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OZET
Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak izole Edilen Candida Susglarinin
Genotipik ve Fenotipik Olarak Tiplendirilmesi

Son on yilda o6zellikle immunbaskilanmis ve yogun bakim Unitesi
(YBU) hastalarinda gézlenen kandida enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve
antifungal tedavide kullanilan ilaglar ile ilgili énemli degisiklikler ortaya
cikmigtir. S6z konusu degisimin hastanemizdeki yansimalarinin ortaya
konulabilmesi, bu baglamda kandida enfeksiyonlarinda etkenin tar duzeyinde
tanimlanmasinda kullanilan klasik ve molekuler yontemlerin etkinlikleri ile
pratik uygulanabilirliklerinin karsilastirilmasi, ampirik antifungal tedavinin
yonlendiriimesi ve nihayet hastane enfeksiyonlarinin (HE) &6nlenmesine
yonelik politikalarin sekillendiriimesine katki saglanmasi bu ¢alismanin
baslica amaclaridir.

Calisma sonucunda kandida suslarindan 57 (%74,0)’si HE etkeni
olarak tanimlanmigtir. En sik karsilagilan HE etkeni turler, siklik sirasina gore
C. albicans 22 (%38,6), C. tropicalis 14 (%24,6), C. parapsilosis 13 (%22,8)
ve C. glabrata 7 (%12,3) olarak tanimlanmigtir. Nozokomiyal kan dolagimi
etkenleri arasinda en sik C. parapsilosis 10 (%38,5), NUSE etkenleri
arasinda ise en sik C. albicans 12 (%50) soyutlanmistir. Tanimlamada CAC
besiyeri ve ID 32C API kitlerinin birlikte kullaniimasi durumunda molekuler
test sonuglari ile uyumlu sonuglarin alindigi gdézlenmistir.

Diger taraftan kandidemi etkenleri arasinda flukonazole direng orani
yuksek olan tirlerin (C. krusei ve C. glabrata) saptanmamig olmasi nedeni ile
hastanemiz 6zelinde kandidemi tedavisinde s6z konusu antifungalin ampirik
tedavi icin iyi bir se¢cenek olusturabilecegi dustnulmustur.

Sonug¢ olarak, konvansiyonel yontemler birlikte kullanildiginda
molekuler ydntemlere benzer sonuglarin alinabildigi, ancak hizl tani igin
etkenin dogrudan klinik oOrneklerden soyutlanmasina olanak saglayan,
standardize edilmis, molekller yontemlerin gerekli oldugu kanisina
variimigtir.

Anahtar Kelimeler : Hastane Enfeksiyonu, kandida,
fenotipik tiplendirme, genotipik tiplendirme.
Destekleyen Kurumlar : Calismayi destekleyen kurulus yoktur.

Yazar Adi : Tbp.Yzb. Fatih SAHINER
Danigsman : Prof.Dz. Tbp.Kd.Alb. F.Tunger HAZNEDAROGLU



SUMMARY
Phenotypic and genotypic identification of Candida strains isolated as
hospital infection pathogens.

Important advances have been occured related to antifungal agents, in
treatment of candidiasis, and epidemiology of candida infections, especially
in immuncompremized and intensive care unite patients, in last ten years. In
this study; bringing up the reflection of this change in our hospital,
comparison of conventional and molecular diagnostic methods that are used
for identification of candida species and their practicability, establising a
guide for empiric antifungal therapy and finally contributing to form policies
about prevention of hospital infections, were aimed.

Out of 57 Candida strains (74,0%) was isolated as hospital infection
(HI) pathogens at the end of the study. The most isolated Candida strains as
HI pathogens found as were C. albicans 22 (38,6%), C. tropicalis 14 (24,6%),
C. parapsilosis 13 (22,8%) and C. glabrata 7 (12,3%), respectively. The most
isolated pathogen in nosocomial blood stream infections was C. parapsilosis
10 (38,5%) and in nosocomial urinary tract infections was C. albicans
12 (50%). When CAC medium and ID 32C API kits were used together
similar results were obtained as in molecular methods.

On the other hand, fluconazole has been assesed to be a good choice
for empiric therapy of candidemia due to the fact that the strains with high
resistence rates to this drug such as C. krusei and C. glabrata were not
determined in our hospital.

In conclusion, similar results were obtained as in molecular methods
when conventional methods combined with each others. Although, it should
be considered that standardized molecular methods for directly isolation of
the fungal pathogens from clinical specimens for rapid diagnosis, are
needed.

Key Words : Hospital Infection, Candida
phenotypic identification, genotypic identification.
Supported by : None
Author : Captain Fatih SAHINER, M.D.
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I-GiRIS

Son on yilda, hem fungal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi hem de
tedavide kullanilan antifungal ilaglar belirgin olarak degismistir. Genellikle
immunsupressif ve immun yetmezlIikli hastalar ile kemik iligi transplantasyonu
(KIT) uygulanan hastalarda daha sik enfeksiyonlara yol actigi bilinen
Candida cinsine ait tirler gunimizde o&zellikle Yogun Bakim Unitesi
(YBU)nde yatan hastalarda onemi giderek artan patojenler durumuna
gelmigtir (54). Kandidemiler tim nozokomiyal kan dolagimi enfeksiyonlari
(NKDE) arasinda Uglincli, YBU'lerinde ortaya gikan NKDE arasinda ise
dordincu sirada yer almaktadir. Modern tani ve tedavi olanaklarina karsin
NKDE % 40-60 gibi yiksek mortalite oranlari ile seyretmektedir (12,54).

Hastane enfeksiyonlari(HE)na bagli morbidite, mortalite ve artan
tedavi giderleri rasyonel enfeksiyon kontrol stratejilerinin uygulanmasini
zorunlu kilmaktadir. Bu kapsamda vyatakl saglik kuruluglarinin hizmet
verdikleri hasta profillerini, hastanenin baskin florasini  olusturan
mikroorganizmalar ile bunlara ait diren¢ paternlerini, Klinikler 6zelinde
hastane enfeksiyonu etkenlerinin dagilimlarini ve bu verilerin zaman igindeki
degisimlerini bilmesi etkin ve dogru enfeksiyon kontrol stratejilerinin
gelistiriimesinin temel kosuludur. Bu da ancak yeterli laboratuvar destegine
dayanan aktif strveyansla mimkundur (109).

HE'nin erken doénemde taninmasi ve hastane enfeksiyonu
epidemilerine kargi koruyucu ve sagitsal onlemlerin zamaninda alinabilmesi
icin geleneksel tani yontemlerinin yaninda molekuler tani yontemlerinin de
kullanilmasi gunumuz kosullarinda onemli bir gereksinim haline gelmistir.
Yukarida bildirilen temel bilgiler cergevesinde bu ¢alismanin amaci,
hastanemizin YBU'leri ve degisik servislerinde yatan hastalarda hastane
enfeksiyonu etkeni olarak soyutlanan kandida turlerinin tlr dizeyinde
tanimlanmasi amaciyla en uygun geleneksel ve molekuler tani yontemlerinin
belirlenmesi, birimler bazinda dagihm profilinin ortaya konulmasi, enfeksiyon,
kontaminasyon-kolonizasyon ayriminin standartlara uygun olarak yapilmasi,
ampirik antifungal tedavinin yonlendirilmesi ile etkin enfeksiyon kontrol
stratejileri ve politikalarinin olusturuimasina katki saglanmasi seklinde

Ozetlenebilir.



II-GENEL BILGILER
2.1. Tarihge ve Siniflandirma

Candida cinsi ile ilgili ilk bilgiler Hippocrates'e kadar uzanir. Galen ve
Pepy 1665 yilinda pamukgugu tanimladilar. Pamukgugun mantar niteliginde
bir etyolojiye sahip oldugunu ilk olarak Berg 1841 ve Bennet 1844 yilinda
ortaya koymuslardir. Robin 1853 vyilinda pamukguk etkeninin sistemik
enfeksiyonlar da yaptigini gézlemis ve etkene ilk olarak Oidium albicans
adini vermistir. Berkhout ise 1923'de Candida albicans (C. albicans) olarak
adlandirmistir. Zenker 1861'de Candida cinsine ait tlrlerin derin mikoz etkeni
olduklarini bildirmigtir. Daha sonraki yillarda birgok arastirici tarafindan deri-
derialti kandidozlari, sistemik ve merkezi sinir sistemi kandidozlar
tanimlanmistir (57).

Candida cinsi, bazi tirlerinde seksuel formlari da bulunabilen ancak
genellikle asekstel tomurcuklanma ile gogalan mikroorganizmalardir (31). Bir
kese icinde bulunmayan eseysiz Ureme yapilari konidyum olarak adlandirilir.
Konidyum olusturan kandida tdrlerinin  tumu Deuteromycota (Fungi
imperfecti) icinde Cryptococcaceae ailesinde siniflandirilir. Yaklasik olarak
200 turd iceren Candida cinsi icerisinde C. albicans hasta orneklerinden en
sik soyutlanan turdir. Son zamanlarda ise C. fropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei ve C. guilliermondii turleri klinik drneklerden giderek
artan siklikta izole edilmeye baslanmistir. Daha az siklikta olmak Uzere
C. lusitaniae, C. lipolytica, C. famata, C. intermedia, C. catenulata,
C. cifererrii, C. haemulonii, C. kefyr, C. lambica, C. norvegensis,
C. pelliculosa, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C. viswanathii ve
C. zeylanoides firsatgl enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikabilen Candida
cinsinin diger onemli uyeleridir. Bu sayl ve siralama zaman igerisinde
degisebilmektedir (57,114).

2.2. Candida Cinsinin Genel Ozellikleri
2.2.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Candida cinsine ait turler tek hicreli, caplari 4-6 um arasinda degisen

yuvarlak veya oval gérunumli, hicre duvarinda kitin ve/veya seluloz igeren

maya turinde Okaryotik kemoheterotrop organizmalardir. Tomurcuklanma



veya ortadan ikiye boélinme ile c¢ogalirlar (114). Yapisal olarak
blastokonidyum, psédohif ve hifal yapilarin yani sira bazi turler tek hucreli,
kalin duvarli, yuvarlak genis yapilar olan klamidospor olugturabilirler (57).

Gram boyasi ile boyandiklarinda Candida cinsinin tum turleri gram
olumludur (51). Tanida direkt mikroskobik incelemelerde potasyum hidroksit
(KOH), dokudan yapilan preparasyonlarda Calcofluor White Fluorescent
(CWF) boyamasi kullanihr. Maya hucre duvarindaki kitin ve sellloza
nonspesifik baglanan CWF boyasi yesilden maviye degisen renklerde
floresans verir. Misir Unu-Tween 80 (MU-Tw80) agarda Ureyen mayalarin
mikroskobik gérintmleri de tanimlamada 6nemlidir (57,114).

2.2.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida cinsinde yer alan turlerinin ¢gogu yaygin olarak kullanilan
mikolojik ve bakteriyolojik kllttrlerde iyi Urerler. Koloniler genellikle 24 saatte
goérundr hale gelirken, belirgin Greme oksijenli/oksijensiz ortamda 48-72 saat
arasinda  gergeklesir. Mayalarin  37°C'de  Ureyebilmeleri  6nemli
dzelliklerindendir. Ozellikle patojen olan tiirler 25-37°C'de, saprofitler ise
daha dusuk 1si derecelerinde ureyebilirler (114). Kandida turleri, oksijen
varhginda spesifik karbonhidratlari tek karbon kaynagi olarak kullanabilirler.
Kandida turleri duzgun veya burusuk kenarli, nemli, krem goérinimde, maya
kokan koloniler olustururlar (24,57).

Klinik érneklerden soyutlanan Candida cinsi mayalarin C. lipolytica ve
bazi C. krusei suslari haricinde Uureaz enzimleri yoktur. Cryptococcus,
Rhodotorula,  Trichosporon  turlerinin  Ureaz  enzimlerinin  olmasi,
C. neoformans’in kafeik asit iceren substrata fenol oksidaz enzim aktivitesi
g6stermesi, Rhodotorula turlerinin pigmentli olmalari, Trichosporon turlerinin
artrospor olusturmalari ve sayilan turlerin gesitli biyokimyasal 6zelliklerindeki
farkhliklar onlari Candida cinsindeki turlerden ayirt etmeye olanak saglar
(15,57).

2.2.3. Hucre Yapisi

Okaryotik hicreler olduklarindan membranla cevrili bir cekirdek

icerirler. Cekirdek icinde bir ¢ekirdekcik ve lineer kromozomlar bulunur.

Sitoplazmada; mitokondri, golgi aygiti, vakuoller, cesitli vezikuller ve 80S



ribozomlar yer alir (24).

Molekdllerin transferini saglayan ozmoenzimler, duvar sentezinde rolu
olan kitin sentetaz ve glukan sentetaz ile sinyal transdiksiyonunda rol alan
fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler membranda bulunurlar.
Membran fosfolipitleri fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin ve
fosfatidil inositoldir (24).

Hucre duvari, kati bir yapidadir. Hucreye seklini verir, ozmotik basinca
bagli patlamaya karsi koyar, molekullerin hdcre igine ve disina gegisinde rol
alir. Candida cinsinin hdcre duvari; konak hicrelere tutunmayi saglayan
antijenik belirtegler bulundurur. Hacre duvarinin en temel komponentleri
karbonhidratlar  (%80-90), proteinler (%5-15) ve lipitlerdir (%2-5).
Karbonhidratlarin %20-30'u mannoproteinlerden (mannan), %50-60'I beta-
glukanlardan ve %0,6-9'u kitinden olusur. Candida cinsi maya turlerinin hifal
formlarinda kitin miktari, maya formunun Gg¢ kati kadar fazladir. Duvarda yer
alan katmanlar maya-hif donusumu surecinde sayi ve kalinlik agisindan
degisir. Ayrica besin miktari azaldiginda mannan iceren yapilarin kaybi ya da
yuksek glukoz-galaktoz varliginda en distaki mannoprotein katmanin ve
fibriller tabakanin kalinhdinda artis gézlenebilmektedir (24,40).

N-asetil-glukoz aminidaz, asit fosfataz, glukonaz, proteinaz ve bazi
reseptorler duvar proteinlerinin en dnemlileridir. Kandida hicre duvarinin
%1-5’ini; trigliseritler, fosfolipitler ve sterolesterler olmak uUzere lipitler
olusturur (24).

2.2.4. Biyolojisi

Candida albicans kromozomal instabilite sonucu genetik degisiklikler
gOsterebilir. Bu degisikliklerin bir yansimasi, maya-hifal form déntisumu ya da
dimorfizmdir. D6nlsum igin disaridan gelen ve sinyal niteliginde olan CO,,
pH, 1s1, cAMP, cGMP, N-asetil-glukozamin, prolin, serum, aminoasitler, hatta
inokulim miktar1 gibi birincil uyaranlar hicre membranindaki reseptorlerce
hicre igine iletilir ve ikincil sinyaller aracihdiyla maya-hif dénusimu ile
baglantili genleri aktive eden membran enzimleri etkinlik kazanirlar (24).

Hifal forma donusimun ilk basamagi germ tup olugsumudur. Ana

hiicrede olusan 1-5 timsegin sadece bir veya ikisinden germ tip gelisir. ilk



septum ana hlcreden 1-2 um uzakta olusur, uzamakta olan uca dogru
sitoplazma akar ve ardinda genis bir vakuol birakir. Bu arada germ tlpe itilen
cekirdek, mitozu takiben ikiye bolunur ve biri ana hiucrede kalirken digeri
uzamakta olan hifal uca go¢ eder. Rejenere sitoplazmanin akigkanhgi surer
ve baslangicta lineer olan germ tup, 150-180 dakika sonra dallanmalar
g6sterir. Ikincil sinyaller gligsiiz ise tomurcuklanma, hif ya da tomurcuklanma
arasinda bir iyon akisina yol acacak yeterlilikte ise yalanci hif olusur (24,41).

Candida albicans kokenlerinde 10 siklikta spontan fenotipik degisim
saptanmigtir. Koloni morfolojisinde white-opaque yani duzgin beyaz
kolonilerden opak migelyal kolonilere; ayrica yildiz koloni, dizensiz kivrimli
koloni, clce koloni, halka koloni gibi sekillenmelere donugum olmaktadir.
Bunlar geriye donusebilir degisikliklerdir.  White-opaque degisimde,
mikroskobik olarak beyazdan krem rengine ve ovalden uzamis hicreye
doénen mayalar gozlenir (24).
2.2.5. Tibbi Onemi Olan Kandida Tiirleri
C. albicans

Kandidozun en yaygin nedeni C. albicans’tir. Akut, subakut ve kronik
enfeksiyonlar yapabilir. Krem renginde, yumusak kivamli S tipi dizgin
koloniler olusturur. Ayrica kanl agarda yildiz seklinde ¢ikintilar olugturabilir.
Yalanci hif ve bazen gergek hif olusturabilir. Bunun etrafinda kimeler yapan
blastosporlar (3-7x3-14 um) ve yalanci hiflerin Gzerinde genis duvarl, kesif
refle veren klamidosporlar olusturur. En 6nemli karakteristik 6zelligi, ana
hicreden orijin alan ve orijin aldigi noktada bir bogumlanma veya daralma
yapmaksizin birbirine paralel duvarlar tarzinda hifal uzantilar gésteren yapilar
(germ tup) ile klamidospor olusturabilmesidir (12,57,88).
C. glabrata

Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarinin, yenidoganlardaki fungemilerin ve
immuUnkompromize konaklarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin  6nemli
etkenlerindendir. Krem renginde, yumusak kivamli S tipi dizgln koloniler
olusturur. Kiguk oval (2-3 x 4-5 um) tek tomurcuklu mayalardir. Yalanci ve
gercek hif olusturmamasi ve azollere degisen oranda direncli olmasi énemli
Ozellikleridir (51,57,88).



