriflij yapildi ve santrifiij sonras1 siipernatan

- atildi.



ul NaOH (50 mM} 10 dakika 95 °C” de inkibe edildi.

a10:dakika 5,000 devirde sanirifiy yapildi ve santrifiij sonrasi siipernatan

00-pl Lyticase soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dakika muamele edildi ve
.gét yapi olusturuldu.

_ édilen soliisyon mikrosantrifiy tiipline aktanldl 10 dakika 14,000 devirde
i vapildr ve santrifiij sonrast stipernatan atiid.

{i Ql ATL buffer ve 20 ul Proteinase K sollisyonunu peliete eklendi ve
5 dakika 55 °C’de inkiibe edildi.

-'l'd'e'.j..'edilen soltisyonun 200 pl’si mikrosantrifu) tiptine aktarilds.

00'pl AL buffer eklendi ve sonra 15 saniye vortekslendi.
:-‘}C’de kuru 1s1 blogunda 10 dakika inkiibe ediidi.

sa bir santrifyj ile kapakta biriken sivi asagiya indirildi,

00 ul Ethanol (% 96-100) trnege eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Kisa bir santrifyj ile kapakta biriken siviy: asagiva indirildi.

-}j'ikkatli bir gekilde 2 ml koleksiyon tiiplerine aktarma islemi i¢in, otomatik

ctle tiipteki tim siv1 alimarak koleksiyon tiiptine verlestirilmis spin kolonlara

ansfer edildi.

ﬁpiin kapag kapatilarak 6.000 x g (8.000 rpm) ‘de 1 dakika santrifuj edildi.
_t‘téki koleksivon tlipli atilarak venisi ile degistirildi.

‘Spin kolona 500 pl AWI1 buffer ekleyip 6.000 x g- (8.000 rpm) 1 dakika
ntrifuj edildi ve alttaki koleksiyon tiipil atilarak venisi ile degistirildi.

Spin kolona 500 pl AW2 buffer eklendi en yiiksek hizda (20.000 x g- 14.000
m) 3 dakika santrifuj edildi.

ttaki koleksiyon tiipti atilarak venisi ile degistirildi.

18, Spin kolonu 1.5 ml'lik ependorf tiipe verlestirildi. 200 u!l AE buffer ekleyip
da sicakhiginda 1 dakika inkiibe edildi. 6.000 x g (8.000 rpm)'de 1 dakika

santrifuj edildi.
Sonug olarak; 200 ul DNA ekstrakts elde edilerek amplifikasyona hazir hale

getiritmis oldu.



Candida DNA’simn Amplifikasyonu
M_odiﬁye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit) ekiraksiyon ile

tomatize MagNA Pure LC ektraksiyvon protokoliiniin uygulanmas: sonucu elde

lilen Candida DNA’larinin amplifikasyonu i¢in Taq PCR Core Kit  (Qiagen)
ullanilmstir.

E-Ide edilen DNA'lardan 6rnek basma 10 ul alindi ve Tag PCR Core Kit

Q'ié;ge11) kullamlarak reaksiyon karisimi (Cizelge 3.4) olusturuldu.
éentetik oligontikleotid primerler Pecon 1 (5"-AGT TTC GCG TAT GGT CTC
-3 ve Peon 2 (5-GTT GCG GCC ATA TCT AGC AC-3") Candida tiirieri

asinda ortak olan 5s TDNA bélgesinden secildi (54).
~Olugturulan reaksiyon karisinu (Cizelge 3.4) termal ¢evirici cihazina (Techne-
G’énius) Cizelge 3.57de belirtilen program dogrultusunda yiklendi ve Candida

DNA’st gogaluldi.

Cizelge 3.4: Reaksiyon karisimi

Amplifikasyon Igerigi “’*\“gwfﬁ;ﬁﬁﬁéﬁ?ﬁiﬁuwl
110X buffer [ 3
1Q soliisyonu 5X ’ 6
dNTP miks (10mM) } 0.3
Primer-1 (100 pm) 3
Primer-2 (100 pm) 0.3
‘Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.4

d H,O 9.7 j
Ornek DNA 10

W 30 I

L



ge 3.5: Termal cevirici cihaz programi

ngil Sayisi Sicaklik (°C) Siire
94 1 dakika
94 30 saniye
58 45 saniye
72 1 dakika
72 1 dakika ‘
_

3.3, Amplifive Candida DNA’sinmn Agaroz Jel Elektroforez ile

| Goriintitlenmesi

Amplifikasyon tiriinleri; % 2°lik TBE (Tris-borate) agaroz jelde elektroforeze
tabi tutularak viiriitiitdii ve etidyum bromid ile boyandiktan sonra yurtiyen DNA

antlart UV-transluminatorde goritiilendi ve incelendi.

3.3.1. Elektroforez Islemleri

Jelin Hazirlanmasy

10X TBE ( Tris borate) stok solUsyonu hazilamak igin gereken kimyasal
maddeler: Tris, Boric asid, 0.5 M Na; EDTA (disodyum etilendiamintetraasetet)
(pH 8.0). distile deiyonize su (Kimyasal maddeler ve olusturulacak 10 X TBE stok
soliisyonu oda sicakliginda muhafaza edilebilir).

1. 0.5 M Na, EDTA (pH 8.0) soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan 40 ml 0.5 M
hazirlamak icin: Na; EDTA (MW= 372.24), 7.4448 ¢ hassas terazide tartildi.
Tartilan Na; EDTA lzerine, distile su eklenerek toplam hacim 40 mive
tamamlandi, magnetik kansturicida ve oda 1sisinda karistirsldr. Ayni anda
soliisyonun pH degerini 8.0 yapmak i¢in, pH degeri pH metre ile kontrol edilerek
azar azar NaOH pelletinden eklendi. Elde edilen soliisyon alikotlandr ve
otoklavianarak sterilize edildi.

2. 108 g Tris ve 55 g Borik asid hassas terazide tartildi, Distile suda eklenerek

toplam hacim 900 ml'ye tamamlandi. Cozdirme islemini kolaylastimak 1¢in



aristiricida ve oda isismada karsstirildy, 40 mi 0.5 M Na EDTA (pH 8.0)
éjtoplam hacim distile su eklenerek 1 litre’ye tamamlandi.

BE caligma solisyonu hazirlamak icin 10X TBE stok soliisyonu, hacimsel
0 da bir oramnda distile su ile dilue edjldi.

lik agaroz jel i¢in: 100 ml 1X TBE soliisyonu i¢in 2 g agaroz, hassas
B.S_'_.‘[al"tlkdl. Agarozun tzerine, 100 ml 1X TBE solisyonu eklendi,
kr.oﬁ'alga firmda medium is1 ayarinda 2-3 dakika isitildi. Sonra 1 dakika kadar
mias: beklendi.

n_-_"f‘éblaya Déktimi

}éi tablasinin i¢ yiizeyi ve taraklann uglart daceki elekiroforez isiemlerinden

kalan jel artiklan yoniinden incelenerek kirlilik varsa temizlendi. Taraklarm

g;_lari kontrol edilerek ditzglin bir sekilde Jel tablasina yerlestiriidi. Su terazisi ile
_%_ablasmm denge avan yapildi. Hazirlanan % 2 agaroz iceren sivi haldeki
. -jel tablasina ara vermeden ve hava kabarcigi olusturmadan hizlica
Jelin soguyarak katilagmasi beklendi. Taraklar jele zarar vermeden
dlldiathce gikarildi. Jelde olusan kuyucukiar kontrol edildi.

Elektroforez tankina, tank iizerinde isaretle belirtilen vere kadar 1X TBE

alisma soliisyonundan eklendi. Katilasmus jel, jel tablasiyla birlikte DNA'mn
pozitif kutba hareket edecegi gtz Ontinde bulundurularak, 1X TBE calisma
solilsyonu igeren elektroforez tankima uygun pozisyonda altinda hava kabarcif

olmayacak sekilde yerlestirildi.

:-:Jele Amplifikasyon Uriinlerinin Yiiklenmesi

Her calisma 6rnedi igin, bir parca parafilm tizerine 10 gl amplifikasyon firting
ile 2 pl gel loading soliisyonu (3X) ayri avri kondu. Jeldeki kuyucuklara yikleme
- yapmadan ¢dnce pipetleme ile DNA ve gel loading soliisyonu parafilin {izerinde
karistirild, sonra bu kangim pipetlenerek jel fizerindeki uyvgun kuyucuga inokﬂfe
edildi. Her elektroforez isleminde, ml’de 0.5 mg DNA igeren kullanima hazir
marker (DNA Ladder- MBI Fermantes)®da jeldeki uygun kuvucuga viiklendi.
Elektroforez tankina elektrik akinm tasivacak kablolar + ve — uglan dikkate

alimarak dogru akim treten gic kaynagma { BIO-RAD, Power PAC 300) bagland.

il



ynag: jelin buylikligiine gore 70 ya da 120 Volta, siire olarak da 30 ya da

Kikaya ayarlandi. (Cihaz calisumldigida + ve — kutup bélgelerinden hava

crklarmin cikist gézlemlenmelidir.) '

tiriitme islemi sonucunda; jel tizerinde negatif (-} kontroller ile birlikte 105

-ik." Candida DNA lrint elde edilen pozitif (+) kontroller ve olugacak

ndidemili hastalara ait Candida DNA bantlarinin analizi, oda sicakliginda UV

nsilluminator cihazinda (Alpha Inotech Tranluminator) degerlendirildi (55.56).