C. parapsilosis

Candida parapsilosis kateterle iliskili enfeksiyonlarin ve fungemilerin
onemli etkenlerindendir. Kandidemiye neden olan etkenler arasinda ilk
siralarda yer alirken, erigkin idrar kultlrlerinden nadiren soyutlanir. Hastane
personelinin ellerinden en sik izole edilen kandida turidir (113). Krem
renginde, yumusak ve bazen cevresi dantele seklinde koloniler yapar.
Yalanci hif, bunun etrafinda tek tek bazen kimeler yapan blastokonidyumlar
ve arada dev hucrelerin bulunmasi ile karakterizedir (12,57,88).
C. tropicalis

Akut, subakut ve kronik enfeksiyonlara yol acabilir. Ozellikle
hematolojik malignitesi olan notropenik hastalarda kandidemi etkeni olarak
karsimiza cikar (113). Krem renginde, yumusak ve migelyal koloniler yapar.
Yalanci hifler ve bunlarin etrafinda tek tek bazen kumeler halinde
blastokonidyumlar ile ¢igcek tarzinda bir goruntli olustururlar. Germ tlpe
benzeyen ancak ana hucreden c¢iktigi yerde bogumlanma gosteren ve hifal
yapilarin duvarlarinin birbirine paralellik gdstermedigi yalanci germ tup
yapilar (psodohif) gdzlenebilir. Klamidospor olusturmazlar. Bazi tirlerin
tekrarlayan pasajlarda kaybolan klamidospor benzeri yapilar olusturduklari
bilinmektedir (12,57,88,120).
C. krusei

Candida tropicalis gibi immunkompromize hastalarda énemli kandidoz
etkenlerindendir (57,113). Yassi, kuru, donuk ve krem renginde micelyal
koloniler yapar. Yalanci hifler ve Uzerinde 'agaca benzer' dizilimli ¢apraz
gérinimde uzun blastokonidyumlar olusturur. Bazi tirleri Greaz pozitiftir.
Onemli bir 6zelligi de flukonazole dogal direngli olmasidir (57,88).
C. dubliniensis

Klasik fenotipik identifikasyon yontemleriyle C. albicans olarak
tanimlanan ve A serotipine dahil edilen bazi kandida suslarinin farkl
Ozellikler tasidiginin anlasiimasi ile 1995 vyilinda yeni bir tir olan
C. dubliniensis ortaya cikmistir (32,103). Turkiye'de ilk C. dubliniensis
izolasyonu 1998 yilinda yapilmistir. Takip eden yillarda, birgok merkezde

stoklanmisg olan C. albicans suslari arasinda C. dubliniensis varligini



arastiran calismalar yapilmistir. Bu sekilde ulkemizde bildirimi yapilan
C. dubliniensis suslarinin sayisi ginimuzde 21'e ulasmistir (32, 76).

Candida dubliniensis’in koloni morfolojisi ve mikroskobik goérinumu
C. albicans ile aynidir. Germ tup ve klamidospor olusturabilir. Klamidosporlari
siklikla kiime yapmis sekildedir. Candida albicans'tan 45°C'de (ireyememesi,
ksiloz kullaniminin ve methyl-D-glukozidaz aktivitesinin olumsuz olmasi ile
ayrilir. iki tiriin birbirinden ayiriimasinda cesitli molekiler yéntemlerden de
yararlaniimaktadir (57,76,92). Candida dubliniensis’in dnemli bir 6zelligi de
flukonazolle karsilasinca direng gelistirebilmesidir (32).

C. lusitaniae

Krem renginde, yumusak parlak S tipinde koloniler yapar. Yalanci hif,
az sayida, dallanmig ve uzun blastokonidyumlar gozlenir (57). Basta
amfoterisin B olmak Uzere, birgok antifungale direncli olabilen C. lusitaniae
agir fungemi olgularindan soyutlanmistir (32, 51).

Candida kefyr ve C. guilliermondii enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
cikan diger 6nemli tarlerdir (12,57,75).

2.2.6. Virulans Faktorleri

invaziv fungal enfeksiyonlarin insidansindaki artis, arastirmalarin
virilans faktorleri Uzerinde yogunlagmasina neden olmustur. Dogada bir
bucuk milyondan fazla mantar tira yaygin olarak bulunmaktadir ve bunlarin
ancak 150'si memelilerde hastalik olusturabilmektedir. Sik karsilasilan
enfeksiyonlara yol aganlarin sayisi ise ¢ok daha azdir. Mantarlarin yluzeyel
enfeksiyonlardan invaziv enfeksiyonlara kadar genis bir yelpazede hastalik
olusturmalarina neden olan faktorler birden fazladir. Fungal patogenez,
enfeksiyon etkeni ile konak faktorlerinin etkilesimi sonucunda ortaya c¢ikan
kompleks bir olaydir (83).

Kandidozlarin temel 0zelligi firsat¢ci nitelikte olmalaridir. Konak
savunma sistemindeki defektler kandida enfeksiyonlarinin gelismesinde en
onemli risk faktorleri arasindadir. Her ne kadar Candida cinsi mayalar genel
olarak dusuk virtlansli mikroorganizmalar olarak degerlendirilseler de
Ozellikle egitim veren buyuk hastanelerde (> 500 yatak) enfeksiyon etkeni

olarak izolasyon sikliklarinda artis saptandidi bildiriimektedir (18,31).



Candida cinsi Uyelerinin normal vicut 1sisi ve atesin yuksek oldugu
(38-42°C) donemlerde U(remeyebilme yetenekleri sistemik enfeksiyon
olusturmalarinda o6nemlidir (83). Kandidozlarda etkenin doku hucrelerine
baglanmasi, kolonizasyon ve enfeksiyonun ilk basamagini olusturur (31).
Kandida turlerinin aderensini saglayan ylzey karbonhidrat yapilari mannan,
beta-glukan ve kitindir (48). Hucre duvarinin mannoproteinden zengin dis
tabakasi adezyonda en onemli roli oynayan tabakadir. Candida albicans
suslarinin Uretiimesinde yuksek konsantrasyonda seker igeren besiyerleri
kullanildiginda dis tabaka sentezinin arttigi, etkenin epitel hiicrelerine daha
iyi baglandigi ve bu suslarin fareler icin daha virtilan olduklari saptanmistir
(31,72). Adezini kodlayan genin inaktivasyonu ile C. albicans’in makrofajlara
baglanmasinin ve enfeksiyon olusumunun onlendigi, yani virilansin azaldigi
bildirilmistir (83).

Candida cinsinde hiflerin konak hiicre membranini penetre etme
yetenegi virilansta polimorfizmin dnemini gostermektedir. Candida albicans
maya ve hif formunda morfogenez gdésteren dimorfik bir maya mantaridir.
Dimorfik mantarlar ¢ogunlukla konak invazyonunu maya formunda
gerceklestirirler. istisna bir 6érnek olarak bazi arastirmacilar tarafindan
C. albicans igin doku invazyonunda maya formundan hif formuna dontusumun
onemli oldugu kabul edilmektedir (48,83).

invaziv fungal enfeksiyonlarin gelisiminde hiicre ve doku hasarina
neden olarak konagin yapisal bariyerlerini bozan proteinaz, fosfataz ve
deoksiribonukleaz (DNA’az) enzimleri gibi nekrotik faktorler de 6nemlidir.
Hucre disina salgilanan enzimlerden en onemlileri salgisal aspartik
proteinazlar (SAP1-9) ve fosfolipazlardir (A, B, C, D) (48,83).

Funguslarda genetik yapi degisikligi olmaksizin gen aktivitesinin
ekspresyonunun duzenlenmesi koloni morfolojisinde degisiklige yol
agmaktadir. Fenotipik degisim sonucunda hicre morfolojisi, antijenik 6zellik,
adezyon, oksidanlara ve notrofil etkilerine duyarhlik, antifungal direng,
aspartil proteinaz salgisinda aktivite artisi seklinde bazi oOzellikler ortaya
cikabilmektedir (48,83).



Candida albicans pH vb. fizyolojik dedisikliklere adaptasyon
saglayabilmektedir. Konak adaptasyonu kan ve doku enfeksiyonlarinda nétral
pH'da maksimum aktivite gosteren PHR1 geni, vajen enfeksiyonlarinda ise

asit pH'da aktivite gosteren PHR2 geni eksprese edilerek saglanir (83).

2.2.7. Kandida Enfeksiyonlarinin Patogenezinde Konagin Roll

Candida albicans insanlarda deri/mukoza yuzeylerinin normal
kommensal florasinin bir Gyesi olarak yer alirken, albicans-digi kandida turleri
ise gecici olarak florada bulunabilirler. insanlarin gogunda yasamlari boyunca
kandidoza karg! dogal bir diren¢ vardir. Kandida turlerine direng konagin
dogal savunma yapilari ve kazanilmig immunitenin birlikteligi ile saglanir (48).

Candida albicans immun yaniti normal olan bireylerde nadiren doku
hasarina yol acarken, immun yaniti zayiflamis olan kisilerde doku hasari
daha yogundur. Konaktaki hasari kandida tirlerinin virtlans faktorleri ve
mantara kargi savunma mekanizmalari araciligi ile verilen konak immun
yaniti belirler (48).

Kandida enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ait faktorler de
oldukca onemlidir. Bunlar arasinda, mikrobiyal antagonizma, butunlugu
bozulmamig deri ve mukozalara ait birincil savunma, sivisal ve hucresel
immunite, beslenme durumu ve yas, konak savunmasini bozan hastaliklar,
immuniteyi baskilayan ilaglar veya radyoterapi, kortikosteroid kullanimi ve
sitotoksik kemoterapi gibi diger immunsupressif uygulamalar, mukokutan6z
kandidozu presipite edici faktorlerin varligi, DiGoerge sendromu ve AIDS

(Acquired Immune Deficiency Syndrome) gibi durumlar sayilabilir (48).

2.3. Kandida Enfeksiyonlar1 ve Epidemiyolojisi

Candida cinsine ait bazi turlerin normal florada bulundugu ve sadece
%10'unun insan enfeksiyonlarindan sorumlu oldugu bilinmektedir. Candida
cinsi maya tirleri primer olarak gastro intestinal sistem (GIS) florasinin bir
uyesidir. Ayrica vajende, uretra, deri ve tirnak altinda kommensal olarak
bulunabilirler. Kandida enfeksiyonlarinda etken genellikle endojen kaynakli
olmakla beraber, ekzojen bulas da mumkundur. Yanik, hematoloji, geriyatri

ve YBU'leri gibi birimlerde hastadan hastaya gecis olabilir. Vulvovaginitte



endojen suslar rol oynamakla birlikte, cinsel esten de bulagsma mumkundur.

Candida cinsinde 200’den fazla tur bulunmakla beraber insanda en sik
hastaliga neden olani C. albicans'tir. Azol grubu antifungal profilaksisi ve
invaziv uygulamalarin artmasi kandida turlerinin spektrumunda degigsime
neden olmus, kandidemilerde albicans-digi kandida turleri, Ozellikle de
C. glabrata ve C. parapsilosis dnemli rol oynamaya baslamistir (84,88,113).

Kandida enfeksiyonlari hematojen ve hematojen olmayan
enfeksiyonlar olarak iki ana grupta incelenmektedir. Hematojen yolla gelisen
kandida enfeksiyonlari klinikte kandidemi, endoftalmit, kateter enfeksiyonlari,
septik tromboflebit, enfektif endokardit, perikardit, enfeksiydéz artrit,
osteomiyelit, spondilodiskit, menenijit, piyelonefrit, pulmoner kandidiyaz,
hepatosplenik kandidiyaz, kronik dissemine kandidiyaz seklinde ortaya
cikmaktadir. invaziv kandidiyaz olgulari da hematojen kandida enfeksiyonlari
icinde incelenmektedir (2).

insanlarda hematojen yol disinda gelisen kandida enfeksiyonlari ise
kutanoz-orofarengeal kandidiyaz, vulvovaginit gibi yluzeyel enfeksiyonlar ile
Ozefajit, sistit, peritonit, trakeit-bronsit gibi derin yerlesimli enfeksiyonlari
kapsamaktadir. Ylizeyel kandida enfeksiyonlarinin en sik rastlanan klinik
sekilleri oral kandidiyaz, kronik atrofik stomatit, kronik mukokutan6z
kandidiyaz ve vulvovaginittir (2).

Kandidalar 6zellikle immunsupressif konaklarda yasami tehdit eden
prognozu kétii enfeksiyonlara neden olabilmektedir (2). invaziv kandidiyaz en
sik immunsupressif konaklarda gorulmekle birlikte son 20 yildir yogun bakim
hastalari gibi kritik hastalarda da dnemini arttirdig1 gézlenmektedir. Kandida
tirlerine bagll kan dolasimi enfeksiyonu (KDE) olgularinin Ggte ikKisi
nozokomiyaldir ve kandida turleri hastanede edinilen kan dolagimi
enfeksiyonlarinin ilk dort etkeni arasinda yer alirlar (84,101,113).

invaziv kandida enfeksiyonlarinin gelismesinde rol oynayan faktérler
cok cesitlidir. En sik bildirilen risk faktorleri (erigkinler i¢in) YBU’de uzun siire
kalmak, yuksek APACHE Il (Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation) skoru (>20), bobrek yetmezligi, hemodiyaliz, uzun sureli ve/veya

genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, santral venéz kateter (SVK) varlgi,
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parenteral nutrisyon, noétropeni, diabetes mellitus (DM), immunsupressif
ilaclarla tedavi, kanser ve kemoterapi, transplantasyon, agir akut pankreatit,
mekanik ventilasyon, birden fazla anatomik bolgede kandida kolonizasyonu,
genel anestezi altinda yapilan yogun cerrahi uygulamalari, 6zellikle
abdominal cerrahi ve Ust GIS cerrahisi, operasyonun uzamasi veya tekrari ve
intravenoz ilag bagimhligidir. Yenidogan ve cocuklarda prematur dogum,
dusuk Apgar skoru, konjenital malformasyonlar ve umblikal ven
kateterizasyonu ek risk faktorleri olarak bildiriimektedir (1,2,39,71,73).
2.3.1. Kandidemi ve Kateter Enfeksiyonlari

Kandidemi, tani ve tedavisinde guglukler olan klinik bir durumdur ve
bir ya da daha fazla kan kultirinde en az bir kandida turanun soyutlanmasi
ile karakterizedir. invaziv kandidiyazl hastalarin sadece %50-70'inde etken
kandan izole edilebilmektedir (5,43,96). Son yillara kadar kan kulturlerindeki
uremeler, yineleyen kulturlerle desteklenmeden once cilt kontaminasyonu
olarak yorumlanmaktaydi. Gunumuzde ise, ikinci bir kan kultirinde Gremenin
beklenmesinin yagsamsal oneme haiz antifungal sagaltimin gecikmesine
neden olabilecegi disunulmekte ve tek bir kan kilttri érneginde soyutlanmig
bile olsa, aksi kanitlanincaya kadar mevcut Uremenin kandidemi olarak
degerlendiriimesi ve tedaviye baslaniimasi Onerilmektedir (5,39). Venoz
kateterden alinmig kan kulturu orneklerindeki Gremelerin dahi kolonizasyon
lehine degerlendiriimemesi 6nerilmektedir (43). Kandidemi damar igi
kateterlerin ¢cekilmesi ya da degistiriimesi icin endikasyon olusturmaktadir (5).
Kandidemi, invaziv kandidiyazin en sik rastlanan klinik formudur ve
kandidemiye bagli mortalite eriskinlerde %40-60, ¢ocuklarda ise %20 gibi
yuksek oranlardadir (5,54).

insanda hastalik yapan kandida tirlerinin sayisi 17'den fazla olmakla
birlikte kandidemilerin %90-95'inden bes tur sorumludur; C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei (113,116). Tum
dinyada kandidemilerden en sik izole edilen tur C. albicans’'tir (113). Diger
tirlerin gorilme sikhgr ise bdlgelere gore degismektedir (Sekil 2.1).
Candida glabrata profilaksi amach flukonazol kullanilan hastalarda ve

yaslilarda giderek artan siklikta ortaya gikmakta ve enfeksiyonlari daha agir
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ve Olimcll seyretmektedir. Candida parapsilosis daha c¢ok deri ve
mukozadan kaynaklanan kandidemilere neden olmakta, kateter ve
implantlarda biyofilm olusturmasi, hastane ortaminda direng gdstermesinin
yani sira yenidogan ve bebeklik yas grubu enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Candida parapsilosis enfeksiyonlarinin bir diger 6zelligi de dugsuk
mortalite ile seyretmesidir. Bir YBU’nde, yatan hastalara ait kan kulttrlerinden
(6zellikle immUn yetmezligi olmayan hastalarda) C. parapsilosis Uremelerinin
olmasi kateter bakim hatalari ve enfeksiyon kontrolinun eksikligi yonunden
bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Candida tropicalis kandidemileri daha
cok kanserli, noétropenisi ve mukoziti olan, 0&zellikle de flukonazol
profilaksisine alinmamis olan hastalarda gortulmektedir. Notropenisi olan
hastalarin C. tropicalis ile kolonize olmalari durumunda %60-80 olasilikla
invaziv kandidiyaz gelistigi yapilan Kklinik c¢alismalarda gosterilmigtir
(58,87,88,97). Candida krusei'ye bagli kandidemiler ise daha ¢ok hematolojik
malignitesi olan ve/veya KiT uygulanan ve flukonazol profilaksisine alinan
hastalarda ortaya ¢ikmaktadir (116).

GUnUmuzde albicans-digi kandida turlerine bagl kandidemilerde azol
tirevlerine ve bazen de amfoterisin B'ye karsi gelisen direng tedavide
sorunlara neden olabilmektedir. Ozellikle kateterle iligkili kandidemilerin
sagaltiminda kateter etrafinda "slime" yapiminin kandida suslarinin
antifungal duyarlliklarini olumsuz yénde etkileyecegi bildiriimektedir (5).

Kandidalar kan dolasimina baslica GiS mukozasi, damar ici kateterler
ve piyelonefrit gibi lokalize enfeksiyon kaynaklarindan ulagmaktadir.
Nétropenik hasta grubu ile YBU hastalarinda kandidalarin kan dolagimina en
sik GIS mukozasindan girdikleri kabul edilmektedir. Olayin fizyopatolojisi,
badirsak florasinin normal Uyesi olan kandida tlrlerinin genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi sonucunda asiri ¢ogalmalari, ayrica gesitli girisim ve
tedaviler sonucunda GIS mukozasinin zedelenmesinin kan dolasimina
gecislerini  kolaylastirmasi  seklinde aciklanmaktadir. Ozellikle SVKIi
hastalarda, kandida turlerinin damar ici kateter yuzeyinde kolonizasyonunun
ve bu yolla kan dolagsimina ulasmasinin 6nemli bir gecis yolu oldugu
bildiriimektedir (88,113,116).
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Sekil 2.1. Kandidemi ve KDE etkeni kandida tarlerinin bélgesel sikligi.
(1,16,21,29,30,60,62,68,71,77,82,90,95,113,117,119).

Not: Diinya geneline gore o bélgede daha sik gorilen tarler kirmizi renkli olarak yazilmistir.

Kandidemili hastalarin %40'ini YBU hastalari olustururken, ilging bir
sekilde %20-30 kadarinin poliklinik hastalari oldugu ortaya konmustur. Evde
bakim ve tedavi goren, 6zellikle de kalici SVK'i olan, hasta poptlasyonundaki
artigin, poliklinik hastalarinda kandidemi sikhginin artmasinin en 6nemli
nedeni oldugu bildiriimektedir (116).

2.3.2. Kandidiiri ve Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Uriner sistem kandidozlar alt ve (st (riner sistem ile bdbregin kandida
enfeksiyonlarini igerir. Nozokomiyal Uriner Sistem Enfeksiyonlari (NUSE)'nin
%10-15'inde etken Candida cinsi mayalardir (61). idrardan en sik izole edilen
maya C. albicans (%50-70)'tir, C. glabrata ve C. tropicalis diger 6nemli fungal
NUSE etkenleridir (Sekil 2.2). Candida glabrata, DM’lu ve dénceden flukonazol
kullanimi olan hastalardan daha sik soyutlanmaktadir. Candida parapsilosis,

erigskin ve gocuklarda kandidemiye en sik neden olan turler arasinda olmakla
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birlikte, idrar kilttrlerinden nadiren izole edilmektedir. Candida parapsilosis
yenidoganlarin idrar kulturlerinde erigkinlere gore daha sik soyutlanir ve bu
hasta grubunda genellikle sistemik enfeksiyona eslik etmektedir (23,26,28,
36,50,61,68,82,86).

Kandidalara bagli Uriner sistem enfeksiyonu (USE) gelismesinde risk
faktorleri olarak; ileri yas, kadin hastalar, antibiyotik kullanimi, triner kateter
varhgi, diger girisimsel islemler, son 60 gun iginde gecirilmis cerrahi
mudahale, DM, maligniteler, yogun bakim tedavisi goruyor olmak, benign
prostat hiperplazisi, nefrolitiyazis, bdbrek yetmezligi, eslik eden bakteriyel
enfeksiyon, kortikosteroid ve immunsupressif ilag kullanimi belirlenmistir.
Pediyatrik hasta grubu icin ek olarak Uriner sistem anomalileri, prematur
dogum gibi risk faktorleri bildirilmistir (23,26,28,61,86).

Kontaminasyon

Kandida turleri deride, daha az olmak Uzere gastrointestinal ve genital
sistemin normal florasinda yer alirlar. Ozellikle diyabetli hastalarda perianal
bolgenin ve mukozalarin kolonizasyonu sik gorulir. Vulvovaginit ve balanit
gibi genital sistem enfeksiyonu varliginda da idrar kontaminasyonu siktir.
Tekrarlanan uygun idrar  Orneklerinde  kandidurinin  gorulmemesi
kontaminasyon kararini verdirebilir. Kontaminasyona bagh kandidurilerin
tedavisi 6nerilmemektedir (11).

Kolonizasyon

Saglikli  kisilerde kolonizasyon nadirdir. idrar sondasi bulunan
hastalarda, gebelerde, yaslilarda, DM'u olan hastalarda, genis spektrumlu
antibiyotik kullananlarda, mesane kateteri olan hastalarda, immunsupressif
tedavi alanlarda, Uriner sistem anomalileri ve obstriksiyonlarinda
kolonizasyon olasiliginin arttigi bildirilmistir (11).

Diabetes mellituslu kadinlarda vulvovestibuler alanda kandida
kolonizasyonunu artar. Glukozuri varlidinda idrarda fungal Greme daha da
artmakta, bozulmus fagositik aktivite sonucunda mantar invazyonuna karsi
konak direnci azalmakta ve norojen mesane, idrar stazina neden olmaktadir.
Ayrica DM’lu hastalarin daha fazla antibiyotik kullandiklari ve daha fazla

invaziv girisime maruz kaldiklar bilinmektedir (61).
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Sekil 2.2. Cesitli cografik bolgelerde sik gorilen kandiduri ve USE etkenleri.
(23,26,28,36,50,68,82,86).

Sistit (alt Uriner sistem enfeksiyonu)

Kolonizasyon igin risk faktorlerini tasiyan hastalarda ates, dizuri,
pollakiuri, idrara sikisma, I0kositoz ile suprapubik hassasiyet gibi yakinma ve
fizik muayene bulgularinin  olmasi alt Uriner sistem kandidozunu
dusundarmelidir (11).

Ust iiriner sistem enfeksiyonu

Toplayici sistem veya Ureterin enfeksiyonu olan Ust Uriner sistemin
enfeksiyonlari alt driner sistemden assendan yolla, ya da dissemine
enfeksiyonlardan sonra ortaya ¢ikabilir (11). Assendan yolla olugan kandida
enfeksiyonlari hemen her zaman DM veya nefrolitiyazisi olan hastada uriner
obstruksiyon ve staz varliginda ortaya ¢ikar (61).

Renal kandidoz

Renal tutulum parankimal ve/veya dissemine enfeksiyon varligini

gOsterir. Dissemine kandidozlu hastalarin %80'inde genellikle organizmanin

hematojen yayilimi sonucu renal kandidoz gelisir. Genig spektrumlu
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antibiyotik tedavisine ragmen atesin dugsmemesi, noduler deri lezyonlari ve
retinal tutulum bulgularinin varhgi dissemine kandidozu dugunulmelidir. Bu
hastalarin ¢cogunda uriner sistem semptomlari olmaksizin kandiduri vardir.
Antifungal tedavi gereklidir (11).
2.3.3. Kandida Pnomonisi

Kandida turleri siklikla hastanede yatan hastalarin Gst solunum
yollarinda kolonize olarak bulunabilecegi gibi bunlarin balgam ya da
bronko-alveolar lavaj (BAL) kultirlerinden soyutlanabilir. Bu nedenle
kandidalarin etken oldugu pnémonilerin gergek insidansini saptamak oldukca
zordur. Postmortem calismalarda kanserli hastalarda kandida pnomonisi
oraninin %0,2-0,4 arasinda oldugu saptanmistir (59). Kandida turlerinin
akcigere yerlesimi iki mekanizma ile olmaktadir. Primer kandida pndmonisi,
ust solunum yollarinda kolonize olan kandida tlrlerinin gogu kez aspirasyonla
akcigerlere yerlesmesi sonucu meydana gelmektedir. Sekonder kandida
pnomonisinde ise invaziv kandidiyaz sirasinda mayalarin hematojen yayilim
sonucunda akcigerin tutulmasi s6z konusudur. Kandida pnoémonisi
olgularinin %40-70'inde C. albicans tek basina etkendir, bunu sirasiyla
C. tropicalis ve C. parapsilosis izlemektedir (118).
2.3.4. Deri, Mukoza ve Tirnak Kandidiyazi

Kandida turleri deri, tirnaklar ve mukozalarda enfeksiyonlara yol
acgarlar. S6z konusu enfeksiyonlar goruldigu anatomik bdlgelere gore;
kandida dermatiti, interdigital kandidoz, kandida paronisisi, kandida
onikomikozu ve kronik mukokutandz kandidoz gibi isimler alir. Yizeyel
kandidozlarda etken genellikle endojen kaynakhdir. Klinikte ylzeyel
orneklerden enfeksiyon etkeni olarak en sik C. albicans soyutlanmaktadir.
Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei tirleri de ylzeyel
kandidoz etkenleri olarak saptanabilmektedir (49).
2.3.5. Orofarengeal Kandidiyaz ve Kandida Ozefajiti

Normal agiz florasinin bir elemani olan kandida turlerinin enfeksiyon
yapmasi igin lokal ve/veya sistemik savunma mekanizmalarinda bir bozukluk
olmasi gerekir. Bununla birlikte orofarengeal kandida enfeksiyonlari en sik

iyatrojenik nedenlere (genis spektrumlu antibiyotik ve inhaler kortikosteroid
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kullanimi, kemoterapi vb.) badli olarak ortaya ¢ikmaktadir (14). Orofarengeal
kandidiyazisten en sik sorumlu tir C. albicans’tir. Candida dubliniensis ise
HIV (Human Immunodeficiency Virus) ile enfekte hastalarin oral kavite
lezyonlarindan izole edilen 6nemli diger bir orofarengeal kandidiyazis
etkenidir (76).

Akut HIV enfeksiyonu, H; reseptdr blokaji yapan ilacglarin kullanimi,
Ozefagus motilitesini bozan hastaliklar ve 6zefagus mukozasinda hasara
neden olan durumlar O6zefageal kandidiyaza zemin hazirlar. Ozefajit
vakalarindan en sik izole edilen kandida tlrl C. albicans'tir. Diger taraftan
Ozellikle antifungal profilaksi uygulanan hastalarda C. krusei, C. glabrata,
C. parapsilosis ve C. tropicalis gibi albicans-digi kandida turleri de hastalik
yapmaktadir (14).

2.4. Nozokomiyal Enfeksiyonlar

Hastane enfeksiyonlari (HE) c¢adimizin en 6nemli toplum saghgi
sorunlarindan biridir. Hastanelere tedavi i¢in yatan ve iyilesme umudu
tasiyan her 100 kisiden 3-10'unda ortaya ¢ikan HE yUksek morbidite ve
mortalite ile seyretmesinin yani sira, hastanede kalis suresinin uzamasi, ek
bakim ve tedavi maliyetleri gibi agir ekonomik kayiplari da beraberinde
getirmektedir (105). Hastane enfeksiyonlarinin s6zu edilen gerek insan
saghgi, gerekse sosyo-ekonomik yodnden bedelleri agir olan olumsuz
etkilerinin dnlenebilmesinde ise hastanelerde etkin enfeksiyon kontrol
programlarinin uygulanmasi buyik 6nem tasimaktadir. Enfeksiyon kontrol
programlari u¢ temel 6geden olusur (25).

1. Duzenli prospektif surveyans,

2. Hastane enfeksiyonu riskini azaltmaya yodnelik dizenlemelerin
yapilmasi, standartlarin olusturulmasi,

3. Hastane personeline surekli hizmet igi egitim verilmesi (94)

Enfeksiyon kontrol programinin olusturulmasi ve surveyans esas
olarak enfeksiyon kontrol doktoru ve enfeksiyon kontrol hemsirelerinden
olusan enfeksiyon kontrol ekibinin isidir (25,94). Hastanelerde enfeksiyon
surveyansinin amaglari; enfeksiyon hizinin saptanmasi, saglik personelinin

enfeksiyon kontrol onlemlerine uyumunun saglanmasi, salginlarin tespit
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edilmesi, enfeksiyon kontrol yontemlerinin etkinliklerinin incelenmesi,
hastaneler arasinda enfeksiyon oranlarinin karsilastiriimasi, saglik hizmetinin
kalitesini degerlendiren organizasyonlarin surveyans gerekliligi konusunda
ikna edilmesi ve sonug¢ olarak hastane enfeksiyonu oranlarinin azaltiimasi
seklinde 6zetlenebilir (105).

Sirveyansin temel elemanlarindan biri de enfeksiyon kategorilerinin
tanimidir. Zaman iginde toplanan verilerin guavenilirligi ve bunlarin eski
verilerle ya da diger merkezlerle karsilastiriimasi, tanimlar konusunda fikir
birligi olmasini gerektirir. Amerika Birlesik Devletleri(ABD)'nde NNIS
(National Nosocomial Infection Surveillance) sistemine katilan hastanelerde
uygulanmak Uzere 1987 yiinda CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) tarafindan bir dizi tanimlar gelistiriimis ve 1988 yili Ocak ayindan
itibaren uygulanmaya baglamistir. Cerrahi yara enfeksiyonlarinin tanimi 1992
yihinda gézden gegirilmis ve yeniden diuzenlenmistir. Son olarak 2002 yilinda
nozokomiyal pnomoni tanimlarinda revizyon yapilmigtir. Bu tanimlar, daha
sonra dunyanin her yerinde birgok hastane enfeksiyonu kontrol programina
uyarlanmistir (44,109).

2.4.1. Nozokomiyal Kandida Enfeksiyonlari

Nozokomiyal kandida enfeksiyonlarinin insidansinda son 20 yilda 2-12
kata varan onemli artiglar oldugu bildiriimektedir. Hastane enfeksiyonlarindan
sorumlu tutulan fungal patojenlerin %80'inden fazlasini Candida cinsine ait
turler olusturur. Kandida enfeksiyonlarinin tim HE arasindaki payi ise %5'tir.
Kandida turlerinin neden oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarin mortalitesi
%30-60 arasinda degiskenlik gostermektedir (104).

Gecgmiste, ciddi kandida enfeksiyonlari icin majoér risk grubunu
notropenik, transplant alicisi, sitotoksik ila¢ ya da kortikosteroid tedavisi alan
hastalar olusturmaktaydi. Ginimuzde yasam destek sistemlerinin gelismesi,
invaziv girisimlerin yayginlagmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi
ve duyarli yasli populasyonun artisi gibi nedenlerle ciddi kandida
enfeksiyonlari YBU’lerinde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. invaziv kandidiyazisli
olgularinin yarisindan fazlasini yogun bakim hastalarinin olusturdugu
bildiriimektedir (2,13,54).
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invaziv kandidiyaz gelisen hastalarin hemen hemen hepsinde zeminde
bir veya daha fazla risk faktorinin rol oynadigi gorulmektedir (2). “Yogun
Bakim Hastalari” arasinda SVK'i olan, parenteral nutrisyon tedavisi
uygulanan, cerrahi girisim uygulanan, genis spektrumlu antibiyotik tedavisi
alan, hemodiyaliz yapilan ve APACHE skoru vyuksek olanlar invaziv
kandidiyaz yonunden en riskli grubu olustururlar (54). Diger énemli bir risk
faktor(i olarak YBU kalis siresi olarak belirlenmistir, yatis sonrasi sekizinci
gunden itibaren kandida kolonizasyonunda dramatik bir artis oldugu
bildiriimektedir (2).