Hﬂsté_ izlem Formu

Dosya no:
Cinsiyet: Yas: Tel. no:

[stem no:

Dogum yeri:

Yok

Si'u'eJ

Aakronodiiler cilt lezyonlari

_k faktorleri

Var

YO?

itral vendz katater

riner katater

Bgbrek yetmezligi / (Divaliz Hemodiyaliz / Periton divalizi)
arenteral hiperalimentasyon

Abdominal / Kardiyak cerrahi girisim

Organ transplantasyonu
antk

Diabetes Mellitus (DM) : Tipl DM 7 Tip 11 DM

Kandidsirti hikayesi

Kortikosteroid kullanims

Coklu Antibivotik kullanimi




k2: Caligmaya alinan hastalarin bslimlere dagiiim, tamlari ve yasiar

Hasta | Olgu no Biélim Yas Tani
AD 1 Dahiliye/ Hematoloji 67 AML
E.A 2 Dahiliye/ Hematoloji 62 MM
M.S 3 Dahilive/ Hematoloji 25 ALL
ZH.M 4 Dahilive/ Hematoloji 44 ALL
SC 5 Dahiliye/ Hematoloji 65 NHL
S.S 6 Kemik Iligi Transplantasyon 22 ALL
HP 7 Dahilive/ Hematoloji 72 AML

J1cB 8 Kemik ligi Transplantasyon 12 ALL

” N.T 9 Dahiliye/ Hematoloji 73 HL
IC 10 Kemik [ligi Transplantasyon 2 Thalasemi major
A.S.S 11 Kemik 1ligi Transplantasyon 27 ALL
M.8.0 12 Kemik Iligi Transplantasyon 7 Thalasemi major
M.V 13 Kemik 1ligi Transplantasyon 42 NHL
D.A 14 Kemik 11igi Transplantasyon 14 ALL
R.K 15 Kemik 1ligi Transplantasyon 18 ALL
B.R 16 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 7 NHL
N.A 17 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 5 ALL
M.E.C 18 Pediatri/Hematoloji- Onkoloj: 1 ALL
F.A 19 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 4 AML
P.A 20 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 22 ALL
MY 21 Dahilive/ Hematoloji 21 AML
D.C 22 Pediatri/Hematoloji- Onkolojt 6 ALL
AY 23 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 10 ALL
B.S.K 24 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 5 ALL
AE 25 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 7 ALL
N.A 26 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 3 AML
S.G 27 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji NHL
B.B.Y 28 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 9 A ANEMI




Olgu no Béliim Yas Tam
29 Dahiliye/ Hematoloji 62 NHL
30 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 3 Burkit Lenfoma
31 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 16 ALL
32 Dahiliye/ Hematoloji 23 NHL
33 Dahiliye/ Hematoloji 71 AML
34 Dabhiliye/ Hematoloji 49 AML
35 Dahiliye/ Hematoloji 37 ALL
36 Dahiliye/ Hematoloji 48 KML
37 Dahiliye/ Hematoloji 53 MM
38 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 3 Nioroblastom
39 Dahiliye/ Hematoloji 26 AML
40 Dahiliye/ Hematoloji 59 AML
4] Dahiliye/ Hematoloji 24 AML
42 Dahiliye/ Hematoloji 63 HL
43 Dahilive/ Hematoloji 45 AML
44 Dabhiliye/ Hematoloji 03 NHL
45 Dahiliye/ Hematoloji 54 HB
46 Dahiliye/ Hematoloji 36 HL
47 Dahiliye/ Hematoloji 19 AML
48 Dahiliye/ Hematoloji 37 NHL
49 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 9 NHEL
50 Dahiliye/ Hematoloji 49 HL
51 Dahiliye/ Hematoloji 26 AML
52 Dabhiliye/ Hematoloji 19 HL
53 Dahiliye/ Hematoloji 32 MDS
54 Dahilive/ Hematoloji 18 HL
55 Dahilive/ Hematoloji 78 KLL
56 Dahilive/ Hematoloji 58 AML
57 Dahilive/ Hematoloii 27 A. ANEMI




Hasta | Olgu no | Biliim Yas Tam w—‘
1T 58 Dahiliye/ Hematoloji 41 AML |
S.G 59 Dahilive/ Hematoloji 25 A. ANEMI
-ZH.A 60 Dahiliye/ Hematoloji 39 NHIL
: ALO 61 Dahilive/ Hematoloji 33 ALL
sU 62 | Dahilive/ Hematoloji 31 | MM
..T.C") 63 Dabhiliye/ Hematoloji 30 NHL
Z.M 64 Dahiliye/ Hematoloji 58 AML
AU 65 Dahiliye/ Hematoloji 80 MDS
G.B 66 Dahilive/ Hematoloji 43 HL

5.0 67 Dahiliye/ Hematoloji 67 AML

M.AT 68 Dahilive/ Hematoloji 71 NHL

H.E 69 Dahiliye/ Hematoloji 57 AML
R.B 70 Dzhiliye/ Hematoloii 39 AML ‘
MK 71 Dahiliye/ Hematoloji 23 AML

C.S 72 Dahiliye/ Hematoloji 63 HL
M.K 73 Dahiliye/ Hematoloji 51 MM
AB 74 Dahiliye/ Hematoloii 73 MDS

ST 75 Dahilive/ Hematoloji 46 HL
A.G 76 Dahiliye/ Hematoloji 25 ALL
H.B 77 Dahiliye/ Hematoloji 44 AML
M.K 78 Dahiliye/ Hematoloji 75 AML |




4. BULGULAR

4.1. Hasta Profilleri

Calismaya alinan; 54’4 Dazhiliye / Hematoloji, 16's1 Pediatri / Hematoloji-
Onkoloji servislerinde ve sekizi Kok Hiicre Transplantasyon (KHT) tinitesinde
yatan toptam 78 hastanin 47°si erkek (% 60.3) ve 3171 kadin (% 39.7) idi (Cizelge
4.1,2).

Cizelge 4.1. Hastalann vattig: klinik bélimler

Klinik Béliimler Sayi (n) Y%

Dahiliye / Hematoloji 54 69.2
Pediatri / Hematoloji-Onkoloji 16 20.5
KHT 8 10.3
Toplam 78 100

KHT {nitesinde vatan sekiz hastamn; dordii Pediatri / Hematoloji-Onkoloji (%
50) ve dordit Dahiliye / Hematoloji bélimlerince (% 50) takip edilmekteydi.

Pediatrik dort hastanin biri kiz tigli erkekti. Erigkin dért hasta 1se erkekti.

Cizelge 4.2: Eriskin ve pediatrik, erkek ve kadin hasta yaslanmin; ortalamalari,

ortanca degerleri, alt ve {ist stur degerleri.

n | % | YasOrtalamalari | Ortanca | Alt ve Ust Smr

(Yas £ SD) Degerleri Degerleri

Erigkin Erkek | 37 | 62.7 4324+ 18.45 39 18 -75
Eriskin Kadin | 22 ] 37.3 4781+ 18.19 48.5 19 - 80
Pediatrik Erkek | 10 52.6 6.8 +3.34 7.5 1-12
Pediatrik Kiz 9 474 7.0= 4.57 6.0 3-16




Friskin erkeklerin yas ortalamalar (vas + SD) 43.2 = 18.45, Erigkin kadinlarn
o yas ortalamalar (yas = SD) 47.81 = 18.19, pediatrik erkeklerin yas ortalamalan
(yas + SD) 6.8 + 3.34 ve pediatrik kizlarin yas ortalamalar ise (yas & SI) 7.0 &
4.57 olarak saptandi.
Hastalarin yaslarmun alt ve {ist suur degerleri erigkin hastalarda 18 ile 80
| pediatrik hastalarda ise bir ile 16 arasinda degismekte idi (Cizelge 4.2).

AML, Dahiliye/ Hematoloji servisindeki 54 hastanin 20" sinde (% 37); ALL 1se.
Pediatri/Hematoloji-Onkoloji servisindeki 16 hastanin altisinda (% 37.5) ve KHT
{initesindeki sekiz hastamn besinde (% 62.5) en sik saptanan primer tan:lard

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: Altta Yatan Primer Hastaliklar

Primer Dahiliye/Hematoloji Pediatri/Hem.- Onk. KHT
Tani n Yo n Yo n %
AML 20 37 2 12.5

ALL 5 9.25 6 37.5 51 625
NHL 8 14.81 3 18.75 1 12.5
HL 10 18.50

MM 4 7.40

AA 2 3.70 1 6.25

MDS 3 5.55

T. Major 2 25
B.lenfoma 1 6.25

KLL 1 1.85

KML 1 1.85

N.Blastom 1 6.25

Toplam 54 100 16 100 8 100




4.2. PZR ve Optimizasyon
4.2.1. MagNA Pure

Candida PZR ybnteminin optimizasyonu igin; standart Candida susu
 (C.albicans ‘m ATCC 90028) saghkl insan EDTAI kanina inokiile edilerek 10 -
0> CFU/ml olacak sekilde seri diliisyonlar: vapildi ve standart Candida DNAs1
otomatize MagNA Pure cihazinda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit ill

ot

 (Bacteria, Fungi) ile ekstrakte edildi.
Ekstrakte edilen 10' ve 10° CFU/mI Candida DNA’s1 ile toplam hacmi 30 pl
_:j;:_olan amplifikasyon icerigi; c¢izelge 4.4’de gosterilen miktarlarda diizenlend.:.