Yapilan genotipleme ¢alismalarinda ciddi kandidiyaz olgularinin
¢ogunda etkenin endojen kaynakli oldugu ortaya konulmus olmakla birlikte
ekzojen kaynakli enfeksiyonlar da bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda
ekzojen bulasin Ozellikle saglik caliganlarinin elleri aracilig1 ile c¢apraz

kontaminasyon seklinde oldugu gosterilmigtir (2,22).

2.5. Kandida Enfeksiyonlarina Tanisal Yaklagim
Kandida enfeksiyonlarinin tanisi diger mikrobiyal enfeksiyonlarda
oldugu gibi klinik bulgular ve laboratuvar sonuglarinin  birlikte
degerlendiriimesi ile konur. Kandida enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan
baslica yontemler (43):
(i) Klinik érneklerin direkt mikroskobik incelemesi,

(i) Kan, vlcut sivilari, dokular ve diger bélgelerden etken izolasyonu,

(iii) Tar duzeyinde tanimlama yapilmasi,

(iv)Doku orneklerinde kandida ve benzeri etkenlerin saptanmasi,

(v) Serolojik yontemlerle kandida antijen veya antikorlarinin arastiriimasi,

(vi)Direkt klinik 6rnekte veya kiltirlerde patojen oldugu duslnulen
mayaya ait genetik materyallerin saptanmasi, seklinde 6zetlenebilir.
Taninin ilk asamasinda klinisyenin roli ¢ok o6nemlidir. Klinisyen

oncelikle enfeksiyonu temsil edecek uygun 6rnegin alinmasi konusunda

yeterli bilgi ve beceri sahibi olmalidir. Ozelikle bir mantar enfeksiyonundan

kugkulandigini, hasta (ve varsa altta yatan hastaligi) hakkinda gerekli bilgiler

ile ornek alinan bolgeyi ve alinma zamanini bildirmesi mikrobiyoloji

19



laboratuvarinin uygun inceleme yontemini segmesi agisindan onemlidir.
Ayrica, érnegin islenmesi sirasinda risk olusturacak potansiyel bir enfeksiyon
varliginda laboratuvari bilgilendirmek zorundadir (43).

2.5.1. Kandidemi’de Tani

Kandidemi tanisinda "altin standart" yontem kan kaltirinde etkenin
soyutlanmasidir, fakat kan kultirlerinde kandida tarlerinin Greme orani
duguktur. Bununla birlikte liziz santrifUjleme yontemi gibi mayalarin Uremesini
artiran yontemlerin kullaniimasi ile kan kdlturd yonteminin duyarlihgi
artirilabilir (116). invaziv kandidiyaz kuskusu olan tiim hastalardan kan
kUltirt alinmalidir. Orneklerin alinmasi icin hem damar ici kateterler hem de
periferik ven kullaniimaldir. Yaygin kandidozlu notropenik hastalarin ancak
% 50-70'inde kan kulturlerinin olumlu oldugu bildirilmigtir (43,96). Bu nedenle
kandidemi tanisi i¢in ¢ogunlukla birden fazla kan 6rnegi alinmasi gerekli
olabilir. Kandida turlerinin soyutlanmasi amagcli kan kultlr sistemlerinde az
sayida mayay! uUretebilecek zengin besiyerleri kullanmalidir. Diger taraftan bu
sistemler antimikrobiyal ve/veya fungisidal faktorlerin nétralizasyonu ve
kontaminasyonunun en aza indirgenmesi ve mayalarin mimkin olan en kisa
zamanda saptanmasina olanak saglayacak 6zellikleri tasimalidir (43).

Diger taraftan kandidemi tanisi igin, tutulan organlardan veya deri
lezyonlarindan alinan biyopsi preparatlarinin Gram boyasi ile boyanmasi ve
kiltirinde kandidalarin gosterilmesi ve Uretimesi mimkindir. Ozgiin
antijen-antikor varliginin arastiriimasi veya molekuler tani yontemlerinin
kullaniimasi henuz standardize edilmemigtir (116).

Kandidemilerin saptanmasinda arteriyel kanin vendz kandan daha
uygun oldugu bildirilmigtir (96). Alinan kan miktari kandidemi tanisinda en
kritik faktor olarak kabul edilmektedir. Erigkin hastalardan en az 20-30 ml,
yenidoganlardan ise 1-2 ml kan alinmasi, ureme olan kultirlerden yapilan
pasajlarin 28-30°C'de inkiibe edilerek 1.,2. ve 5. glinlerde dederlendiriimesi
Onerilmektedir (43,96).

Damar ici kateterler, kandideminin en onemli kaynaklarindan birini
olusturur (88,113). Damar igi kateter kandidalar igin giris kapisi

olusturabilecegi gibi bagka bir odaktan, 6zellikle GiS’den, dolagima gegen
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kandidalarin kolonize olmasi igin uygun bir ortam, hedef olusturabilirler.
Kateterin ¢ekilmesi durumunda hem distal ucundan hem de deri girig bolgesi
kismindan 3-5 cm(santimetre)’lik parcalar kesilerek asepsi kurallarina dikkat
edilerek laboratuvara gonderilmelidir (43). Kateter ucu kulturleri yari kantitatif
ve/veya kantitatif olarak besiyerine inokiile edilerek yapiimalidir. Plak 37°C'de
48 saat sure ile inkibe edildikten sonra ureme yogunlugu koloni sayimi ile
hesaplanmali ve raporlanmalidir. Damar igi kateter ucu kultirinde kandida
uremesi, Ureme yogunlugundan bagimsiz olarak sistemik kandidozun
sorgulanmasini gerektiren bir faktor olarak degerlendiriimektedir (43).
2.5.2. Uriner Sistem Kandidozlarinda Tani

Candida cinsine ait tdrler icin driner sistem kolonizasyonunu
enfeksiyondan ayiracak basit bir yontem bulunmamaktadir. Hastanin risk
faktorlerini tagsimasi ancak semptom ve fizik muayene bulgularinin olmamasi
ve |okositozun bulunmamasi alt Uriner sistem kolonizasyonunu dugundurar.
Kandida nedenli uriner sistem enfeksiyonlarinda, bakteriyel olanlardan farkli
olarak, piyuri/kandiduri, lI6kositoz vb. enfeksiyonu dusunduren laboratuvar
bulgulari acgik tani kriterleri degildir. idrar sedimentinde psédohiflerin
varhdinin saptanmasinin taniya katkisinin olmadi§i gosterilmistir (11,38).
idrar kltirlerinde Uretilen kandidalarin koloni sayisinin da taniya katkisi
buglin igin tartismalidir (11). Sonug¢ olarak idrar yolu kandidozunda
kandidurinin tek basina enfeksiyon lehine bir bulgu olarak kabul edilmemesi,
direngli kandidiri saptanmasi durumunda enfeksiyonu destekleyen
laboratuvar bulgularinin yetersiz olmasi nedeniyle taninin Klinik, rutin
laboratuvar bulgulari, mikolojik incelemeler, serolojik, histolojik ve
goéruntileme yontemleri ile birlikte konulmasi énerilmektedir (11).
2.5.3. Kandida Pnomonilerinde Tani

Kandida pnomonilerinde tani oldukg¢a zordur. Balgam ya da BAL sivisi
kalturlerinden kantitatif sayimlarla enfeksiyon tanisi konulan olgularin dnemili
bir  boéliminde postmortem doku invazyonuna iliskin  bulgular
saptanamamistir (59). Akciger dokusunun histolojik olarak incelenmesi
kolonizasyonu enfeksiyondan ayirmada en iyi yontem olarak kabul

edilmektedir. Histolojik incelemede tomurcuklanan maya hucreleri veya
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psodonhifler gibi enfeksiyonun kazanilma yoluna gore farklilik gosteren yapilar
saptanabilmektedir (118). Orofarengeal floradaki kandidalar ile kontamine
olabilecegi igin balgam kulturlerinin degerlendirilmesi zordur. Bronkoskopi
yolu ile alinan brong sekresyonlarinin kolonizasyon veya enfeksiyonun ortaya
cikarilmasi acgisindan daha guvenilir 6rnekler oldugu bildiriimektedir (43).
2.5.4. Deri ve Mukoza Kandidozlarinda Tani

Deri ve mukoza kandidozlarinin tanisi ¢ogunlukla klinik Ornegin
mikroskobik incelemesine dayanir. Bu amagcla %10-30’luk potasyum hidroksit
(KOH) ile hazirlanan preparatlarda tomurcuklanan blastosporlarin yaninda
psodonhiflerin goriimesi, tani igin kiltirden daha degerli kabul edilmektedir.
Direkt incelemede KOH yerine kalkoflor beyazi kullaniimasinin duyarliligi
artirdig1 bildirilmektedir. Derinin kat yerlerinde C. albicans’in siklikla kolonize
olmasi nedeniyle kazinti érneginin direkt mikroskobik ydntemle incelemesi
ve yogun blastosporlarin goértulmesi deri kandidozu tanisinda kulturden daha
degerlidir (43,65).

2.5.5. Orofarengeal Kandidiyaz ve Kandida Ozefajitinde Tani

Orofarengeal kandidiyazda dil ve adiz mukozasinda beyaz renkte,
kalin plaklarin olugsmasi tipiktir. Plaklar kazininca altindan hiperemik, agrili ve
kanamali mukoza ortaya ¢ikar. Histopatolojik olarak plaklar kandida hucreleri,
flora bakterileri, nekrotik doku, keratin, epitelyal hicreler ve Iokositlerden
olusur. Kesin tani igin, plaklardan kazinarak alinan oérneklerin KOH ile direkt
veya gram boyama ile incelemesinde psddohif yapmis mayalarin goértlmesi
yeterlidir. Normal florasinda yer aldigindan agiz kulturlerinde kandidalarin
uretilmesinin tanisal 6nemi yoktur. Orofarengeal kandidiyaz tarif edilen bu
klasik lezyonlar disinda, dilde atrofi (akut atrofik kandidiyaz), dis etlerinde
atrofi (kronik atrofik kandidiyaz), kandida l|6koplakisi (kronik hiperplastik
kandidiyaz) ve celitis seklinde de ortaya gikabilir (14).

Kandida Ozefajitinde kesin tani endoskopik yolla alinan biyopsi ve
fircalama  drneklerinde  kandida tlrlerinin  gosteriimesiyle  konulur.
Endoskopide daha ¢ok 6zefagus alt 1/3 kismini tutan yaygin, kalin, beyaz
eksudatif plaklar gortlmesi tipiktir. Ancak benzer goruntu viral 6zefajitlerde ve

ilaglarin neden oldugu 6zefajit vakalarinda da goriilmektedir. Ozellikle plakla
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saglam dokunun birlesme yerinden alinan biyopsi materyallerinde maya

hicrelerinin ve psodohiflerin gértlmesi tani koydurucudur (14).
2.6. Kandida Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi

2.6.1. Fenotipik Yontemler ile Tiir identifikasyonu

Kandida tdrlerinin  konvansiyonel identifikasyonu morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri temel alinarak yapilir (65). Bu amagla; makroskobik
olarak kolonilerin besiyerindeki goérinimu ve rengi, mikroskobik olarak
hicrelerin morfolojik yapisi, hif ve/veya psddohif olusumu, germ tip ve
klamidospor olusturma yetenegi ile biyokimyasal 6zellikleri incelenir (43).

Germ tup testi C. albicans'in tanisinda hizl bir testtir ve hem primer
hem de saf kilturlerden yapilabilir. Test, C. albicans ve C. dubliniensis
turlerinin %95-97'sinde olumludur (43, 67, 68).

Biyokimyasal testler zor ve zaman alici olmakla birlikte bugune kadar
birgcok hizli tani sistemleri ve bunlara 6zgul kitler [Rapid Yeast Plus, ID 32C
API (Analytical Profile Index), APl 20 C AUX vb.] gelistirilmigtir (43).

Kromojenik besiyerleri tire spesifik koloni gérinimleri ile hizli taniya
yardimci olmakta ve ayirt edici besiyeri olarak rutin  mikoloji
laboratuvarlarinda kullaniimaktadir. CHROMagar-Candida (CAC) hazir
besiyeri 6zellikle C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei igin tasarlanmistir.
Diger taraftan CAC besiyerinde C. glabrata ve C. parapsilosis turlerinin
kolaylikla soyutlanabildigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (12,46,51,79,81,
89,110).

Piring unu (rice meal) veya misir unu (corn meal) agarda C. albicans
ve C. dubliniensis kokenlerinde klamidospor olusumu goérulir. Bu
besiyerlerinden C. albicans ve C. dubliniensis’in identifikasyonlarinda bir 6n
basamak olarak yararlaniimaktadir. Ayni sekilde misir unu agarda psoddohif
ve/veya hif olusumu kandida turlerinin birbirinden ayrilmasi amaci ile
kullaniimaktadir (12,43,51,66).

Histopatolojik incelemelerde kandida turleri doku kesitlerinde maya
hacreleri ve psodohifler ya da sadece maya hucreleri seklinde goralurler.

Candida albicans diger mayalardan, hif ve/veya psddohiflerin gortlmesi ile
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ayrilir. Maya hucreleri, tomurcuklanma gdésteren, yuvarlak veya oval, 4-8 um
boyutunda hucreler olarak gorullrler. Candida glabrata ise genellikle daha
klguk (2-5 um), oval hucreler seklindedir ve hifler gértilmez (43).

TUm bu yontemlerin disinda 42 ve 45°C’de Ureme, gesitli kimyasallara
duyarhhgin arastirimasi, elektron mikroskobu ile inceleme, c¢esitli
besiyerlerindeki koloni gortinumleri gibi birgok yontem tur identifikasyonu
amacl kullanilmaktadir (12,33,51,92,107).

2.6.2. Kandida Enfeksiyonlarinin Tanisinda Serolojik yontemler
Histopatolojik boyama ve kultir yontemlerinin yaninda daha hizh
sonug veren serolojik testler sagaltima yanitin degerlendiriimesinde ve
hastaligin prognozunun takibinde kullanilabilir. Serolojik testlerde fungal
antijenlere kars! olugsan 0zgul antikorlarin arastiriimasi ya da mantar

antijenlerinin ve metabolik Grtnlerin ortaya konmasi amaglanir (53).

A. Antikor Saptanmasina Yonelik Testler

Kandida tuarlerine karsi olusan antikorlar, tim hicre aglitinasyonu,
lateks aglutinasyon (LA), indirekt immunfloresans, radyoimmuinoassay (RIA)
ve enzim immunoassay (EIA) yontemleri ile arastirilabilir (12,51). Ancak
immun sistemi baskilanmig Kigilerde antikor olugsmamasi, pozitif antikor
varliginin kolonizasyon ve enfeksiyonu ayiramamasi, nétralizan antikorlarin
bulunabilmesi, mannan antikorunun dalak ve karaciger tarafindan hizla
kandan uzaklastiriimasi nedenleriyle antikor aranmasinin tanisal olarak
duyarhhg! dusuktar (53).

Uzerinde en ¢ok calisilan antijen olan mannan kan dolagimina
gectiginde gugli bir anti-mannan antikor yaniti olusturur. Anti-mannan
antikorlar kolonizasyon ve klinik kandidozu ayiramaz. immin sistemi
baskilanmis hastalardan elde edilen yalanci negatiflik duyarliigi azaltirken,
kolonizasyon nedeni ile elde edilen yalanci pozitif degerler ise 6zgulligu
disurmektedir. Anti-mannan antikorlar, mannan antijen tarama testi ile
birlikte uygulandiginda 6zgulligin %93, duyarlihdin %80'e yukseldigi
bildirilmistir (53,69).
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B. Antijen Saptanmasina Yonelik Testler

invaziv kandidozda tani géstergesi olan antijenler; isiya duyarl antijen,
mannan ve enolazdir. Mannan, kandida hucre duvarinin polisakkarit
yapisindaki komponenti olup, antimannan antikorlara baglandiginda serumda
kisa bir sure gosterilebilir duzeylerde kalir. ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) mannan testi duyarlligi degisken (%23-100) olup
6zgullugl %92-100 arasindadir. Isiya duyarli antijen testi igin 56°C'de Isiya
duyarli C. albicans antijeni kullanilir. Lateks partikalleri ve C. albicans
blastokonidyasi ile immunize edilmis tavsandan alinan poliklonal serumdan
olusur ve duyarlihdr %6-71 arasindadir. Son zamanlarda sitoplazmik bir
protein olan enolaz, immunolojik olarak uygun bir antijen olarak
degerlendiriimektedir. Enolaz derin organ invazyonu olan ancak fungemisi
olmayan hastalarda degerlidir (53).
C. Kandida Metabolitlerinin Gosterilmesi

Kandida metabolitlerinin arastirilmasinin invaziv kandidoz igin
potansiyel bir tani yontemi olabilecegdi bildiriimektedir (12,51). D-arabinitol
serumda dolasan ve idrarda toplanan bir metabolittir. Gaz likit kromatografi
yontemi ile tespit edilebilir. Serumda arabinitol varhiginin goésteriimesi
kandidemi tanisina yardimci olabilir. Candida krusei ve C. glabrata tarafindan
uretilmez. D-arabinitol/kreatinin orani kandidozlu olgularin 2/3'Unde yukselir
(51). Bununla birlikte serumda arabinitol duzeylerinin belirlenmesinin
duyarliigi %50'dir (12). Ayrica testin 6zgullik ve duyarlihdi kullanilan
yonteme gore ¢ok degiskenlik gosterdiginden metabolitlerin saptanmasinin
tanisal guvenilirligi simdilik belirgin degildir (53).
2.6.3. Genotipik Tani ve identifikasyon Yoéntemleri

Tanisal mikrobiyolojide amplifikasyon temeline dayali ydntemlerle
hasta Orneklerinde aranan patojene ait az sayidaki hucrenin kisa surede
(saatler icerisinde) saptanmasi mumkun olabilmektedir (98).

invaziv fungal enfeksiyonlarin erken déneminde dogru ilag, dogru
dozaj ve dogru surede antifungal tedavi verilmesi ile mortalite ve morbiditenin
dogrudan iligkili oldugu gosterilmigtir (39,85,116). Tedavinin dogru

planlanabilmesinde etkenin tlr dizeyinde hizli tanisi énemlidir (54,75). Bu
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nedenle, diger yontemlerin vyetersiz kaldigi durumlarda kandida
enfeksiyonlarinin tanisinda molekuiler yontemlerin kullaniimasi biylik 6énem
tasimaktadir (64).

Mikolojide molekuler tani yontemleri genellikle; hasta Orneginde
etkenin varligini saptama ve/veya tanimlama g¢alismalarinda, kultdr izolatinin
tur duzeyinde tanimlanmasinda, epidemiyolojik amach kaynak arastirma,
izolatlar arasindaki genotipik farkliliklarin ortaya konmasi, antifungal direncin
belirlenmesi, mutasyon analizleri ile filogenetik (taksonomik) incelemelerde
kullaniimaktadir (98).

Mikolojik amaglar icin kullanilan molekuler tani yontemleri su ana
basliklar altinda toplanabilir (64);

1. Prob hibridizasyonuna dayali yontemler.
2. Genomik DNA (deoksiribonukleik asit) kompozisyon farkliligina dayanan
yontemler;
e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)’ye dayal tiplendirme
yontemleri; Karyotipleme ve RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism),
e SSCP (Single Strand Corformational Polymorphism),
e Heterodupleks analizi.
3. Hedef amplifikasyonuna dayali yontemler;
e PCR(Polymerase Chain Reaction), nested-PCR, Multipleks
PCR, Reversed transcription-PCR, Real Time PCR, PCR-
RFLP, PCR-EIA, PCR-dizi analizi,
e RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA),
e MLST (Multi Locus Sequence Typing),
e NASBA (Nucleic Acid Sequence -Based Amplification).

Molekuler biyolojik yontemlerden tani amaciyla en ¢ok kullanilan
yontem PCR'dir (12,64). Bu yontemde kandida tirlerinin tanisinda hedef
olarak aktin geni, kitin sentaz geni, aspartil proteinaz genleri, p450 geni, ITS
(Internal Transrcibed Spacer) ve rRNA (ribozomal ribonukleik asit) gen
bdlgeleri kullaniimaktadir (19,37,64,98). Bu yontemde dogrudan klinik drnek

isleme alinabilecegi gibi, etkenin kultirden soyutlandigl ancak tanimlamanin
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dogrulanmasinin gerektigi durumlarda, ture 6zgul primerler kullanilarak veya
dizileme yapilarak taniya gidilebilmektedir (63,64).

Kandida enfeksiyonlarinin genetik ve molekuiler tanisi ya dogrudan
hasta orneginden ya da kultir ortamindan gerceklestirilebilmektedir (37,75,
76). Coklukla basvurulan molekller yontem, genellikle cins duzeyinde
nadiren de daha genis bir filogenetik yelpazede genomik olarak korunmus
gen bolgelerinin bir ¢ift spesifik primer kullanilarak 6n amplifikasyonu ile
baslar. Boylece ilk basamakta hastanin bir fungus ile enfekte olup olmadigi
saptanmis olur. ikinci basamakta ise, ikinci bir molekiiler ve genetik yéntem
uygulamaya sokularak tir dizeyinde tanimlamaya gidilir. On amplifikasyon
amaciyla genellikle genom igerisinde kopya sayisinin ¢ok olmasi nedeniyle
rDNA (40-80 kopya) ile kopya sayisi rDNA genlerinden daha az olan
mitokondriyal DNA (yaklasik 30 kopya) genleri tercih edilir. Bu bdlgeler ayni
zamanda mutasyona karsi da korunmus bolgelerdir. Diger taraftan rDNA
genlerinin  korunmus olmasi ve turler arasinda vyeterince farkllik
gostermemeleri nedeni ile identifikasyon calismalari i¢in uygun olmadigi
bildiriimektedir (37,98). Bu nedenle identifikasyon amaciyla ribozomal alt
birimleri kodlayan gen bdlgelerinin arasina giren ve bir proteini kodlamayan
ITS bolgeleri kullaniimaktadir. ITS gen bolgeleri mutasyona acgik bolgelerdir.
On amplifikasyon teknigi olarak PCR disinda NASBA gibi izotermal bir
yontem de kullanilabilmektedir (115). On amplifikasyon islemi ile elde edilen
amplikona uygulanabilecek yoéntemler ise oldukca cesitlidir (37,75,76,98).
S0z konusu yontemler iginde en basit olani cins duzeyinde segilen bir gift
primer ile gergeklestiriien 6n amplifikasyon sonrasi tur dizeyinde segilen
ikinci bir primer cifti ile nested PCR yontemi uygulanmasidir (20). Bu sekilde
hem duyarliik hem de 6zgullik arttirimis olmaktadir. Bazi arastirmacilar (47)
elde edilen on amplifikasyon Urandnin baz dizilimini ¢ikardiktan sonra
kiyaslayarak veya dizi analizi yapmaksizin baz dizilim farklilhklarini SSCP
teknigi ile kiyaslayarak tlrler arasindaki farkhliklari saptayabildiklerini
bildirmektedirler. Yine spesifik bir gen 6n amplifikasyonu sonrasinda elde
edilen amplikonun RFLP (80) veya RAPD (74) paternlerine bakilarak tur

dizeyinde tanimlama yapilabilecegini gosteren ¢alismalar da vardir. Bugin
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icin PCR amplifikasyonu sonrasinda uygulanan ikincil molekuller ve genetik
yontemler arasinda en genis identifikasyon paneline sahip olan ydntem
olarak prob hibridizasyonu teknigi gorulmektedir (35). Yontemin esasi 6n
amplifikasyon Urandnun, tanimlanmasi amaclanan turlere spesifik problar ile
hibridize edilmesine dayanir. Ancak yontemle tanimlanabilen tiar sayisi,
tasarlanmis olan tire spesifik prob sayisi ile sinirli kalmaktadir. Ayrica,
degdisik turlerde farkli buyukluklerde amplifikasyon Urunleri olusmasini
saglayan birden fazla primer giftinin birlikte kullanildigi "multipleks PCR"
yontemi ile ayni anda birden ¢ok sayida tur tanimlanabilmektedir (98).
2.6.4 Antifungal Duyarlilik Testleri

Enfeksiyonlarda etken olarak saptanan mantarlarin antifungal ilaglara
duyarlliklarini  belilemek amaciyla standart yontemlerin gelistiriimesi,
mikoloji alanindaki énemli ilerlemelerden biri olmustur (10). GuUnumuizde
gecerliligi olan referans yéontemler, CLSI ("Clinical and Laboratory Standards
Institute") tarafindan maya (CLSI, M27-A2) ve kufler (CLSI, M38-A) igin
gelistirilen mikrodilisyon yontemi, CLSI tarafindan Candida cinsinde yer alan
mayalar (flukonazol, vorikonazol) igin gelistirilen disk difizyon yontemi ile
EUCAST ("European Confederation of Antifungal Susceptibility Testing")
tarafindan CLSI yontemi modifiye edilerek mayalar icin geligtirilen
mikrodilusyon yontemidir (EUCAST E.Dis 7.1) (10, 34).
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III-GEREG VE YONTEM
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alisma, 01.05.2007 tarihinden 31.12.2007 tarihine kadar gecen 8
ayhk sure igerisinde GATA (Gulhane Askeri Tip Akademisi) Haydarpasa
Egitim Hastanesi’nde cesitli kliniklerde yatarak tedavi goéren, enfeksiyon
olasiligi nedeniyle muhtelif 6rneklemeleri yapilan ve kiiltirlerinde kandida

turleri izole edilen 33’0 erkek, 27’si kadin toplam 60 hastay! kapsamaktadir.

Caligmada, klinik orneklerinden kandida izole edilen hastalar takibe
alinirken her yeni Ureme ayrica deg@erlendirildi. Hastalarin tekrarli benzer
orneklerinden ayni kandida turleri izole edildiginde degerlendiriimeye sadece
biri alindi. Ureme saptanan hastalar hastane enfeksiyonu yéniinden CDC

tarafindan tanimlanan kriterlere gore (44) degerlendirildi.

Calismamizda standart sus olarak Candida albicans ATCC (American
Type Culture Collection) 14053, Candida parapsilosis ATCC 90018 ve
Candida dubliniensis CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 7987 ile

cahsildr.
3.2. Hastane Enfeksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda takip ettigimiz hastalari CDC kriterleri ve National
Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System tanimlamalarina gore
gruplandirdik. CDC tarafindan ortaya konan tanimlamalar, bir enfeksiyonun
var olup olmadigini belirlemek veya saptanan enfeksiyonu siniflandirmak igin
kullaniimaktadir. NNIS’de enfeksiyon bdlgelerini tanimlarken iki terim
kullanihr: Major enfeksiyon bolgeleri ve spesifik enfeksiyon bolgeleri. Buna
goére 13 major enfeksiyon bodlgesi ve 49 spesifik enfeksiyon bolgesi
tanimlanmistir (44). Bu tanimlar ginumizde dunyanin bir¢gok yerinde

hastane enfeksiyonu kontrol programlarina uyarlanmistir (109).

Calismamizda enfeksiyon surveyansi sirasinda, CDC kriterlerine gore
enfeksiyon bolgelerine spesifik formlar olusturuldu. Hastalara ait bilgiler hasta
dosyalari, hemsire gdézlem formlari ve bilgisayar kayitlarindan prospektif

olarak elde edilip bu formlara islendi ve tanimlamalar yapildi.
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3.3. Suslarin izolasyonu ve Stoklanmasi

Uygun kosullarda alinip Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servis
Laboratuvar’'na transportu saglanan klinik ornekler, %5 koyun kanli agar
(KKA) ve Eozin metilen-blue agar besiyerlerine ekildikten sonra uygun
ortamlarda 24-72 saatlik sure ile kultir takibine alinarak tremeler
deg@erlendirildi. Kualtar igin gonderilen materyallerin  direkt mikroskobik
incelemelerinde veya kultur plaklarindaki supheli kolonilerden yapilan gram
boyamalarda maya hucreleri gortuldigunde identifikasyona yardimci olmasi
amaclyla Sabouraud dekstroz agar (SDA) ve CHROMagar Candida (CAC)
besiyerlerine pasajlar yapildi. Kan o6rneklerinden izolasyon BACTEC kan
kiltir sistemiyle saglandi. Ureme sinyali veren cihazdaki kan kultir
siselerinden yapilan érneklemede mikroskobik degerlendirme sonrasi maya
hiicresi goriilenlerin bahsedilen besiyerlerine subkiiltiirleri yapildi. izolatlarin
tim0U tek koloni kdlturh ile saflastirllarak % 15 gliserinli buyyon igeren
ependorf tuplerinde -80°C’de saklandi. Calisma oncesi bu stoklardan SDA
besiyerlerine pasajlar yapilarak suslar canlandirildi ve test prosedurleri

uygulandi.
3.4. Kullanilan Besiyerleri
3.4.1. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA, % 4 glukozlu) (Merk)

Besiyeri igerigi: D+ Glukoz 40 gr/l (gram/litre), Pepton 10 gr/l,
Agar-agar 15 gr/l. Toz halindeki besiyeri karigiminin 65 grami 1000 ml distile
su igerisinde eritildi ve otoklavda 121°C 15 dakika sterilize edilip, steril cam

petri plaklarina 4-6 mm (milimetre) kalinliginda dokuldua.
3.4.2. Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) (Merk)

Besiyeri igerigi: D+ Glukoz 20 gr/l, Pepton (meat) 5 gr/l, Pepton
(kazein) 5 gr/l. Toz halindeki besiyeri karisiminin 30 grami 1000 ml distile su
icerisinde eritildi ve cam tuplere beser ml dagitildi. Cam tupler igindeki

besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak sterilize edildi.
3.4.3. Kromojenik besiyeri, CHROMagar Candida (BBL-BD, Fransa).

Besiyeri icerigi: Kromopepton 10 gr/l, Glukoz 20 gr/l, Kromojen Miks
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2 gr/l, Kloramfenikol 0,5 gr/l, Agar 15 gr/l. 90 mm’lik petrilerde hazirlanmis

(ticari) besiyerleri kullanildi.
3.4.4. Misir Unu Tween 80 Agar (Corn Meal Agar) (Oxoid)

Besiyeri igerigi: Misir unu ekstrakti (Corn meal extract) 2 gr/l, Agar 15
gr/l, Tween 80 ~10 ml/l, Distile su 1000 ml. Toz halindeki besiyeri karisiminin
17 grami 1000 ml distile su icerisinde eritildi ve 10 ml Tween 80 eklendi. Son
karisim otoklavda 121°C 15 dakika sterilize edilip, steril cam petri plaklarina

4-6 mm kalinliginda dokulda.
3.5. Fenotipik Yontemler
3.5.1. Germ Tup Testi

SDA besiyerlerindeki saf kolonilerden kuguk bir parga alinip 0,5 ml
insan plazmasi veya serumu iceren tupler igerisine sispanse edildi. Karigim
35°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra lam-lamel arasi preparat hazirlanip
IStk mikroskobunda x400 buyutmede incelendi. Blastosporlardan koken alan,
baslangic noktasinda hi¢ daralma olmayan, maya hicresinin yarisi
genigliginde ve 3-4 kati uzunlugunda olan flament seklindeki yapilar germ tup
olarak degerlendirildi. Mikroskobik incelemede germ tlpe benzeyen, ancak
ana hdcreden bogumlanarak disa dogru uzama goOsteren, hifal yapilarin
duvarlarinin birbirine paralellik gostermedigi yapilar da yalanci germ tup
olarak yorumlandi. Calismada pozitif kontrol olarak Candida albicans ATCC
14053, ve Candida dubliniensis CBS 7987 ile kullanilirken negatif kontrol
olarak Candida parapsilosis ATCC 90018 kullanildi.

3.5.2. Klamidospor Olusturma

MU-Tw80 agar besiyerine yaklasik 1 cm aralikli 3-4 cm uzunlugunda
paralel gizgiler seklinde ekimler yapildi ve UGzeri steril bir lamel ile kaplandi
(Sekil 3.1). Plaklar 27°C’de inkibasyona birakildi. Uremeler 48-72 saat
sonunda klamidospor, hif ve yalanci hif olusturma oOzellikleri yoninden
degerlendirildi. Klamidospor olusturanlar C. albicans veya C. dubliniensis
olarak degerlendirildi. Klamidospor veya hifal yapilarin gézlenmedigi suslar

C. glabrata olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Suglarin MU-Tw80 agar besiyerine pasajlanmasi.

3.5.3. CAC Besiyerinde Renk Degisimi ve Koloni Morfolojisi

Birden fazla kandida turunun etken oldugu enfeksiyonlarin
tanimlanmasi amaciyla ilk izolasyon besiyerlerinden CAC besiyerine karigik
pasajlar yapildi ve Uretilen mayalarin saf koloni pasajlari alindi ve stoklandi.
Daha sonra SDA besiyerinde bir gece inkube edilip canlandirilan maya
suslarinin her birinden steril 2ml serum fizyolojik iceren cam tuplerin iginde
0,5 McFarland'a esdeger oranda maya suUspansiyonlari hazirlandi. Tum
sugslar CAC Dbesiyerine ekilerek etiivde 37°C'de, aerobik ortamda,
inkiibasyona birakildi. CAC besiyerinde Ureyen maya kolonileri 7 gln
sureyle, oda i1sisinda ve isiktan korunarak muhafaza edildi ve renk, geniglik,
koloni c¢evresindeki renk diflzyonu, gibi Ozellikleri izlenerek kaydedildi.
Birinci, ikinci ve Uguncu gunlerde ve 1 hafta sonunda 6rneklerin fotograflari
cekildi. CAC besiyerindeki renk degisimleri referans suslarla karsilastirildi.
Referans sus olarak C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC 90018
ve C. dubliniensis CBS 7987 kullanildi. Ek olarak laboratuvarimizda standart

yontemlerle identifiye edilen bir C. krusei susu kullanildi.