Amplifikasyon icin Tag PCR Core Kit (Qiagen) kuilanild.

Cizelge 4.4: Candida amplifikasyonu igin gerekli reagenler ve miktariar

10" CFU / ml 10" CFU / m]
iceren Amplifiye {geren Amplifiye
| Amplifikasyon Igerigi Candida DNA’s1 Candida DNA’s1

1a | 1b ic 1d | 2a | 2b | 2¢ 2d
(u) | (0B ) | (D feD ) (ul) D] @D

1 10x Buffer 3 3 3 3 3003 3 3

Q sollisyonu 5x 6 6 6 6 6 6 6 6

MgCl (25 mM) 18 | 1.8 - - 18] 18] - .

dNTP (10mM) 0.3, 03 0.3 03 103 03 |03 0.3

Primer-1 (100 pm) 0.3 0.3 0.3 03 (0303 03 0.3

Primer-2 (100 pm) 03] 03 0.3 03 103 0303 0.3

Tag DNA Polimeraz 04 | 04 0.4 04 104104 |04 0.4

dH,O 79 | 119 ¢ 97 | 13.7 | 7.9 1119 | 97 | 13.7

Ornek DNA 10 6 10 6 101 6 |10 6

Toplam Hacim (ul) 30 30 30 30 30 | 30 @ 30 36




Amplifikasyon isleminin bitmesini takiben friinler, agaroz gelde ylriitiildi ve
etidyum bromid ile bovandiktan 105 bp biiytikliglindeki DNA bantlan UV-

transluminatdrde gériitiilend: ve incelendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: PZR bant gdriinlim]eri

MA: Molekiiler Agilik Belirtect (160 bp)

NK1: Negatif kontrol- Steril apirojenik distile su
NK2: Negatif kontroi- Saghkli EDTA] insan kam
1a,1b, le, 1d: 10° CFU/mi Candida DNA’s1 bulunan amplifikasyon icerigine
(Cizelge 4.4) ait stituniar
2a, 2b, 2¢, 2d: 10° CFU/ml Candida DNA’s1 bulunan amplifikasyon icerigine
(Cizelge 4.4) ait siitunlar
Agaroz gelde gézlenen DNA bantlar: incelendiginde (sekil 4.1);
1) Negatif kontrollere ait siitunda ve testte kontaminasyonun olmadig
sonucuna variids.
1) Uygulanan PZR yonteminin, mililitrede 10! CFU Candida DNA'sim
tesbit edebilecek analitik duvarlilikta oldugu saptand:.
iii) MgCl; kullamlmayan (lc, 1d, 2¢ ve 2d) siitunlarda artefakt gézlenmedi
ve daha net olarak degerlendirildi.
1v) Ornek DNA’sim daha ivi temsil etmesi ve artefaktin gézlenmemesi
nedenivie 1c ve 2¢ situntarnndaki amplifikasyon iceriklern net

optimizasyon verisi olarak degerlendirildi.



422 Qiagen

._Otomatize MagNA Pure LC protokoliinil uygulayarak elde etiifimiz net
optimizasyon verilerinin gosterildigi cizelge 4’deki 1¢ ve 2c slituniarindaki yer
Ién amplifikasyon icerikleri, Manuel ( Lyticase (Sigma) + QlAamp DNA
;Eini Kit (Qiagen) ) protokol ile ekstrakte edilen standart Candida susunun
‘(_C.albicafw m ATCC 90028 ) 10" - 10° CFU / ml diliisyonianipada uyguland:
{sekil 4.3).

4.3. Testlerin Analitik Duyarhhg
4.3.1. Otomatize MagNA Pure LC (Roche) Profokolii

MagNA Pure cihazinda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III (Roche)
le yapilan otomatize ekstraksiyon ve ardindan uygulanan PZR vontemi ile ml de

}:01 CFU’va kadar olan Candida DNA"s1 teshit edilmistir (sekil 4.2).

Sekil 4.2: PZR bant gériintimleri

NK: Negatif kontrol (EDTA’T Saghikl insan kani)

MA: Molekiiler Agirhk Belirteci (100 bp)

P1, P2, P3, P4, PS: Pozitif kontroliin swasiyla 107, 107, 10°, 107, 10°
CFU/ml diliisyonlan



2. Modifiye manuel ( Lyticase (sigma)+QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) )

Modifiye edilen manuel ( Lyticase (Sigma)+QlAamp DNA Mini Kit ((Qiagen) )

kireksivon protokolil ile yapilan ekstraksiyon ve ardindan uygulanan PZR

itermi ile ml*de 10"*¢ kadar olan Candida DNA’s1 tesbit edilmistir (sekil 4.3).

Sekil 4.3: PZR bant gériintimjeri

'NK: Negatif kontro! (EDTA 11 Saglikli insan kani)

A:x Molekiiler Agirlik Belirteci (100 bp)

PK1, PK2, PK3, PK4, PK5: Pozitif kontroltin sirasiyla 10', 107, 10°, 10%, 10°
::'CFU/mI diltisyonlari

4.4, Hasta Kanlarinda PZR

Calismaya alman, toplam 78 hastamun EDTA’D tliplere alinan kan Ornekleri
farkl iki ekstraksiyon kiti ile ¢alisildi (QlAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit).

Her iki yontemle ekstrakte edilen Candida’larin DNA’lart  ortak  bir
amplifikasyon kiti (Taq PCR Core Kit — Qiagen) yardimi ile PZR yodntemi
uvgulanarak termal ceviricide cogaltildi.

Amplifiye {riinler FEt. Br. Iceren agaroz gelde viirtildd. 1065 bp
bivikligindeki Candida DNA bantlart UV 1s1k altinda arastindarak gériintitlend:
(Sekil 4.3 ve 4.4),

Candida DNA's1 pozitif saptanan vedi hastaya ait (7. 9, 30, 31, 38, 44, 49

numaral hastalary agaroz el gériintileri sekil 3. 4, 5, 6° da gériilmekiedir.



4.4.1. Otomatize MagNA Pure LC (Roche) Protokotii
Otomatize MagNA Pure LC cihazinda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 11!

(Bacteria, Fungi) kullanilarak Candida DNA's1 amplifiye edilen hastalar (sekil 4.
3. 4,5, 6).
Sekil 4.4: PZR bant gtrlintimleri

MA: Molekiiler Agiritk Belirteci (100 bp)

NK: Negatif kontrol- Saghkli EDTA’h insan kam
1,2,3,4,5,6,8,10,11, 12, 13: Candida DNA s1 negatif olan hastalar
7, 9: Candida DNA’s: pozitif olan hastalar

P1 : Pozitif kontrol 10' CFU/mI

Sekil 4.5: P7R bant gériintimleri

Sekil 4.6: PZR bant gériintimleri

SN
[




Negatit kontrol- Saglikli EDTA 11 insan kam

:-Mole}{ﬂler Agirlik Belirteci (100 bp)

._13, 16,17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 33, 34, 35, 30, 37,
: ':(E, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59: Candida

NA’Sl negatif olan hastalar
— 0-*3_1, 38: Candida DNA’s1 pozitif olan hastalar

1

f-_P_Z: Pozitif kontroliin sirasyla 10!, 10* CFU/ml diliisyonlan

ekil 4.7: PZR bant goriintimleri

MA: Molekiiler Agirlik Belirteci (100 bp)
NK Negatif kontrol- Saghklt EDTA’]; insan kam
'6_(}, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 7, 77, 78: Candida

DNAs1 negatif olan hastalar

PK: Pozitif kontrol 10" CFU/Mml
4.4.2. Modifiye manuel ( Lyticase (sigma)+ (J1lAamp DNA Mini Kit
{Qiagen}) Protokol

Modifive manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit) ektraksivon protokol
islemierinin gerceklestirilmesi ve ardindan uygulanan PZR yontemi kullamlarak

Candida DNA’s1 amplifive edilen hastalar (sekil 4.8, 9, 10).
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kil 4.8: PZR bant gbriimtimleri -

‘Sekil 4.9: PZR bant goriniimleri

* Sekil 4.10: PZR bant goriintimleri

NK: Negatif kontrol- Saghkl: EDTA’L insan kam

MA: Molekiiler Agirhik Belirteci (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 s1 negatif olan hastalar

7,9, 30, 31, 38, 44, 49: Candida DNA’s1 pozilif olan hastalar

PK: Pozitif kontrol 10" CFU/ml

Farkli iki ekstraksivon kitinin kullanmilmasinin ardindan her iki kitinde



birbirlerivle tam uyumlu ofarak 7, 9, 30, 31; 38, 44, 49 !'riuiﬁ'é':rah.-t.bﬁllélﬁ;f"j}edi'

hastanin Candida DNA’simi ekstrakte ettigi gosterilmistir (Sekil 4.7, 8910) o

- Cizelge 4.5: Candida DNA ekstraksiyonunda. modifiye manuel (Lyticase +
"QlAamp DNA mini kit-Qiagen) ve otomatize MagNA Pure LC (Roche)
- protokollerinin; gerekli kan hacmi, ekstraksiyon slresi, analitik duyarlilik ve

maliyet parametrelerinin karsilastinimasi.

Parametreler Modifiye manuel Otomatize

(Lyticase + QlAamp DNA | MagNA Pure LC

Mini Kit) ektraksiyon ektraksiyon

|
|
|
|
protokelii protokolii |
|
|
|

Sekiz hasta i¢in ortalama

ekstraksiyon siirest (saat)

Gerekli kan hacmi { 3 ml 100 !
Testin analitik duyarlih t

(CFU/ ml)

Bir &rnegin ekstraksiyon

maliyeti (YTL) {

‘MagNA Pure cihazimin yénetim programi; en az sekiz drnegin ¢alismasina gbre
kurgulandigindan sarf ve kit malzemelerini sekiz 6rnege yonelik harcamaktadiz.
Bu nedenle, malivet degerlendirilmes: vapihirken bu farklihk g8z Oniinde

bulundurulmalidir.

4.5. Kan Kiiltiiriinde Ureyen Candida Tiirleri

Calismaya alinan toplam 78 hastadan vedisinin (% 9) kan kultirlerinde
Candida tiremesi olmustur.
Ureyen Candida tirleri tiplendirilmis ve pozitif yedi hastamin tiimiinde

C.albicans saptanan tir ofarak olarak bulunmustur.



.6. PZR ve Kan kiiltiirii pozitif hastalarin primer hastahklar

| P7ZR ve Kan kiiltiirti pozitif; 30, 31. 38, 49 olgu no’lu pediatrik hematoloji-
nkoloji servisinde yatan dort hastanin sira ile primer tamilan Burkit L., ALL,
%.blastom ve NHL iken 7, 9, 44 olgu no’lu {ic dahiliye hematoioji hastasmin ise

ira ile primer tanulars ise AML. HL ve NHL 1di (Cizelge 4.6).

izelge 4.6: PZR ve Kan kiiltirli pozitif hastalarin primer hastaliklar

PZR ve Kan Kiiltiiri Pozitif Hastalar
( Olgu No )

7 9 30 31 38 44 49

Primer Tanilar
g AML HL (Burkit L. JALL [N.blastom |NHIL |NHL

4.7. Candida’larin kan kiiltiiriinde saptanma siiresi

Kan kiiltiirli pozitif yedi hastanin, Bactec 9240 (Becton Dickinson Diagnostic)
kan kiiltiir cihazinda kan kiilttérlerinin ortalama lreme sinyali (Stive + SD) 72 % 5
saat 12 dakikada almnmstir. Pasaj, gram boyama, ve germ tiip testi igin 24 saat
harcannustir. Candida’larin tiir tayimi icin harcanan toplam stire 96 saattir (Cizelge
4.7,

Cizelge 4.7: Candida 'larin kan kiiltiiriinde saptanma stiresi

Siire (Saat)
Kan Kiltirtinde Ureme Sinyali 72 1
Pasaj, Gram Boyama ve Germ Tiip Test: 24
Toplam Siire (Saat) 96

4.8. Kan kiiltiirti ve PZR yontemlerinin sonuclar
PZR yontemi ile Candida DNA's1 saptanan hastalar, kan kiiltiirlerinde de

Candida Gremesi olan hastalar idi (Cizelge 4.8).
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izeloe 4.8: Kan kiltiirli ve PZR yontemlerinin sonuglarinin karsilagtinimas:

Sonuc |
Véntemler Pozitif 1 Negatif Toplam
n % n Yo n Yo
an Kiltird | 7 9 710 191 |78 |00
: 7 9 71 91 78 100 |
_J

Kan:ﬁ.kiiitijz'ﬁ ile PZR ydntemi arasinda tam uyumluluk saptanmigtir.
4.9. Kan kiiltiirii ve PZR yontemlerinin siireleri

'f":'Otomatize MagNA Pure LC protokolii (Roche) ile ekstraksiyon iki saat .
Mémuel ( Lyticase (Sigma) + QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ) ektraksiyon
1'6101{01&111‘111 kullanildigr ekstraksiyon ise dort saat stirmiistir.

-Mag_NA Pure LC cihazinin yénetim programi; en az sekiz drnegin calismasina
Ore kurgulandigindan, stire dikkate alindiginda bu Ozellik g6z Oniinde
sulundurulmahdir (Bu stireye cihaz disinda yapilmasi gereken istemler dahildir).
.Her iki ekstraksiyonun gerceklestirilmesinin ardindan uygulanan Tag PCR
Core kit (Qiagen) ile amplifikayon iki saat 20 dakika ve agaroz gelde ylirlitme
"om'asmda UV transluminatdrde goértintiileme islemleri 40 dakika olmak lzere,
~amplifikasyon + griintilleme lg saat strmektedir.

Iki saat stiren Otomatize MagNA Pure LC ekstraksiyon protokol ve ¢ saat
-stiren amplifikasyon + gorintilleme ile DNA bantlarinin degerlendirilmesi toplam
“bes saatlik siire sonunda gergekiestirilmistir.

| Dort saat stiren modifive manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit)
ektraksivon protokolti ve {ic saat siiren ampiifikasyon + gériintilleme ile DNA
- bantlarmm degerlendirilmesi toplam vedi saatlik siire sonunda gerceklestirilmistir

(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9: Kan kiiltlirii ve PZR y6ntemlerinin siirelerinin karstlastirilmasi

100
90
g0 BIaghla Pure
. 70 B0lagen “
“‘g’ 60 O Amp. +Gér.
73 H Waghl 4 Pure +(Amp. +Cor)
® o0 EQiagen + (Amp. +Gir)
& 40 B Kan Kiiltoni
30
20
10
0

Yontemler

4.10. Kan kiiltiirit ve PZR yontemlerinin maliyetleri
Bir 6rnek i¢in;

1) MagNA Pure LC protokolil ile ekstraksivon (Roche) 12 YTL'
ardindan Taq PZR Core Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye
firlintin Et.Br. iceren agaroz jelde vyiiriitilmesi ve UV Transluminator
altinda goriintilemesi 4 YTL olmak tizere toplam 16 YTL’ dir.

"MagNA Pure cihazinin yonetim programi; en az sekiz drnegin ¢alismasina gore
kurgulandigindan sarf ve kit malzemelerini sekiz Grne8e yOnelik harcamaktadir.
Bu nedenle, maliyet degerlendirilmesi yapilirken bu farklihk goz Oniinde

bulundurulmalidir.

ii) Modifiye manuel (Lyticase (Sigma) + QlAamp DNA Mini Kit ‘
(Qiagen) ) protokol ile ektraksiyon 15 YTL ardindan Taq PZR Core
Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye trliniin Et.Br. igeren
agaroz jelde yiirlitiilmesi ve UV Transluminator altinda gén’intﬁlefnesi

4 YTL olmak lizere toplam 19 YTL dir.
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Kan kiltiiri Yontemi ile konvansiyonel olarak Candida varhginm

gOsterilmesi 5 YTL dir (Cizelge 4.10).

i)

Cizelge 4.10: Kan kiiltiiri ve PZR yontemlerinin maliyetlerinin karsilagtirilmasi

& Magha Pure + (Amp. + Gor)

OQiagen +(Amp +Gor)

Maliyet {YTL}

Kan Kaltinl

Yéntemler
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Cizelge 4.11: Kan

kitltdird 'p'(')sz ha

Olgu Béliim Kan fdrar Katater
}_ No Yas
7 72 Dahilive/Hematoloji C.albicans C.albicans
9 73 Dahiliye/Hematoloji C.albicans C.albicans C.albicans
30 3 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji | C albicans C.albicans
31 16 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji | C.albicans C.albicans C.albicans
38 3 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji | C.albicans C.albicans C.albicans
Iiél 063 Dahiliye/ Hematoloji C.alhicans C.albicans
49 9 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji | C.albicans

7]




PZR pozitif ve kan kiltlirinde C albicans Ureyen yedi hastadan; dordd
'é:diatri/Hen”na{oloji« Onkeloji, tigl Dahifive/Hematoloji bolumiinde vatmaktaydi.

- Pediatri/Hematoloji- Onkoloji boltimiinde yatan dort hastanin figli erkek biri kiz hasta
dive vas ortalamalar ( yas = SD) 9.33 £ 5.31, Dahiliye/Hematoloji boliimiinde yatan iic
éé‘ramn ise ikisi kadm biri erkek hasta idi ve vas ortalamalars ( yas = SD) 69.33 + 4.49
olarak saptandi.

- Kan kiiltirtinde C.albicans Ureyen vedi hastadan iki'sinin; idrar, katater ve
__ igklsmda; {i¢ hastanin ise bogaz kiiltirlerinde, C albicans Uremistir.

Kan kiltirinde ireme olan hastalarn; iki'sinde sadece idrarda, birinde digkida,
bn hastada digkr ve bogazda, bir hastada idrar ve bogazda, bir hastada katater ve
ibogazda fireme olmustur. Idrar, katater, diski ve bogaz kiiltiiriinde birlikte tireme

goriillmemistir (Cizelge 4.11).