Acik parlak yesil renkli koloniler C. albicans, koyu mat yesil renkli
koloniler C. dubliniensis, ¢elik mavi koloniler C. tropicalis, yassi, kenarlari

beyazlagsmis toz pembe renkte ve tlyli gorinumla koloniler C. krusei, parlak
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pembe-mor koloniler C. glabrata ve parlak beyaz-pembe renkli koloniler
C. parapsilosis (yuksek olasilikli) veya diger kandida turleri olarak tanimlandi
(46,81).

3.5.4. ID 32C API ile Biyokimyasal Ozelliklerin Test Edilmesi

Hizli identifikasyon igin, ¢alisilan mayanin tir spesifik karbonhidrat
asimilasyon ozellikleri i¢in ID 32C API (BioMerieux, Fransa) test kiti kullanildi.
ID 32C stribi her biri dehidrate karbonhidrat substrati iceren 31 kupulden ve
karbonhidrat icermeyen bir negatif kontrol kipulinden olusur. Test edilen
karbonhidratlar; D-Galaktoz, Siklohegzimit, D-Sakkaroz (sukroz), N-Asetil-
Glukozamin, Laktik asit, L-Arabinoz, D-Selobiyoz, D-Rafinoz, D-Maltoz,
D-Trehaloz, Potasyum 2-Ketoglukonat, Metil-alfa-D-Glukopiranozit,
D-Mannitol, D-Laktoz, Inositol, D-Sorbitol, D-Ksiloz, D-Riboz, Gliserol,
L-Ramnoz, Palatinoz, Eritritol, D-Melibiyoz, Sodyum Glukuronat, D-Melezitoz,
Potasyum Glukonat, Levulinik asit, D-Glukoz, L-Sorboz, Glukozamin ve

Eskdlin ferrik sitrat’tir.

Testin uygulanmasi:

1. Test islemi igin 24-48 saatlik taze ve saf kultir kullanimi
Onerilmektedir.

2. API suspansiyon medyumu (2 ml) icerisine veya katki maddesi
icermeyen 2 ml hacminde hazirlanmis steril distile su igeren bir tipe 06ze
yardimiyla kdltur ortamindan bir ya da birka¢ koloni aktarilir. 2 McFarland’a
esdeger suspansiyon elde edilir.

3. APl C medyum ampuli acilir ve icine daha once hazirlanan
suspansiyondan 250 ul (mikrolitre) eklenir. Bu son karigim hazirlandiktan
hemen sonra kullaniimahdir.

4. APl C medyum ampuli homojenize edilir. Slspansiyondan her
kUpul icerisine otomatik pipet ile 135 ul eklenir ve stribin kapadi Uzerine
yerlestirilir.

5. Strip 29°C + 2°C'de 24-48 saat inkibe edilir. Bazi ventile
inkUbatorler kupullerin  icindeki medyumun dehidratasyonuna neden

olmaktadirlar. Bu durumda, strip bir kap icinde az miktarda su iceren kapali
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bir kutuya yerlestirilir. Boylelikle nemli bir atmosfer elde edilir ve testlerin
kurumasi onlenir.

6. Degerlendirme mini API cihazinda otomatik olarak yapildi. Okuyucu
her kUpulun saptanabilir Gremesini arastirir ve bilgileri bilgisayara aktarir ve
bilgisayara gonderilen sonuglar tanimlama yazihmi ile agiklanir. Gorsel
okuma ile sonuglar dogrulandi. Her kipul negatif kontrol (0) ile karsilastirildi
ve daha bulanik ise pozitif olarak degerlendirildi. Test sonuglari 24.,48. ve 72.
saatlerde degerlendirilip sonuglar karsilastirildi.

3.5.5. Yiiksek Isida Ureme Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Germ tUp olusturan kandida turlerini tir dlzeyinde tanimlamak
amaciyla (C. albicans ve C. dubliniensis seklinde) saf kulturlerden SDA
besiyerlerine pasajlar alindi ve besiyeri plaklari 45°C’ye ayarlanmig olan
etiive alindi. Uremeler 24., 48. ve 72. saatlerde degerlendirildi. Standart sus
olarak kullanilan C. dubliniensis plaginda tireme goriilmedi. Ureme olan diger

plaklar C. albicans olarak degerlendirildi.
3.6. Genotipik Yontemler
3.6.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Bu amacla calismada kullanilan, ticari olarak kullanima hazir veya
laboratuvarda hazirlanan muhtelif sarf malzemeleri ile cihaz ve ekipmanlar

asagida belirtilmigtir.
e PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sarf malzemeleri:

Taq polimeraz enzimi, (Fermentas®, Litvanya),

Proteinaz K, mililitrede 800 U/ml (Unite/ mililitre), 18 mg/ml (miligram/ml),
(Fermentas®, Litvanya),

PCR buffer, 10x, (Fermentas®, Litvanya),

MgCl; ¢ozeltisi, 25mM (mili molar), (Fermentas®, Litvanya),

dNTP (deoksi ribonukleotid trifosfat) miks, 10mM, (Fermentas®, Litvanya),
Msp | restriksiyon enzimi, (SibEnzyme®, Novosibirsk, Rusya),

Bin I (Avr ll) restriksiyon enzimi, (Roche Diagnostics®, Mannheim,

Almanya),
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Mspl restriksiyon enzimi BInl restriksiyon enzimi
spesifik kesim boélgesi spesifik kesim bolgesi
- J - J

l Y 1 Y
CCGG CICTAGG
GG cic GGAT cic

Sekil 3.2. Msp | ve Bin | enzimlerinin DNA Gzerindeki hedef bolgeleri.

Muhtelif pipet uglari, 10pl, 200 pl, 1000 yl (Hamilton®, ABD)
Ependorf tiipleri, 0,2 ml, 1,5 ml (BioRad®, italya)

PCR pleyt, 0,2 ml, 96 kuyucuk (BioRad®, italya)

e PCR primerleri, (lontek®, Tlrkiye)

ITS1 (ileri) 5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3°

ITS3 (ileri) 5-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3°

ITS4 (ters) 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°

e Boya ve ¢ozeltiler

Tris Acetate EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetikasit) buffer (TAE), 10X: 0,4 M
(molar) Tris Acetate, 0,01 M EDTA (Sigma®, Almanya)

Tris Acetate EDTA buffer (TAE), 1X: Bir hacim 10X TAE Buffer sollsyonu 9
hacim steril distile su icerisinde sulandirilarak hazirlandi.

10X TNE (Tris NaCl EDTA) Buffer (100 mM Tris, 2,0 M NaCl; 10 mM EDTA;
pH 7,4) seklinde stok soltisyon hazirlandi ve sulandirilarak (1X) kullanildi.
Agaroz base, (Basica Le Agarose, Prona®, EU): Agaroz jel hazirlamada
kullanildi.

Etidyum bromid (Amresco®, ABD): DNA bantlarinin goéruntulenmesi
amaciyla 10mg/ml'lik etidyum bromid, final konsantrasyon 5ug/ml olacak
sekilde agaroz jele ilave edildi.

Loading dye solution, 6X, (Fermentas®, Litvanya): PCR UrUnlerinin

elektroforez jeline ylklenmesinde kullanildi.

DNA ladder, (Fermentas®, Litvanya): DNA bantlarinin buyudkldklerinin
belirlenmesinde 100 bp'lik DNA buyuklik marker’i olarak kullanildi.
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o Cihaz ve ekipmanlar

DNA jel elektroforez cihazi, (BioRad®, italya),

Elektroforez gii¢ kaynag, (BioRad®, italya),

Dijital fotograf makinesi, (Orite, VC-3010Z, Digital Camera),
Thermal cycler, (Icycler-BioRad®, italya),

UV (ultraviolet) -Transilluminatoér, (BioRad 2000®, italya),
Vorteks, mini santrifij cihazi (Microspin FV-2400,Biosan, Litvanya),
Sogutmali santrifiij, (Eppendorf 5417 R®, Almanya),

Derin dondurucu, -20°C, (Ugur®, Turkiye),

Derin dondurucu, -80°C, (Electrolux®, Liiksemburg),
Mikrodalga firin, (Arcelik® ,TUrkiye),

Vorteks, (NUve®, Turkiye),

Biyoemniyet kabini, (HERA Safe®, Almanya),

Is1 blogu, (TDB 120, Biosan),

Mini API cihazi, (BioMerioux,France),
3.6.2. DNA Ekstraksiyonu

Kandida tarlerinin hizli tani ve identifikasyonu igin PCR bazli birgok
yontem tanimlanmigtir. Bu calismadaki molekuler yontemlerde kullanilacak

DNA’lar asagida tanimlanan ekstraksiyon metodu uygulanarak elde edildi.

ilk olarak SDA besiyerine pasajlanmis maya kolonilerinden bir ¢ze
dolusu alinarak cam tlp igindeki SDB besiyerine inokule edildi. SDB besiyeri
37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Stre sonunda cam tipler vortekslendi ve
otomatik pipet yardimiyla sivi besiyerinden 1ml alinarak ependorf tuplerine
aktarildi. Ependorf tlpleri 3000 g'de (RCF; Relative Centrifugal Force)
3 dakika santriflije edildi. Santrif(j islemi sonrasi Ustte kalan kisim dékuldu ve
dipte kalan pelet Uzerine 1 ml Tris EDTA (TE) buffer eklendi. TUpler tekrar
3000 g'de 3 dakika santrifuje edildi. TE buffer ile yikama iglemi G¢ kez
tekrarlandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra pelet Gzerine 375 ul TNE
(Tris, Sodyum klortr ve EDTA) buffer, 20 ul SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
buffer solisyonu ve 5 pul proteinaz K’'dan olusan 400 pl'lik karisim eklendi.

Karisim kisa sure vortekslendikten sonra ependorf tupleri i1s1 blogunda
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56°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiilbasyon sonrasi kisa bir santrifijj
islemini takiben karigim Uzerine 6rnek miktari kadar (400 nl) fenol eklendi.
Son karisim birkag kez el ile ters-duz edilerek 11600 g’de 10 dakika santriflje
edildi. Santrifij islemi sonunda ependorf tupundeki karisim Ust tabakada
nukleik asitler, orta tabakada proteinler ve alt tabakada karbonhidratlar,
lipitler ve diger molekuller olmak Uzere 3 tabakaya ayrildi. Otomatik pipetle
orta tabakaya dokunmadan 250-300 pul alinarak yeni bir ependorf tlpune
aktarildi. Yeni ependorf tupune ayni miktar (250-300 pl) kloroform/ izoamil
alkol (sirasiyla 24/1 oraninda) sollsyonu eklendi ve el ile 4-6 defa ters-diiz
edildi. Karisim 11600 g’de 10 dakika santrifije edilerek yine 3 faz olusturuldu.
Bu kez ortadaki tabakanin daha ince oldugu goézlendi. Ustteki fazdan
200-250 pl alinarak yeni ependorf tupune aktarildi. Ependorf tupundeki
karisim Gzerine 1/10°’u kadar (20-25 ul) %0,85’lik NaCl ve 2,5 kati kadar
(500-625 pl) %95'lik etanol eklendi. Son karigim -20°C’de 1-18 saat bekletildi.
Slre sonunda derin dondurucudan ¢ikarilan karisim beklemeden 11600 g’de
10 dakika santrifuje edilerek Ust kisim doékualda. Pelet tzerine 500 ul %70’lik
etanol eklenip 11600 g'de 5 dakika santrifUje edildi. Santriflj sonrasi Ust
kisim dokulerek ependorf tipl 1si blogunda 37°C’de ( yaklasik 1 saat)
kurumaya birakildi. Son olarak kurudugundan emin oldugumuz nukleik asit
iceren tlip Gzerine 100 pl steril su veya AE buffer eklenip 37°C’de yaklasik
30-60 dakika bekletildi. Kullanima hazir olan ekstraksiyon Uriini +4°C’de

saklandi. Eger 1 haftadan daha uzun slre saklanacaksa -20°C’de bekletildi.
3.6.3. PCR ile Tur Spesifik Amplikonlarin Elde Edilmesi

Amplifikasyon icin hedef bdlgeleri 18S, 5.8S, ve 28S rDNA korunmus
bdlgeleri olan ITS1, ITS3 ve ITS4 primerleri kullanildi. ITS1-ITS4 primer gifti,
ITS1 ve ITS2 bolgeleri ve bu bolgelere komsu olup aralarinda kalan 5.8S
rDNA bdlgesinin amplifikasyonu igin kullanildi ve uzun urlnler elde edildi.
Yine ITS3-ITS4 primer ¢ifti 5.8S rDNA bdlgesinin bayuk bir kismi ve buraya
komsu ITS2 bdlgesinin amplifikasyonu igin kullanildi ve kisa amplifikasyon
artnleri elde edildi (Sekil 3.3).
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ITS1 ITS2
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ITS 4 Primeri

ITS 4 Primeri

Sekil 3.3. PCR ile cogaltilan bolgelerin fungal genomdaki lokalizasyonlari.

PCR master miskinin icine her érnek icin ikiser mililitre ekstrakte DNA

eklendi. Amplifikasyon 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben

95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 54°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de

1 dakika uzama dongusi iceren 30 siklus ve 72°C’de 7 dakika son uzama

déngiisii halinde programlanarak thermal cycler (lcycler-BioRad®italya)

cihazinda gergeklestirildi. Calismada eszamanl olarak negatif kontrol amacglh

kalip DNA igermeyen ornekler kullanildi.

Tablo 3.1. Amplifikasyon icin PCR master miksinin hazirlanmasi.

Karigim 6gesi ul

Final konsantrasyonu

Su (Nuclease free, steril distile su)

PCR tamponu 10X Taq buffer (Tris/HCI*, KCI**) | 5

1 X

25 mM MgCl; (Fermentas® Litvanya) 5 1,25 yM (mikromol)
dNTP karisimi (Fermentas® Litvanya) 15 Her dNTP’den 0,2 mM
Primer 1 (ITS4) (iontek® Turkiye) 5 50 pM (piko mol)
Primer 2 (ITS1 veya ITS3) (iontek® Turkiye) 5 50 pM

Taq DNA polimeraz (Fermentas® Litvanya) 0,4 1,25 U

Hedef DNA (Ekstrakte DNA) 2 -—-

Toplam 50

*HCI: Hidroklorik asit, **KCI: Potasyum klorfir.
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Tablo 3.2. Kandida turlerinin beklenen bant uzunluklari (bp.;base pair) (37).

Tir Uzun Urlinler Kisa Urlnler

C. albicans 529-535 (532) bp 335-342 (339) bp.
C. glabrata 869-879 (874) bp 412-418 (415) bp.
C. guilliermondii 598-607 (603) bp 375-380 (378) bp.
C. krusei 496-503 (500) bp. 332-338 (335) bp.
C. parapsilosis 511-521 (516) bp 308-314 (311) bp.
C. tropicalis 517-524 (521) bp 326-331 (329) bp.

Jel elektroforez islemi %1,5 agaroz jelde 4,8 volt/cm’da 1XTAE buffer
(0,1 M Tris, 0,09 M borik asit, 1 mM EDTA) icinde 1 saat bir sure ile
gerceklestirildi. Calismada Urunlerin bant buyUklUklerini tespit icin 100-bp’lik
bir DNA marker eszamanli olarak yudrutuldu. Elektroforez islemi sonrasi

saptanan urunler fotograflandi.
3.6.4. RFLP Yontemi ile Kandida izolatlarinin Tanimlanmasi

ITS1-1TS4 primer ciftinin kullaniimasiyla elde edilen uzun GrGnler Msp |
restriksiyon enzimi ile kesilerek C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,

C. tropicalis, C. krusei, ve C. guilliermondii tarlerinin varligr arastirildi.

Tablo 3.3. Kandida turlerine ait beklenen bant uzunluklari (75).

Tir Uzun urunlerin buyuaklikleri Msp | ile kesim drunleri
C. albicans 535 bp. 297 ve 238 bp.

C. glabrata 871 bp. 557 ve 314 bp.

C. guilliermondii 608 bp. 371,155 ve 82 bp.

C. krusei 510 bp. 261 ve 249 bp.

C. parapsilosis 520 bp. 520 bp.

C. tropicalis 524 bp. 340 ve 184 bp.

Yukarida tanimlanan PCR ydntemi ile elde edilen uzun artnler Msp |
enzimi ile asagida tanimlanan yéntem ile kesildi. Bir ependorf tlipu icine PCR
urinunden 20 pl aktarildiktan sonra Uzerine 2 pl su, 2,5 pl enzime ait tampon

ve 0,5 pl Msp | enziminden (10 U) olusan karisim eklendi. Bu son karigsim isi
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blogunda 37°C’de iki saat inklibe edildi. Daha sonra kesim Urtnleri % 1,8’lik
agaroz jelde TAE buffer icinde 100 volt'ta yaklasik 45 dakika sureyle
yurutuldd. Es zamanh olarak bant uzunluklarini belirlemek igin 100-bp’lik
DNA marker da birlikte yarataldu. Elektroforez islemi sonrasi saptanan

artnler fotograflandi.
3.6.5. RFLP Yontemi ile C. albicans ve C. dubliniensis Ayirimi

Hem ITS1, ITS3 ve ITS4 primerlerinin kullaniimasiyla elde edilen uzun
ve kisa bant buyukliklerinin karsilastirimasi, hem de Msp | restriksiyon
enzimi ile uzun Urldnlerin kesimi sonrasi olusan bantlarin blyukltklerindeki
farkhliklarin gézlenmesi C. albicans ve C. dubliniensis turlerini birbirinden
ayirmada yetersiz kaldi. Bu iki turlu birbirinden ayirmak icin Bin | (Avrll)
enzimi ile uzun drunlerin kesilmesine dayanan RFLP ydntemi kullanildi (76).
Bu enzim C. albicans’a ait 532 bp. uzunlugundaki amplifikasyon Grananu
kesmezken, C. dubliniensis’e ait 535 bp. uzunlugundaki trinu 335 bp. ve

200 bp.’lik iki ayri Grune ayirmakta ve identifikasyona olanak saglamaktadir.