4.11. Kan kiiltiir ve PZR negatif hastalarmn; idrar, katater, diski ve bogaz
kiiltiir sonuglan

71 hastanin 50°sinin  kiltlrlerinde Candida Uremesi gozlemlenmedi. 21
hastanin ise en az bir kiilttiriinde Candida treme gézlenmistir (Cizelge 4.12).

21 hastadan; bes hastanm idrar, bes hastanin katater, yvedi hastanin disk ve {ig
hastanin bogaz kiiltirlerinde Candida tiremesi olmustur.

Tirlere dagilin Cizelge 4.12° de gdsterilmistir.



Cizelge 4.12: Kan kiiltiir negatif olan hastalarin: idr

WEQ'G*W%MWm idrar Katater Diske Bogaz -
No
1 | Dahili ye/Hematoloji C.albicans
4 Dahiliye/Hematoloji T C.parapsilosis
5 Dahiliye/Hematoloj C.albicans
_'T#KHT
T L_KHT I"C parapsilosis T
16 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji . glabrcﬂa ]
19 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji m“—‘ C.tropicalis
21 Dahiliye/Hematoloji C.parapsilosis S S —
34 Dahiliye/Hematoloji ‘ C.albicans T T
37 Dahiliye/Hematoloji ‘ C.parapsilosis
39 Dahiliye/Hematoloji S

43 Dahiliye/Hematoloji Clfropicalis

46 Dahiliye/Hematoloji C parapsilosis

L 54 | Dahiliye/Hematoloji | J C.albicans




e

-

59

Dahiliye/Hematoloji

C.parapsilosis

60

Dahilive/Hematoloji

C.albicans

64

Dahiliye/Hematoloji

Clalbicans

Calbicans

60

Dahiliye/Hematoloji

C.tropicalis

68

Dahiliye/Hematoloji

Calbicans

73

Dahilive/Hematoloji

Calbicans

74

Dahiliye/Hematoloji

C.tropicalis

74




Bir hastanm idrar ve katater kiiltiirlerinde ayn: anda C albicans tiremesi

olmustur. Idrar, katater diski ve bogaz kiiltiirlerinde birlikte tireme gériilmemistir.

4.12. Sistemik kandidiyazis tamsim destekleyen bulgularn varhg
Candida DNA’s: saptanan ve kan killtiirlerinden yapilan izolasyon
degerlendiriliginde C albicans Uredigi saptanan yedi hastada sistemik kandidiyazis

tamsin destekleven bulgularin varlifi arastirilmistir (Cizelae 4.13).
7 & & 5 5 e

Cizelge 4.13: Sistemik kandidiyazis tantsim desteleyen bulgularin varlig

PZR ve Kan Kiltirii Pozitif Hastalar |
( Olgu Ko )

Bulgular 7 19 |30 [31 [38 [44 [49  Siire (Giin)

HP |NT |F.B |SB IS.U |D.T |B.G
Genis Spektrumiu Var |Var |Var |Var {Var |Var |Var |5
Antibiyotiklere Cevap
Vermeyen Inatg1 Ates
Pneumont Var [Var Var Var 5
Artrit Var 6
Menenjit
Pyelonefrit
Peritonit
Endoftalmit
Makronodiiler Cilt Var 7
!L_ezyonlarl J

Yedi hastanin tiimiinden, ¢okhu antibiyotik tedavisine ragmen diismeyen ve
ortalama 4 giin stiren ates §vkiisii aimdi.

Dért hastada 5 gilin 6nce baslayan pnémoni, bir hastada altt glin dnce baglayan
artrit, bir hastada yedi glindiir sliren makronodiler cilt lezyonlar mevcuttu.

Ug hastada; ates ve pndmoni, bir hastada; ates, artrit ve pnémoni, iki hastada;

ates ve pnomoni birlikte meveuttu. Ug hastada ise ates disinda bir bulgu meveut

degiidi (Cizelge 4.13).



4.13. Risk Faktirleri

4.13.1. Notropeni siiresi
Calismamizda kan kiltirinde C albicans tireyen ve kan orneklerinde Candida
PZR’1 pozitif yedi hastamizin, timiiniin median nétropeni stiresi dokuz glindii.
Candida PZR’1 negatif ve kan kiiltirinde Calbicans lremeyen toplam 71
hastarmizin ise median nétropeni stiresi vedi glind{i. Notropeni stiresi, kan kiiltiiri
ve PZR sonucu pozitif saptananlarin kan kiltiirii ve PZR sonucu negatif saptanan
hastalara gére daha uzun olmas: istatistiksel anlamh fark (Fisher’s kesin ki-kare

test1) oldugunu géstermistir (p= 0.000044) (Cizelge 4.14).

4.13.2. Notropeni diizeyi
Kan kiilttrtinde C.albicans treyen ve kan ¢meklerinde Candida PZR"1 pozitif

vedi hastamizin nétropeni diizeyi <500 /ul idi. Candida PZR’t negatif ve kan

kiltiirinde C.albicans liremeyen toplam 71 hastamizin 14’ intin ndtropeni diizeyi
<500/ pl idi. Kan kiiltiirdi ve PZR sonucu pozitif saptanan ile kan kiltirt ve PZR
sonucu negatif saptanan hastalarm arasmdak: noiropeni diizeyinin istatistiksel
(Mann-Whitney U testi) anlamib farkli oldugu saptanmistir (p= 0.001) (Cizelge
4.14).

Cizelge 4.14: Hastalarin Notropeni Diizeyi ve Stresinin Kargilastirilmasi

Nétropeni siiresi (giin) Notropeni Diizeyi (ul)
(median)
1000-500 <5060

PZR ve Kan Kiiltiiri 9 - 7
Pozitif Hastalar
PZR ve Kan Kiiltiirii 7 57 14
Negatif Hastalar
P degeri 0.001 - 0.000044

PZR vyomtemi ile Candida DNA's1 saptanan ve kan kilttrlerinde C.albicans
ireyen hastalarin risk faktorleri incelendiginde; hastalann timiinde kortikosteroid

ve coklu antibivotik kullanmu meveuttu (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15: Risk faktorleri

- PZR ve Kan Kiiltiiri Pozitif Hastalar
( Olgu No )
7 9 30 31 38 44 49
HP |NT |F.B |SB sU |[DT |BG
Coklu Antibiyotik Kullaninm Var | Var |Var {Var |Var |[Var |Var
Uriner Katater Var Var | Var
Diabetes Mellitus (DM) Var
Kandidiiri Hikayesi Var Var
Santral Vendz Katater Var
Bobrek Yetmezligi / Diyaliz Var
Kortikosteroid Kullanimi Var |Var Var |Var |Var |[Var |Var
Abdominal/Kardivak Cerrahi
Girisim
Yamk
Parenteral Hiperalimentasyon Var

Uc haslada iriner katater, iki hastada kandidiirl hikayesi, bir hastada DM, bir
hastada santral vendz katater, bir hastada bibrek yetmezligi (divaliz), bir hastada
parenteral hiperalimentasyon mevcuttu.

Uriner kataterli bir hastada kandidiiri hikayesi de mevcuttu, Bir hastada DM,
santral ventz katater, bdbrek yetmezligi (diyaliz), parenteral hiperalimentasyon
birlikte mevcuttu,

Bir hastada sadece kandidiiri hikayesi, iki hastada ise sadece lriner katater
mevcuttu.

Kan kiiltir ve PZR pozitif hastalar ile kan kiltir ve PZR negatif hastalar

arasinda risk faktérleri agisindan 1statistiksel fark yoktu (p>0.05).




Imfé'ziv fungal infeksiyonlar iginde en sk rastlanam  kandidemilerdir.

idemi, nétropenik hastalarda ¢ok korkulan bir risk faktoriidiie. Ciinkil immun

mi- baskilanmus bu hasta gruplarinda ciddi morbidite ve mortaliteye yol
vilen, tedavisi glic ve pahali infeksiyonlardir (57) .

: a§1§1khk sistemi baskilanmis akut lésemisi olan ve KHT yapilan hastalar

sta-olmak {izere malignensileri nedeni ile sitotoksik kemoterapi alan febril

tropenik hastalarda: Candidalar, firsate1 ve invaziv fungal infeksiyon etkenleri

:éiélnda ilk sirada yer alirlar (58.59).

51 Hastalar ve Yattifi Klinik Birimler

01 Ocak 2004 - 31 Arabik 2004 tarihleri arasinda planlanmus olan tez projesi ile
gél@manhza dahil ettigimiz hasta gruplar, Akdeniz Universitesi Hastanesi
éahiliye/hematoioj 1, pediatrik  hematoloji-onkoloji  servislerinde ve KHT
finitesinde vatan; ilgili birimlerce dnceden primer tanilar konan, febril nétropeni
. tanist alarak tedavileri stirdiirlilen, 78 hastadan olugmakta idi.

(Calismannzda PZR pozitif saptanan ve kan kiiltirinde Candida tirtemesi olan
vedt hastanin (% 9); dordii pediatrik hematoloji- onkoloji, {i¢lt dahilive hematoloji
servisinde yatmaktaydi, KHT {initesinde yatan sekiz hastamn ise alinan kan
kiiltirtinde Candida tremesi olmadi ve kan 6rneklerinde Candida PZR sonucu
negatifti.

Kandidemi infeksiyonlarimn insidans: merkezden merkeze hatia aym
merkez icinde bile farkhliklar gdstermekle biriikte hematolojik maligniteli
hastalar ve KHT alicilarinda ve 9% 10-25 arasinda degisen siklikta g6riilmektedir
(60).

“*Akdeniz Universitesi Hastanesinde Yatan Hastalarn Kan Kuliiirlerinden
[zole Edilen Funguslar” bashikhi sunumuzda, 2004 vyilinda hastanenin farkh
birimlerinde vatan 53 hastanin kan killtiirlerinden Candide tirleri izole edibmistir,
Bu 53 hastanim vedisi (% 13.2) dahilive hemaltoloji ve pediatrik hematoloji-

onkoloji servislerinde vatmaktayd: (61).
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Martin D. ve ark.’'min Fransa’da yaptiklars 1998- 2001 yillartm kapsayan tic
yillik calismalarinda; 190 kandidemili hastarun kliniklere dagilimi incelenerek
% 327sinin Dahilive, % 23'tiniin Hematoloji, % 23’{inlin Cerrahi ve % 23’{iniin
yogun bakim servislerinde vattig: bildirilmistir (62).

Akdeniz Univesitesi Hastanesi'nde Ocak 2001 ve Aralik 2002 yillarim

kapsayan iki yilhk retrospektif bir calismamizda, kandidemili olgulann béliimlere

gore dagilimi incelenmis ve hematoloji-onkoloji boliimiinde yatan kandidemili
hastalarin diger bdlumlerde yatan kandidemsli hastalara gére daha fazla oidugu

(p<0.03) saptanmistyr {63).

5.2. Hastalarin Altta Yatan Primer Tantlar:

(ahsmamizda pediatrik hematoloji-onkoloji servisinde yatan dort hastanin
primer tantian Burkit Lenfoma, ALL, Noroblastom ve NHL iken, {i¢ dahilive
hematoloji hastasinin ise primer tantlan ise AML, HL ve NHL idi.

Yurdumuzdan Isik N. ve ark.nin vaptikiarnn bagisik sistemi baskilanmus,
isemili pediatrik olgulardaki caligmalarinda 50 febril nétropenik olgudan ikisinin
kan kiltiirinde (% 8) Candida spp. saptammistit. Bu iki olgudan birisinin kan
kitltiirierinde C. krusei digerinin kan kéltiirtinde 1se C.albicans ile Cllrusei birlikte
izole edilmistir. Caligmalarinda olgularindan ilkinin primer tanist ALL digerinin
ise Fankoni AA oldugu belirtilmistir (64).

Pagano L. ve ark.’'min hematolojik malignitesi olan kandidemili febril
nitropenik hastalart inceledigi calismalannda, primer en sik goritlen tanmin AML

oldugu bildirilmigstir (65).

5.3, Risk Faktorleri ve Sistemik Kandidiyaz Tanispu Destekleven Bulgularin
Varhgi

Febril notropenik malignitelt hastalarda kandidemi riskini arttiran baslica
faktdrler; uzamis ve derin ndtropeni. altta yatan hastahigin hematolojik malignite
olmas: ve immunsupresif tedavi gibi immunolojik faktrlerin yam swa.
mukokutandz ylizeylerin kolonizasyonu ve ciddi mukoza hasar:, genis spektrumlu

antibivotik kullanumi. katater uyguianmasi. kortikosteroid tedavisi ve parenteral
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eslenme gibi immunolojik olmavan faktérlerinde kandidemi olugumunda 6nemli

atkilar vardir, Bunlar arasinda notropeni en Snemli faktérdlr (66).

5,3.1 Notropeni siiresi
Calismanuzda kan kiiltiiviinde C.albicans tireyen ve kan érneklerinde Candida
- PZR’1 pozitif yedi hastamizin; tiimiiniin median nodtropeni stiresi dokuz giindii.
Candida PZR’1 negatif ve kan kiitiirinde C.afbicans Uremeyen toplam 71
hastamizin 1se median notropeni stresi yedi glindi. Bu iki grup arasinda,
nétropeni siiresinin kan kiltéirl ve PZR sonucu pozitif saptanan grupta daha uzun
olmas istatistiksel olarak anlamliydi (p= 0.000044) (Cizelge 1).

Cerrahpasa Tip Fakiiitesinde 15 yilda takip edilen hematolojik malignensiii
hastalarda febril ndtropeni ataklarnin arastizildig bir calismada, median nétropeni

sfiresi 7.5 glin olarak bulunmustur (67).

5.3.2 Notropeni diizeyi

Kan kiltirtinde C.albicans tireyen ve kan drneklerinde Candida PZR’1 pozitif
yedi hastamuzin tliminiin (%100) nétropeni diizeyi <500 /ul idi. Candida PZR’1
negatif ve kan kilttriinde C albicans tremeyen toplam 71 hastanuzin 14 tiniin
(%19.7) nétropeni diizeyi <500/ pl idi. Bu iki grup arasinda, nétropeni diizeyinin
istatistiksel anlaml farkii oldugu saptanmistir (p= 0.001) (Cizelge 5.1).

Mark J. Dinubile ve ark. ¢alismalarinda hematolojik malignensili hastalarin
biylik bir cogunlugunda (%77.8) ndtropeni diizeyinin <500/ ul oldugunu

biidirmislerdir {60).

Cizelge 5.1: Hastalarin Notropent Diizey: ve Stresinin Karsilastirllmasi

Kan Kiiltiiri Kan Kiiltiiri | P degeri

ve PZR Pozitif ve PZR Negatif
(n=7) (n=71) (
Notropeni siiresi (median) 9 7 0.001

Nétropeni diizeyi (<300/p) 7 14 0.000044




Hastalaripuzin sistemik kandidiyaz tamsau deétekieyen bulgﬁlarmm varligin
inceledigimizde; thmimin dért gind asan, gemis spekgumlu  antibiyotik
kuilaniimasina ragmen diismeyven atesleri meveuttu, Pndmonisi alan dort, artriti
olan bir ve makronodiiler cilt lezyonlarn olan bir olgumuz mevcuttu,
Hastalanmizin altta yatan risk faktdrlerini irdeledigimizde ise tiimiinde ¢oklu
antibiyotik kullammi ve kortikosteroid kullamim meveutte, Up hastada triner
katater, iki hastada kandidiri hikavesi, bir hastada DM, bir hastada santral vendz
katater, bir hastada bdbrek vetmezligi (diyaliz), bir hastada parenieral

hiperaimentasyon mevcuttu,

5.4, Kandan izole edilen Candida tiirleri ve izolasyon sikhg

Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonuna (EORTC) bagh Invaziv
Fungal Infeksiyvon (IFIG) grubu tarafindan vapilan ¢ok merkezli bir prospektif
calismada; 90 solid, 159 hematolojik olmak iizere toplam 249 kandidemili kanser
hastasinda en sik izole edilen Candida tixti C.albicans (% 33) olarak saptanmistir
(68).

Ege Univ.’de hematolojik malignite taml: febril ndtropenik hastalar arasinda
yapitan bir ¢alismada €. albicans (% 54) en sik izole edilen Candida tirti idi (69).

Pagano L. ve ark.min hematolojik malignitesi olan kandidemili febril
nétropenik hastalann incelendigi ¢alismalarinda kandidemi etkenleri icerisinde en
stk izole edilen tiiriin C. afbicans oldugu (% 41) bildiriimigtir (65).

() Giizel ve ark.’nin Gazi Univ. Tip Fakiiltesi'ndeki cahismalarmda
“Hematolojik Maligniteli Hastalardan Izole FEdilen Mikroorganizinalarm
Dagilim:™™ bashikly sunulannda kan killtilerinde Candida spp. izolasyon siklis
% 9.6 olarak bulunmustur {70).

A.B.D’de Mark 1. Dinubile ve ark."nin, hematolojik malignensili kandidemili
hastalarda yapilan bir calismalarinda ise calismanmizdan farkli olarak en sik non-
albicans Candida tiirteri (%70) izole edilnustiv. Clalbicans ‘vz izolasyon siklifi ise

% 30 olarak saptanmistir (60).




Caligmamiza alinan malignensili ve febril nétropenik 78 hastanin yedisinmn (%

9) kan orneklerinde PZR yontemi ile Candida DNA’s1 pozitif olarak gdsterilmis

ve ayi vedi hastanin kan kiiltirtinden C.albicans izole edilmistir.

'5.5. Kandidemi’nin Tanisi

Invaziv Candida infeksiyonlarnin tanisi, mantarin kiiltiir ile izolasyonu,
antijen ve antikorlarn  serolojik  olarak arastinilmasi, invaze dokunun
* histopatolojik olarak incelenmesi ve/veya radyolojik olarak gérintiilenmesi.
Candida niikleik asitlerinin molekiller yontemler kullamlarak gosterilmesi ile
konmaktadir. Hastaligin klinik tamsi ézgiil klinik belirtiler ve semptomlarin
olmayist nedeni ile giictlir. Ancak, kan kilitirlerinde Candida tremesi ve
molekiiler vontemlerle Candida DNA 'simn varhfimin  ispatlanmast invaziv

kandidiyazist kabul ettirecek verilerdir (71).