Tablo 3.4. Candida albicans ve C. dubliniensis turlerine ait bant uzunluklari.

TUR Uzun drunler Bin | (Avr ll) ile kesim urunleri
Candida albicans 532 bp. 532 bp.
Candida dubliniensis 535 bp. 335 ve 200 bp.

Daha sonra kesim durunleri % 2’lik agaroz jelde TAE buffer iginde
100 volt'ta yaklasik 45 dakika yuritulda ve etidyum bromid ile boyanarak

PCR drunleri goruntulendi.
3.6.6. Niikleik Asitlerin Goriintiilenmesi

Amplifiye edilen PCR drUnlerini saptamak amaciyla agaroz jel
elektroforez yontemi kullanildi. Elektroforez icin istenilen oranlarda
(% 1,5 - 1,8 - 2,0) agaroz jeller hazirlandi. Bunun igin istenilen miktarda
agaroz tartilarak steril bir cam kaba (erlen) konuldu. Uzerine 1XTAE (tris
acetate EDTA) buffer 40 ml eklenerek karigtirildi. Mikrodalga firinda 400

watt'ta 1 dakika kadar tutuldu. Eriyen agaroz sogutulduktan sonra (yaklagsik
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70°C’ye kadar) DNA bantlarinin gorilebilmesi igin igerisine bir floresan boya
olan etidyum bromid (10 ul) eklenip karistirilarak elektroforez cihazinin yatay
kalibina dokuldid. Hemen tarak yerlegtirilerek jel Uzerinde orneklerin
yuklenecegi gozler agildi. Polimerlesme (katilagma) olduktan sonra tarak jele
zarar vermeden cikarildi. Daha sonra jel, elektroforez tanki igerisine
yerlestirildi ve tankin ici jelin Uzerini kaplayacak sekilde 1X TAE buffer ile
dolduruldu. Bdylece jel elektroforez icin hazir duruma geldi. Elektroforez
oncesinde 20 pl hacmindeki her érnege 2 pl jel ylikleme soltisyonu (loading
dye solution) karistirilarak sirasiyla jelde bulunan kuyucuklara pipetlendi. ilk
goze 100 bp’lik DNA ladder (DNA molekuler agirlik marker’t) yuklendi.
Elektroforez islemi, yuratilecek amplikonlara gore 100 volt'ta 40 dakika -1

saat sabit akimda elektrik verilerek gerceklestirildi.

Sure  bitiminde  ydritilen  DNA  bantlarinin  buyudkliklerini
belirleyebilmek icin jel elektroforez cihazindan alinarak goruntileme cihazina
(UV-Transilluminatoér) aktarildi. Olugsan bantlar 312 nanometre dalga
boyundaki UV s1d1 altinda okundu. Negatif kontrollerde supheli veya
kontamine pozitif bantlarin olmadigindan emin olunduktan sonra goérinen
bantlar size marker ile mukayese edilerek degerlendirildi. Bantlar dijital

fotograf makinesi ile goruntilendi.
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IV- BULGULAR
4.1. Orneklerin Cinsiyete Gore Sayisal Dagilimi

Calismamizda 60 hastaya ait 72 klinik drnekten toplam 77 kandida
susu izole edildi. Hastalarin 33 (%55,0)’U erkek, 27 (%45,0)’si kadin idi.

Tablo 4.1. Kandida izole edilen klinik 6rneklerin, cinsiyete gore dagilimi.

Kan 14 13 27 29
idrar 11 13 24 24
Vaskuler kateter 4 2 6 6
Yara 2 1 3 5
Aspirasyon kateter ucu 2 1 3 4
Oral suruntu 1 1 2 2
Balgam 2 - 2 2
BAL 1 - 1 1
Aspirasyon Mayisi 1 - 1 1
Periton sivisi - 1 1 1
inguinal strint 1 - 1 1
Apse - 1 1 1

4.2. Orneklere Gére Tiirlerin Sayisal Dagilimi

Yetmisiki klinik 6rnedin 69 (%95,8)unda tek kandida turd izole
edilirken, bir kan kuiltiriinden Gg (C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis),
bir yara kiltirinden g (C. albicans, C. glabrata ve C. parapsilosis) ve bir
aspirasyon kateter ucu kulturunden ise iki farkli kandida tura (C. albicans ve
C. glabrata) soyutlandi. Orneklerden izole edilen kandida tiirlerinin dagilimi

Tablo 4.2°de gdOsterilmigtir.
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Tablo 4.2. Klinik orneklere gore, izole edilen kandida turlerinin dagilimi.

Klinik drnek
(izolat sayisi)

C.albicans

C.parapsilosis

C.tropicalis

C.glabrata

C.lusitaniae?
C.intermedia?

Kan (29)

12

8

1

idrar (24)

1

4

Vaskiiler kateter (6)

1

Yara (5)
Asp. kateter ucu (4)

Oral surinti (2)

Balgam (2)
BAL (1)
Asp. Mayisi (1)

Periton sivisi (1)

el el e Bl B LS \C IR I \ G Y O]

inguinal stiriinti (1)
Apse (1) 1
Toplam (77) 35 17 14 10 1

4.3. Kliniklere Goére, Ornek ve Tiir Dagilimi

Calisma kapsaminda YBU tedavisi sirasinda nozokomiyal fungal
enfeksiyon gelisen 47 (%78,3) hasta ile kliniklerde fungal enfeksiyon ortaya
cikan 13 (%21,7) hasta olmak Uzere toplam 60 hasta degerlendirmeye alindi.

Hastalar ilk kandida uUremesi saptandiktan sonra takibe alindilar.
Hastalardan 41 (%68,3)’inin klinikte

tamamlanirken, 19 (%31,7) hasta birden fazla klinikte izlendi. Bu 19 hastadan

tum tedavi surecleri ilk yattiklan
birinin iki ayri klinikte farkli turlerin etken oldugu kandida enfeksiyonlari
gegcirdigi saptandi. Bu hastanin Deniz ve Sualti Hekimligi kliniginde tedavi
gordigu donemde kan kulturlerinde C. parapsilosis uremesi oldu, bu hasta
yenidogan YBU’'ne nakledildikten sonraki kan ve idrar kiiltiirlerinde
C. albicans Uredi. iki ayri kandidemi epizotu geciren bu hasta Tablo 4.3'de

mukerrer olarak gosterilmigtir.
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Tablo 4.3. Kliniklere gore hasta, 6rnek ve izole edilen turlerin dagihmi.

Genel Cerrahi 12 16 18 4 4 | 8 1 1
ic hastaliklari 11 15 16 7 6 1 2
Anestezi YBU 6 6 6 4 2
Norosirurji 6 6 6 2 3 1
Cocuk Hastaliklari 3* 5 5 5

Hematoloji 4 5 5 3 1 1
Kardiyoloji 4 4 4 4

Nefroloji 3 3 5 3 1 1
Yanik 3 3 3 1 2
Deniz sualt 2F 2 2 1 1
Noroloji 2 2 2 1 1

Onkoloji 2 2 2 1 1
Endokrinoloji 1 1 1 1
KBB 1 1 1 1

KDC 1 1 1 1

~Her iki klinikte farkli periyotlarda kandidemi epizotu geciren bir hasta

4.4. Farkh Orneklerinde Ureme Olan ve/veya Polimikrobiyal Uremesi

Olan Hastalar

Hastalardan 48 (%80,0)'inde tek ornekte Ureme (veya ayni Orneginde
ayni ture ait tekrarlayan tremeler) oldu. Birden fazla érneginde Ureme olan
veya bir érnekte polimikrobiyal Gremesi olan 12 (%20,0) hastadan birinin hem
oral hem inguinal surintl kultirlerinde C. albicans Uredi, bir hastanin yara
kaltarinden Ug farkh tar (C. parapsilosis, C. glabrata ve C. albicans) izole
edilirken diger bir hastanin aspirasyon kateter ucu kultirinde C. glabrata ve
C. albicans olmak Uzere iki ayr sus soyutlandi. Kandidemi gelisen sekiz
hastanin farkli drneklerinde (muhtemel odak) ayni kandida turd izole edildi
(Tablo 4.4). Bu 12 hastanin 10’'unda hastane enfeksiyonu varligi klinik ve

laboratuvar olarak dogrulandi.
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Tablo 4.4. Diger klinik 6rneklerinde Ureme olan kandidemili hastalar.

1 | C.parapsilosis | C.parapsilosis Katetere bagli KDE

2 | C.parapsilosis |C.parapsilosis Katetere bagli KDE

3 | C.tropicalis C.tropicalis Katetere bagl KDE

4 |C.albicans C.albicans Sekonder KDE

5 | C.tropicalis C.tropicalis Sekonder KDE

6 | C.tropicalis C.albicans |C.tropicalis | Sekonder KDE+ASK

. Primer KDE +

7 g:ggjrlacp?:ilsosis C.albicans Katgtgre b.ag" HKDE

C.tropicalis (pollmlkroplyal
kandidemi)
8 |C.tropicalis C.albicans Primer KDE+ASK
9 | C.albicans C. albicans Sekonder KDE

4.5. Germ Tiip Pozitifliklerinin Degerlendirilmesi

Klinik 6rneklerden soyutlanan suslarin 35 (%45,5)'inde insan serumu
kullanilarak yapilan germ tlp testinin sonuglari pozitif olarak degerlendirildi.
Farkli hastalara ait serumlarin rastgele kullaniimasiyla yapilan ilk germ tup
deneyinde bu 35 sustan 5 (%14,3)’inde germ tlp olusumu gézlenmedi. Daha
sonra tum suslar C. albicans standart susunun pozitif kontrol olarak
kullanildigi hasta serumlariyla germ tlp olusumu ydnunden tekrar
incelendiginde 35 susun tamami germ tup pozitif olarak degerlendirildi.

Candida dubliniensis standart susu da germ tup pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.1. Germ tlp olusturan maya hucreleri (1s1k mikroskobu, x400).
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Sekil 4.2. Germ tlp olusturan maya hucreleri (gram boyama).

4.6. Corn Meal Agarda Morfolojik Yapilarin Degerlendirilmesi

Corn Meal Agar (CMA)'da ureyen, germ tup pozitif 35 (%45,5) izolatin
tamami klamidospor ve psodohif yapilar olustururken bazi izolatlarin giftler
halinde ve yogun klamidospor olusturduklari gézlendi (Sekil 4.3.2 ve 4.3.3).
Candida dubliniensis susunun da ¢ok sayida ve ikili klamidosporlar
olusturdugu saptandi (Sekil 4.3.1). Bu nedenle izolatlarin C. albicans veya
C. dubliniensis olarak tur duzeyinde identifikasyonunun yalnizca klamidospor

olusumlari incelenerek yapilmasi mimkuin olmamistir.

CMA besiyerinde psodohif ve klamidospor yapilar olusturmayan
10 (%13,0) kandida izolati morfolojik olarak C. glabrata olarak tanimlanmistir.
Diger izolatlarin 14 (%18,2)0 yogun psodohif olustururken klamidospor
yapilar gostermedigi ve psodohif yapilari Uzerinde yer yer az sayidaki
blastospor kimelerin varligi ile C. tropicalis olarak degerlendirildi. Onyedi
klinik izolatin C. tropicalis ve C. albicans izolatlarindan farkli olarak daha kisa
psodohif yapilar ile az sayida blastospor vyapilar gosterdigi ancak
klamidospor olusturmadiklari goézlendi. Bu izolatlar dev hicre yapilari
g6zlenmemesine ragmen morfolojik olarak C. parapsilosis olarak
degerlendirildi. Kandida izolatlarindan biri ise 0zellik arz etmediginden
morfolojik olarak degerlendirilemedi. CMA besiyerinde Ureme 06zelliklerinin
degerlendiriimesi ile hastanemizde en sik soyutlanan dort kandida turinin

birbirinden ayirt edilmesi mumkun oldu.
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C. dubliniensis

C. albicans

Sekil 4.3.1. Candida dubliniensis’in ikili klamidosporlari.
4.3.2. Candida albicans’a ait klamidosporlar. 4.3.3. Candida albicans
klamidosporlari ve blastospor kiimeleri
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4.7. CAC Besiyerindeki Koloni Gortiniimlerinin Degerlendirilmesi

CHROMagar Candida besiyerine pasajlanan izolatlarin koloni renk ve
gorunumlerinin degerlendirmeleri sonrasi; acik parlak yesil renkli koloni
olusturan izolatlar C. albicans, gelik mavi renkli koloniler olugturan izolatlar
C. tropicalis, parlak pembe-mor gorunimlld koloni olusturan izolatlar
C. glabrata, pembemsi parlak beyaz renkli koloniler olusturan izolatlar
C. parapsilosis veya diger kandida tarleri seklinde degerlendirildi (Sekil 4.5)
CHROMagar Candida besiyerindeki kolonilere ait renk farkliliklarinin
degerlendirilmesi sonrasi; izolatlarin 35 (% 45,5)i C. albicans, 14 (%18,2)'l
C. tropicalis, 10 (%13,0)’u C. glabrata olarak tanimlandi. Diger 18 (%23,4)
izolat tur boyutunda tanimlanamadi ve diger kandida turleri seklinde

degerlendirildi.

Candida dubliniensis standart susu 24. ve 36. saatlerde C. albicans
kolonilerinden tam olarak ayirt edilemeyen yesil renkli parlak koloniler
olusturdu. inkiibasyon siiresi uzatildikca koyu-yesil renkli, mat gérinimli

kolonilere donustu. Bu sekli ile C. dubliniensis olarak tanimlandi (Sekil 4.4).
S R \
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Sekil 4.4. CAC besiyerinde 36. (sol) ve 72. (sag) saatlerde C. albicans ve
C. dubliniensis kolonileri.

4.8. Yiiksek Isida (45°C’de) Ureme Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Germ tlp olusturan kandidalarin identifikasyonu amaciyla 45°C’de
ureme ozellikleri incelendi. Uremeler 24., 48. ve 72. saatlerde degerlendirildi
ve 72 saat sonunda +, ++ ve +++ olarak degerlendirildi. Kontrol olarak
kullanilan C. dubliniensis plaginda tureme goértulmedi. Germ tup testi pozitif
olarak deg@erlendirilen turlerden 9 (%25,7)'u goreceli olarak daha zayif (+)
uredi. Sonugta hastanemizde izole edilen germ tip olusturan tim kandida

turleri C. albicans olarak tanimlandi.
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Candida tropicalis

Tam olarak tarmmliai
(C. lusitaniae veya C.

Sekil 4.5. Cesitli kandida turlerinin CAC besiyerindeki koloni gérinimleri.
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4.9. ID 32C API Sonuglari ve Biyokimyasal Deneyler

CHROMagar Candida besiyerindeki uremelerde C. albicans olarak
degerlendirilen (i) MU-Tw80 agarda klamidospor olusturan (ii) germ tip
pozitif (iii) 45°C’de Ureyebilen (iv) suglarin fenotipik olarak C. albicans oldugu
kabul edildiginden, randomize olarak segilen kontrol amacgl u¢ izolat
disindakiler API ile degerlendirmeye alinmadi. ID 32C API testi C. albicans
digindaki turlerin tanisi igin kullanildi. ID 32C API testinin 24., 48. ve 72. saat
sonuclari molekller yontemlerle karsilastirildiginda en iyi sonuglarin
48. saatte elde edildigi goruldu. ID 32C’nin duyarhligini 24. saatte % 72,9
(35/48), 48. saatte % 95,8 (46/48) ve 72. saatte % 87,5(42/48) olarak

saptadik (Tablo 4.5).

API testi yapilan 48 susun 46 tanesi (% 95,8) 48. saatte molekuler test
sonuglari ile uyumlu olarak tanimlandi. Candida tropicalis suslarindan biri 24.
ve 72. saatlerde ilk olasilik olarak C. fropicalis seklinde tanimlanmasina
karsin 48’inci saatte ikinci secenek olarak tanimlandi. Sonucgta bu tir C.
tropicalis olarak degerlendirildi. Bir kandida turu ise APl ile 24. ve 72.
saatlerde hi¢ tanimlanamazken 48. saatte ise ilk ihtimal olarak C. intermedia
ve ikinci ihtimal olarak C. lusitaniae seklinde ancak “unacceptable profile”

seklinde tanimlandi.