5.5.1. Kiiltiir

Dissemine kandidiyvaziste Mikrobiyolojik dogrulama, kan kilttrlerinin bivopsi
ve otopst ile ispatlanmis derin kandidiyazis vakalarinda % 50’lere varan oranlarda
negatif olusu ve geg infeksiyonlarda pozitiflesmesi nedeni ile zordur {71).

Febril nétropenik hastalarnn kan kiiltlirlerinde inkitbasyonunun ardindan klasik
vintemler ile Candida spp. var demek igin gereken ortalama stire 4-3 giin
arasindadir. Lizis santrifligasyon yontemi gibi yeni gelistirilen teknikler sayesinde
kan kiitirinin duyarhlifn yitkseltilmistir. Ancak bu yontemde yiksek oranda
yanhs pozitiflik problemi ile karsilasilmistir. Bu nedenlerle kandideminin erken
tamst kan kiilttirii gibi konvansiyonel yontemlerle ge¢ olmaktadir (71).

Gegen slre zarfinda hastaya uygulanan ampirik antibivotikler ve profilaktik
dozda uygulanan antifungal ilaglar ile kandideminin etkin tedavisi gecikmektedir.

Febril nétropenik hastalarin ampirik olarak coklu antibiyotik tedavi almass
endojen floramin dengesini degistirmekte, kolonizasyon ve derin dokulara

ilerlemeyi kan yoluyla vayilim izlemektedir.



Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda tedavi seceneklerinin daha az bagan
sansina sahip oldugu infeksiyonun ilerlemis diizeyine uiasiidi@n donemde alinan
kan kilttrlerinde genellikle Candida izole edilebilmektedir.

Ovyseki, kandidemilerin erken tamsi ile ozellikle hematolojik malignensili
hastalarda dzglin antifungal tedavive heniiz fungal kitleler bityiimeden baslanmasi
vasam stresini uzatmaktadir. Bu nedenlerle hizli molekiiler yontemlere

gereksimm duyulmaktadir.

5.5.2 Molekiiler yontemler ve PZR

Molekiiler tamsal uyguiamalar mikroorganizmalarnn kiiltlr ortamiarinda
bivolojik olarak tretilmelerinin  verini  alarak stiratle mikroorganizmalarin
genotipik belirlenmelerini saglamaktadiiar. Candidalar in yavas tireme gdsterdigi
veya {retilemedigi durumlar ile serolojik tammun gerceklestirilemedigi immun
yanitsizhk durumlarmda molekiiler tani yontemleri bir zoruniuluk olarak ortaya
cikmaktadir.

Maaroufi Y. ve ark.’min yaptiklar bir calismada kandideminin PZR temelli
tanusiun geleneksel kan killtlrlerinden daha duyarlt (% 100), dzgin (% 97) ve
tekrarlanabilir (% 96-99) oldugunu gdstermigierdir {72).

Kalkanc: A. ve ark.’min yaptiklart calismada 32 notropenik hastanin kan
orneklerinde Candida tlirlerinin gosterilmesi icin tiire zgll primerferin (Peon 1,
Pcon 2) kullamldign bir PZR protokolii ile incelenmistir. 32 hastadan dérdii (%
12.5) PZR ile pozitif iken kan kiilttirl ile bu dort hastadan sadece bir tanesi pozitif
olarak saptanmis ve sonuc olarak PZR yénteminin, kandan Candida tiirlerinin
gosterilmesinde cok duyarh bir teknik oldugu ve kandidemi kuskulu ofgulann

tamsinda kullanilmasun, yararh olacagi vurgulanmigtir (73).

Candida DNA’smin ekstraksivonu
Kandan Candida DNA’simn  ekstraksivonu i¢in  gelistirimis, in  house

vontemler ve birgok ticari kit bulunmaktadir.




Cabgmamzda kullandiginz ekstraksiyon kitleri ile birlikte Loffler ve ark.'min

74) kullandiklart in house ydntem ve hazir ekstraksiyon kiti; duvarhilik, stire ve
ralivet agisindan karsilastirtlmis ve cizelge 2°de gosterilmistir.
Calismamizda toplam 78 hastanin EDTAls tiiplere alinan kan 6rnekien farkl
ki ekstraksiyon kiti ile ¢calisildi (QIlAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC DNA
TIsolation Kit).

Kullandigimiz her iki ekstraksiyon kiti ile saflastiriian ve standart PZR (sPZR)
~ yontemiyle amplifive edilen Candida DNA’smin  analitk  duyarliliklar
arastiricilarin benzer  ekstraksiyon  kitlerini  kullanarak  gergeklestirdiklers

cahsmalar ile uyumlu bulunmustur (¢izelge 5.2).




Cizelge 5.2: Kan orneklerinden Candida DNA ekstraksiyon ydntem

ferinin karsil

astirilm

Kaynak Ekstraksiyon yontemi | PZR yontemi | Duyarhhk (CFU/ml) | Siire (Saat) Maliyet
Calhismamuz, (2005) | Modifiye manuel 10 4 12 (YTL)
(Lyticase + OlAamp) sPZR
MagNA Pure LC 10 2 15 (YTL)
Loffler ve ark. (1997) | In-house 1-10 8 140 (YKR)*
(74) OlAmp Tissue 1-10 35 (YTLY*
Gene Releaser sPZR 10 315 25 (YTL)*
Puregene D 6000 100 5 1.2 (YTL)*
Dynabeads 1060 4 L5 (YTL)*
DNAzol 1000 4 I.4(YTL)*
Loftler ve Standart manuel 10 7 7(YTL)
ark. (2002) (Lyticase + OlAamp) RT-PZR
(54) MagNA Pure LC 1-10 3 5.6 (YTL)




Modiftye manuel (Lyticase -+ OlAamp) yontemi ile yapilan ekstraksiyon siiresi
dort saat iken MagNA Pure LC ekstraksiyon yontemi ile iki saatti ve diger
ekstraksiyon yonteminden %100 daha kisa stirede tamamlaniyordu.

Diger ekstraksiyon yintemleri; In-house, OlAmp Tissue, Gene Releaser,
Puregene D 6000, Dynabeads, DNAzol ile yapilan ekstraksiyonlarin siiresi 3 ile 8
.- saat arasinda degismekteydi.

Calismamizda kullandiinuz MagNA Pure L.C DNA Isolation Kit I
.eksiraksiyon kiti, Loftler ve ark.'min 2002 yilinda kullandiklar kitin geligtirilinig

- formu 1di ve ekstraksivon stiresi bu arastiricilarinkinden daha kisa idi.

MagNA Pure LC DNA Isolation Kit IIl, modifiye manuel (Lyticase + QlAamp
DNA Mini Kit-Qiagen) ekstraksivon kitine gore kisa siirede sonuglanmas: ve
otomatize sistem olusu nedeni ile daha uygulanabilir bulunmustur,

Calismamizin maliyeti modifiye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit-
Qiagen) ekstraksiyon kiti icin birim maliyeti 12 YTL iken MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit HI icin birim maliyeti 15 YTL dir. Ancak yurt dis: yaymlarda

ekstraksiyon maliyetlerinin daha ekonomik oldugu gbzlenmistir.

Amplifikasyon ve gbriintitleme

Candida infeksiyonlartnin tanist icin ilk PZR ydntemlerinden biri Crampin ve
ark. (1993) tarafindan yayimlanmistir (76). Cogaltim icin hedef olarak
C.albicans 'm heat shock protein 90 (HSP 90) gen kodu secilmistir. Duyarhik 1 ml
ornekte 100 CFU/mI olarak saptannmustir (gizelge 3).

PZR vontemlerinde secgilen hedef bolge, gorintileme teknikleri, analitik
duyarliliklar, kaynaklar ve zamanlant ile birlikte cizelge 3'de gdsterilmistir.
Calismamizda 5 s tRNA gen bdlgesi hedef alinarak yapilan sPZR sonucu
amplifiye lrlinler Et-Br boyali agaroz jelde degerlendirtlmis ve analitik
duvarlilifimiz 10 CFU/ml olarak saptanmuistir (¢izelge 3).

Kullandifimuz ekstraksivon, amplifikasyon ve goriintilleme yontemiyle aym
yontemi kullanan diger arastinicilann ulastiklar analitik duyarlihik diizevine yékm

sevivede bulunmustur (¢izelge 2).




Cizelge 5.3: Candida PZR yontemlerinde secilen hedef bilge, goriintiileme teknikleri ne analitik duyarhiliklarin kar

Analitik duyarlihik

Kaynak Hedef Metod Girintilleme

Cahsmannz; (2005) 55 1RNA sPZR EtBr boyah agaroz gel 10 CFU/ml
i. Crampin ve ark. (1993) (75) HSP 90 sPZR EtBr boyalt agaroz gel 100 CFU/ml
2. Buergener ve ark. (1994) (76) SitP 450 nPZR Southern Blotting 20 CFU/ml

3. Holmes ve ark. (1994) (46) | 5SrRNA sPZR EtBr boyal agaroz gel 1545 CFU/ml

4, Wildfeuver ve ark. (1996)  (77) SitP 450 nPZR EtBr boyal agaroz gel i0 CFU/ml

8. Einsele ve ark. (1997) (78) | 18 StRNA | sPZR, molekiiler prob Southern Blotting 1 CFU/ml
6. Flahaut ve ark. (1997) (33) SAP sPZR EtBr boyali agaroz gel 10 CFU/ml

ELISA 1 CFU/ml

7. Locftler ve ark. (1998) (79) | 18 SrRNA sPZR ELISA 5 CFU/ml
8. Loeftler ve ark. (2000) (80) | 18 SrRNA sPZR EtBr boyali agaroz gel 10 CFU/ml
9. Wahyuningsih ve ark. (2000) (81) | 5.8 S rRNA sPZR EtBr boyali agaroz gel 10 CFU/mi

EIA 1 CFU/ml

10. Dendis ve ark. (2002) (82) | 5.8 StRNA nP7ZR EtBr boyali agaroz gel 3 CFU/ml

11. Ahmad ve ark. (2002) (55) | 5.8 StRNA snPZR EtBr boyali agaroz gel [ CFU/ml
12. Loeffler ve arl. (2002) (54) | 18 STRNA R.T PZR 10 CFU/ml

13, Maaroufi ve ark. (2003) (83) | 5.8 STRNA R.TPZR 5 CFU/ml
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Flahaut ve ark.'nm (53) vapuiklarr bir c¢alismada Candide DNA’sinm
__r'astarﬂmasma yonelik, modifiye Qiagen Candida DNA ekstraksiyon protokol
i,fgulamam ile (OlAamp Tissue kit kullanilarak) Candida DNA’s1 saflastirilmistir,
rdindan,C.albicans sekretuar aspartik proteinase (SAP) gen bdigesinin  hedef
almdig1 PZR yontem] ile Candida DNA’s1 cogaltihmistir. Sonrasmda EtBr ife boyal
-agaroz gel ve ELISA metodlar: ile amplifive Candida DNA’s1 goriintiilenmistir. EtBr
;_:.iie boyali agaroz gel goriintiileme ydnteminde Condido DNA’sinin alt saptanma
Aimiti 10 CFU/ml iken ELISA ile 1 CFU/ml olarak bildirilmistir.
Calismamizdan daha alt analitik duyarhiliklarin (<10 CFU/ml)} saptandig: Candida
'PZR calismalarinda; nPZR, snPZR vyada RT-PZR yontemleri kulamilmis ayrica
ELISA yontemi ile gerceklestirilen gérlintileme tekniklerinin daha alt limitleri
saptayabildigi gbzlenmistir.

Kandidemi tamsinda kan kiiitirii pozitifligini duyarlilik ve &zgiillik yoniinden
gold standart kabul edersek PZR’1n pozitif oldugu tlim hastalarda kan kiltiirli pozitif
bulunmus iken PZR’mn negatif oldugu tim hastalarda kan kiltiiri negatif olarak

saptanmuistir,
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Calismaya aldismuz  Febril ndtropenik hastalarin  yedisinin (% 9) kan
kiiltiirlerinde Candida {ivedi.

Ureyen Candidalar i timil C.albicans idi.

Ureme olan febril nétropenik hastalar'in altisimin (% 85.7) alita yatan primer
tanist hematolojik malignite iken birinin (% 12.5) altta yatan primer tanisi solid
malignite (NGroblastom) idi.

Febril Notropenik hastalarm % 9'unda PZR ile Candida DNA"s1 saptand..
Candida DNA’si saptanan hastalarin timiniin kan kiiltiirlerinde C.albicans
tiredi.

Kan kiiltlirti ve PZR’1 pozitif olan hastalarin timiintin ndtropeni diizeyi < 500/ul
olup kan kiltiirii ve PZR’1 negatif hastalarin ise 14’uniin (% 19.7) nétropeni
dilizeyi < 500/pl idi. . Bu tki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(p= 0.000044).

Kan killtiiri  ve PZR’1 pozitif olan hastalarin median notropeni stireleri dokuz
glin olarak tesbit edilmis iken kan kiiltlirli ve PZR’1 negatif olan hastalarin
median nétropent siireleri yedi glindti. Bu iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anfaml idi (p= 0.001).

Kullandigimz iki ekstraksiyon yontemi (MagNA Pure LC DNA Isolation Kit
I1I-Roche, modifiye manuel (Lyticase + QtAamp DNA Mini Kit-Qiagen)) ile
ekstrakte edilen Candida DNA’smun analitik duyarliliginda fark yoktu (10
CFU/mI).

5 s rRNA gen bélgesi hedef alimarak yapilan amplifikasyon ile mi‘de 10 CFU
iceren Candida DNA’s1 Et-Br ile boyal agaroz jelde gériintiilendi .

. Ancak MagNA Pure LC sistemi, modifive manuei (Lyticase + QlAamp DNA
Mini Kit-Qiagen’e gére % 100 zaman tasarrufu saglamasi ndeni ile tercii}

edilmehdir.

11. Kan kiiltiirti maliveti tipiendirme hari¢, bes YTL dir. PZR yéntemine gore
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bir miktar daha ucuz olmasina ragmen, dissemine kandidivaziste kan kiltirs
vontemi ile 96 saatte alinan sonug gec olmaktadir. Erken tani tedavinin basar

sansini arttiracaktir.

. 12. PZR yontemi ile ekstraksiyon 2 saat, ampiifikasyon ve gériintiilemme 3 saat olmak

{izere toplam 5 saat gibi kisa bir siirede kandidemi tanisina gidilebilmektedir.

Sonu¢ olarak; Ozellikle mortaiite riskinin yiiksek oldugu hematolojik
malignensili ve immun sistemi baskilanmis febrii noétropenik olgularda.
kandidemiden siiphe duyuldugunda, duyarhib@ ve 6zgilliigil yiiksek ve hizla

tantya giden Candida PZR yapilmasinin zorunlu oldugunu diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeier: PZR, Kandidemi, Hematolojik malignite, Febril nétropeni.
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OZET

Candida turleri bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, firsatct mantar

infeksiyonlarina neden olan invaziv fungal etkenler arasinda ilk sirada yer alsrlar.

Bagisiklik sistemi baskilanmis hematoloiik malignensili nétropenik hastalarda,
kandidemi tamsimin konmasinda PZR hizh ve duyarli olusu nedeni ile tercih
edilmektedir. Kandideminin erken tanisi kan kltiirii gibi konvansiyonel yontemlerle
gee olmaktadir.

Calismamizda; bir yil siiresince Akdeniz Universitesi Hastanesi l¢ Hastaitkian
ABD biinyesindeki Hematoloji BD), Cocuk Saghg: ve Hastaliklari ABD Hematoloji-
Onkoloji BD"1 servislerinde ve KHT tnitesinde yatan ve ilgili birimlerce malignite
tamst konan; kandidemi on tanili toplam 78 hastamizin, giinlik 16kosit sayilary. ve
atesleri izlenerek prospektif olarak febril nétropenik dénemleri saptandi.

Hastalardan atesin ylikseimeye bagladigi ilk saatlerde antifungal tedaviye heniiz
baslanmadan alman venéz kan orneklerinde; PZR ydntemini kullanarak erken tanmin
konulabilmesi icin Candida DNA's1 arastirildi. Uygulanan PZR yéntemi nitelik ve
nicelik yéniiyle konvansiyonel otomatize kan kiiltird sistemi ile karsilagtiriidi.
Notropeni derecesi ile kan kiiltiiril ve PZR pozitifliklerinin uyumu belirlendi.

Bu incelemelerin sonucunda, ¢alismaya alinan toplam 78 malignensili febril
nétropenik hastanin yedisinin (% 9) tam kan dmeginden PZR yontem: ile Candida
DNA’s1 tesbit edilmistir ve aym hastalarm kan kiltiirinden Candida izolasyonu
gerceklestiriimistir. Candida PZR’1in negatif oidugu 71 hastanin ise kan killtiirtinde
Candida izole ediimemistir.

Kan kiltlirti ve PZR’1 pozitif olan hastalarin timiniin nétropeni diizeyi < 500/l
olup median ndtropeni stireleri dokuz gilin olarak tesbit edilmis iken kan kiiltiri ve
PZR’1 negatif hastalarin ise 147tntn (% 19.7) nétropeni diizeyi < 500/ul idi ve
median nétropent stireleri vedi glindli. Kan kiilttird ve PZR’s pozitif oian hastalar ile

kan kitltirtl ve PZR"1 negatif hastalarin nétropeni diizeyi arasindaki fark istatistiksel



olarak anlamii idi (p= 0.000044). Yine bu iki grup arasinda median ndtropeni streleri
| arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh olarak saptandi (p= 0.001).

Kan kiltirli maliyeti tiplendirme harig, bes YTL’dir. PZR yOntemine g&re bir
miktar daha ucuz olmasina ragmen, dissemine kandidiyaziste kan kiiltlirli yéntemi ile
96 saatte alinan sonug geg olmaktadiy.

Kandidemililerin erken tanist ile hematolojik malignensili hastalarda 6zgiin
antifungal tedavive heniiz fungal kitleler biiydmeden baslanmasi yasam siiresini
uzatmaktadir.

Ozellikie altta vatan hematolojik malignensisi olan ve uzun siiredir coklu
antibiyotik kullanmasma ragmen atesi diismeyen febril ndtropenik hastalarda,
mortalite riskinin yiiksek oldugu bilinen kandidemiden siiphe duyuldugunda; cok
Gzgill, duyarly ve hizli tanisal sonu¢ veren Candida PZR “1n uygulanmasinin zorunlu

oldugunu diisiinmekteyiz.
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