Tablo 4.5. Molekuler test sonuglari ve API sonuglarinin karsilastiriimasi.

MOLEKULER TEST SONUGLARI

i MOLEKULER TEST
ID 32C APl SONUGLARI 5 SKTUY;JSMé_X:# S7A2Y§LAT SONUCLARI
C. albicans (3) 3 3 3 C.albicans (3)
C. parapsilosis (17) 9 17 17 C. parapsilosis (17)
C. tropicalis (14) 12 13 (+1*) | 11(+1*) | C. tropicalis (14)
C. glabrata (10) 10 10 9 C. glabrata (10)
C. {usitaniag ? 0 - 0 C. {usitaniag ?
C. intermedia ? (1) C. intermedia ?(1**)
C. albicans ATCC 14053 1 1 1 C.albicans
C. dubliniensis CBS 7987 1* 1 1* C. dubliniensis
C. parapsilosis ATCC 90018 0 1 1 C. parapsilosis
Toplam (48) 35(+1%) | 46 (+1%) | 42 (+2%)
ID 32C API testinin duyarlihg: %72,9 | %95,8 %87,5

*Dogru tanimlamayi ikinci segenek olarak verdi. **Bir tir hem molekuler ydntemlerle
hem APl ile C. lusitaniae veya C. intermedia seklinde inkomplet olarak
tanimlanabildi.
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4.10. Molekuler Tiplendirme

Ug farkl primer kullanilarak iki farkh Griiniin (uzun ve kisa) elde edildigi
bu yontemle 20 kandida turu ve diger mantarlara ait 13 turun ayirt edilebildigi
gosterilmigtir (37). Bazi turleri birbirinden kolaylikla ayirt edebilen bu
yontemle amplikon uzunluklari birbirine yakin olan bazi turlerin ayirimi zor
olmaktadir. Klinik &rneklerden izole ettigimiz 77 susun 66 (%85,7)’sI
C. albicans, C. parapsilosis ve C. tropicalis idi. Uzun ve kisa UrUnlerinin
amplikon uzunluklari birbirine yakin oldugundan jel elektroforezi sonrasi bu
Uc tarin birbirinden tam olarak ayrimi mumkin olamadi (Sekil 4.6.1 a1-a2-
a3, b1-b2-b3 ve 4.6.2 ¢c1-c2-c3). Bu ylzden bu ug¢ tlrln birbirinden daha
kolay ayirt edilmesi icin PCR-RFLP yontemi uygulandi. Candida glabrata'nin
amplikonlari ise diger ug¢ ture gore daha buyuk oldugundan kolaylikla ayirt
edildi (Sekil 4.6.1 a4, 4.6.3 f1). Tarlerden biri uzun ve kisa amplifikasyon
artnlerinin uzunluklarina gére 33 tur icinde C. lusitaniae veya C. intermedia
seklinde inkomplet olarak tanimlandi (Sekil 4.6.3 e1-e2).

a b
ITS-1 ve ITS3 primerlerinin ITS-1 ve ITS4 primerlerinin

kullanilmasiyla elde edilen tiir spesifik kullanilmasiyla elde edilen tiir spesifik
kisa amplifikasyon iirtinleri uzun amplifikasyon tiriinleri

)
S =P 1000 l e o l 500
00
e

= 500

 — — =P 300 —
200

al a2 a3 a4 100 b1 b2 b3

al:C.albicans kisa triin (~ 339 bp) b1:C.albicans uzun iiriin (~ 532 bp)
a2:C.parapsilosis kisa tiriin (~ 311 bp) - ~

b2:C.parapsilosis uzun iiriin (~ 516 bp)
a3:C.tropicalis kisa iriin (~ 329 bp)

ad: C.glabtrata kisa iiriin (~ 415 bp) b3:C. tropicalis uzun iiriin (~ 521 bp)

Sekil 4.6.1. Bazi kandida suslarinin tir spesifik (uzun ve kisa) amplikonlari.
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Uzun Urunlerin Msp | enzimiyle kesilmesi sonrasi klinik kaynakli 77
susun 76 (%98,7)'s1, yani C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis ve
C. glabrata turlerinin tamami tur duzeyinde tanimlandi. Bu yontem
C. dubliniensis standart susunu C. albicans suslarindan ayirmada yetersiz
kaldi (Sekil 4.6.2 d1-d2-d3-d4)

C. dubliniensis ve C. albicans turlerini ayirmak i¢in uzun amplifikasyon
artnlerinin Bin'| (Avrll) enzimi ile kesildigi PCR-RFLP yontemi kullanildi.
Candida dubliniensis ve C. albicans standart suslari ile 45°C’de Ureme
deneyinde digerlerine gore nispeten zayif Ureyen dokuz C. albicans tirline ait
(toplam 11 tlr) uzun amplifikasyon drunlerinin Bin| (Avrll) enzimi ile
kesilmesi ve jel elektroforezinde yurutulmesi sonrasi klinik izolatlarimiz
arasinda C. dubliniensis susu olmadigi belirlendi (Sekil 4.6.3 e3-e4-e5-e6 ve
f2-f3-f4-f5-16).

Uzun amplifikasyon iriinlerinin Msp/
enzimi ile kesilmesi sonrasi olusan
DNA bantlari

! == 1000

[510[0)
= 400
=30
= 00

C Ayni tiire ait uzun ve kisa firiinlerin
birlikte yiiriitilldigii jel elektroforez
uygulamasi

500
4()0
dOO

— —>)oo

=P |00

AN d2 oy - =100

di:C.albicans (~238 ve 297 bp)
cl:C.albicans (~ 532 ve 339 bp) )
d2:C.glabtrata (~ 314 ve 557 bp)

c2:C.parapsilosis (~ 516 ve 311 bp) d3: C.parapsilosis (~ 516 bp)

c3:C.tropicalis (~ 521 ve 329 bp) d4:C.tropicalis (~ 184 ve 340 bp)

Sekil 4.6.2. Bazi kandida suslarin tir spesifik kisa ve uzun amplikonlari (c)

ve uzun urlnlerin Msp | ile kesilmesi sonrasi olusan bantlar (d).
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el:C.lusitaniae veya C.intermedia Kisa iiriin
(~ 250 bp)

e2: C.lusitaniae veya C.intermedia uzun
iiriin (~ 380 bp)

e3: C.dubliniensis uzun iiriin (~ 535 bp) P
100 - -.
. -_—
ARA: - -
- : . — - -

o | fl f2 18 f4 i5 6 ™

50
400 e
300 s

f2,f3 15,16:C.albicans uzun iiriin (~ 532 bp
Binl enzimi ile kesilmemis )

.

el e2 e3 e4 e5 eb

f4:C.dubliniensis (~ 200 ve 335 bp
Binl enzimi kesim {riinleri )

f1:C.glabtrata uzun iiriin (~ 870 bp)

Sekil 4.6.3. (e,f). Bazi kandidalarin tur spesifik amplikonlari ve
C. dubliniensis uzun urindnun Bin | ile kesimi sonrasi olusan bantlar.

4.11. “Hastane Enfeksiyonu” Varliginin Degerlendirilmesi

Aktif surveyans yontemi ile takip edilen hastalar CDC kriterleri ve NNIS
tanimlamalarina gore hastane enfeksiyonu varligi yoninden degerlendirildi.
Hastalarin 19’unda laboratuvar olarak kanitlanmis kan dolasimi enfeksiyonu
(LOK KDE), altisinda semptomatik Uriner sistem enfeksiyonu (SUSE), birinde
nozokomiyal pnomoni (NPNEU) ve birinde de “Deri ve Mukoza Kandidozu”
tanimlandi. Bir hasta iki ayri hastane enfeksiyonu epizotu gegirdi. Sayilan 28
hastanin ikisinde (hastane etkeni olarak tanimlanan tirden farkl bir kandida
tirinin etken oldugu) ve bu hastalarin disindaki 15 hastada asemptomatik
kandiduri (ASK) varligi saptandi. Sonug¢ olarak hastalarin 43 (%71,7)Unde
hastane enfeksiyonu varligi tanimlandi. Geriye kalan 17 hastanin 13’Gndeki
uremeler kandida kolonizasyonu (6 solunum vyollari, 5 vaskuler kateter, 2
yara) olarak degerlendirildi. iki hastadaki tireme kontaminasyon, iki hastadan
soyutlanan kandida suglari ise toplumdan edinilmis etkenler olarak

tanimlandi.

53



Sadece ASK’si olan hastalara tedavi baslanmadi. Hastane enfeksiyonu
olan hastalardan Ug¢unde kandida Uremeleri oldugunda hastalar kaybedildigi,
bir hasta da taburcu oldugu igin antifungal tedavi baglanma imkani olmadi.
Geriye kalan 24 hasta gesitli antifungal ilaglar (alti hasta amfoterisin B,
14 hasta flukonazol, iki hasta amfoterisin B ve flukonazol, bir hasta
ketokonazol krem + amfoterisin B + kaspofungin, bir hasta amfoterisin B +
flukonazol + vorikonazol ) ile tedavi edildi. Antifungal ilaglarla tedavi edilen bu
hastalarin 14’Unde tedaviye olumlu yanit alinirken 14 hasta kaybedildi.
Kandidemi etkeni olarak soyutlanan 29 susun 26’s1 nozokomiyal KDE etkeni
olarak, U¢ tanesi ise kateter kolonizasyonuna bagl gecici kandidemi olarak
tanimlandi. S6z konusu 26 KDE’'nun 22’si primer KDE, dérdi sekonder KDE

(gl USE’na, biri pndmoniye sekonder) olarak tanimlandi.

Tablo 4.6. CDC tanimlamalarina gore HE ve tur dagihmlari.

5| Kan Dolagimi LOK KDE 5|6 (10 1 22
§ ve theter Katetere bagl KDE (Kateter izolatlari) 11112 4
@ | Enfeksiyonlari | seyonder KDE 2|2 4
":C]J USE Semptomatik USE 4 |1 2 7
© Asemptomatik kandidlri 813|115 17
5 Pnémoni Pnémoni 1 1
ﬁ Deri ve YDI | Deri ve YDE 2 2

Hastane Enfeksiyonu Toplam Sayi 22 (14 (13| 7 1 |57
. Solunum Yollari kolonizasyonu 6 1 7
(—é Kolonizasyon | Vaskiler Kateter kolonizasyonu 3 2 5
= Yara kolonizasyonu 2 111 4
% Kontaminasyon Apse, GIS kontan.1inasyonu 1 1
%= Oral flora kontaminasyonu 1 1
; Toplum _Hgstaneye ya}.tlstan 39nraki ik 24 saat 1 1 ”
o Kaynakl icinde alinan érnekte Greme

Hastane Enfeksiyonu olmayanlar Toplam Sayi 13 4 | 3 20

YDI; Yumusak Doku Enfeksiyonu. GIS; Gastro Intestinal Sistem.
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4.12. Suslara Gore Tum Yontemlere Genel Bakis

Not: Toplam 79 sus (U¢ standart sus ve 76 klinik izolat) asagidaki tablolarda
test sonugclariyla beraber gosterilmektedir. Inkomplet olarak tanimlanan kandida tura
tabloda yer almazken, standart suslar koyu renkli olarak gosterildi.

Tablo 4.7. Candida albicans ve C. dubliniensis susglarinin tanimlanmasinda
kullanilan yontemler ve test sonuclari.

Eu$ CHROMagar Germ Tlp Klamlqoqur ve 4_}5°C’de Molekduler testler
o] psodohif Ureme
1 |C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
5 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
7 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
9 |C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
10 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
11 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
12 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
15 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
16 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
19 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
20 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
21 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
22 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
25 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
26 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
28 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
31 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
35 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
36 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
38 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
39 | C. albicans Pozitif + (az sayida) / + ++ C. albicans
40 |C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
43 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
45 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
49 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
50 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
58 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
60 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
63 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
64 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
65 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
66 | C. albicans Pozitif +/+ + C. albicans
71 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
74 | C. albicans Pozitif +/+ +++ C. albicans
78 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
79 | C. albicans Pozitif +/+ ++ C. albicans
3 |C. dubliniensis Pozitif +/+ ++ C. dubliniensis
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Tablo 4.8. Germ tlp olusturmayan suslarin tanimlanmasinda kullanilan
yontemler ve test sonugclari.

SNU§ CHROMagar Germ Tup Klamic_i_ospc_Jr ID 32C API Molekdler testler
0 ve psodohif

4 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

8 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

13 | C. glabrata Negatif -/ - C. glabrata C. glabrata

14 | C. glabrata Negatif -/ - C. glabrata C. glabrata

17 | C. glabrata Negatif -/ - C. glabrata C. glabrata

30 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

59 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

72 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

75 | C. glabrata Negatif -/- C. glabrata C. glabrata

76 | C. glabrata Negatif -/ - C. glabrata C. glabrata

2 |Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis |C. parapsilosis
6 | Candida sp. Negatif -/ + C. parapsilosis C. parapsilosis
23 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
24 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
32 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
34 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
51 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
52 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
54 | Candida sp. Negatif -1+ C. parapsilosis C. parapsilosis
55 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
56 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
57 | Candida sp. Negatif -/ + C. parapsilosis C. parapsilosis
61 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
62 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
73 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
80 | Candida sp. Negatif -/ + C. parapsilosis C. parapsilosis
18 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
67 | Candida sp. Negatif -+ C. parapsilosis C. parapsilosis
27 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
29 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
33 | C. tropicalis Negatif -1+ C. tropicalis C. tropicalis
37 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
41 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
42 | C. tropicalis Negatif -/ + C. tropicalis C. tropicalis
46 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
47 | C. tropicalis Negatif -/ + C. tropicalis C. tropicalis
48 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
53 | C. tropicalis Negatif -/ + C. tropicalis C. tropicalis
68 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
69 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
70 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
77 | C. tropicalis Negatif -+ C. tropicalis C. tropicalis
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V- TARTISMA

GunUmuzde invaziv fungal enfeksiyonlar icin risk altindaki
popllasyonun giderek arttigi gézlenmektedir. Ozellikle nozokomiyal fungal
enfeksiyonlarin %80'inden fazlasindan sorumlu olan kandida turleri hastane
kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlari arasinda 4. sirada yer alan 6nemli
patojenler olmaya devam etmektedir. Diger taraftan goértlme sikliklari cografi
bolgelere gore onemli farkhliklar gostermekle birlikte albicans-disi kandida
turlerinin  etken oldugu enfeksiyonlarin insidanslarinda artis oldugu
bildiriimektedir (2,113).

ABD’nde NNIS’e kayith yaklasik 180 hastanede 1980-1990 yillarini
kapsayan nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinin saptanmasina yonelik bir
arastirmada; Candida cinsine ait turlerin E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
enterokoklar ve KNS’lari takiben altinci sirada yer aldigi saptanmistir. Ayni
arastirma sonucunda hastane enfeksiyonu etkeni olarak soyutlanan 27.200
fungal patojenin  19.621 (%72,1)'ini kandida turlerinin  olusturdugu
saptanmigtir. Kandida turleri arasinda C. albicans (%76) buyuk oranla ilk
sirada yer alirken, daha az siklikla C. tropicalis’in (%7), C. parapsilosis
(%2,5) ve diger tlrlerin etken olarak izole edildigi bildiriimistir (121). Bu
arastirmanin sonuglarinin yayimlanmasini takip eden donemlerde kandida
turlerinin tm HE arasindaki oranlari artmaya devam ederken, C. albicans’in
kandida turleri arasindaki sikligi azalmig, C. glabrata ve C. parapsilosis basta
olmak Uzere albicans-digi kandida tdrlerinin oranlari artig gostermistir.
Tayvan’da yapilan bir calismada 1981°'den 1993’e kadar gecgen surede
nozokomiyal kandidemilerin gorulme sikhginin 27 kat arttigi bildirilmigtir (68).

Glnimiizde kandida enfeksiyonlari 6ézellikle YBU'nde tedavi gdren
hastalarda mortalitesi yliiksek enfeksiyonlara neden olmaktadir (54). Ornegin
1992 yilinda 17 Avrupa Ulkesini igeren bir calismada, 1417 YBU'nde
saptanan invaziv kandida enfeksiyonlarinin tim nozokomiyal enfeksiyonlarin
%17'sini olusturdugu saptanmistir (2). Ulkemizde yapilan calismalarda da
kandida tlrlerine bagh HE 6zellikle YBU’lerinde en sik goriilen enfeksiyonlar
arasinda bildiriimektedir (4,17,100). Bayram ve ark. (17) Cerrahi YBU’'ndeki
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hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda kandida turlerini %15’lik oran ile ikinci
sik etken olarak bildirmiglerdir.

Hastanemizde, Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi (HEKK) aktif
surveyans ekibinin caligmalari kapsaminda 2007 yilh genel degerlendirme
raporuna gore bir yillik donem icinde YBU’lerinde toplam 421 hastane
enfeksiyonu epizotu tespit edilmis, en sik hastane enfeksiyonu etkenleri
sirasiyla Acinetobacter spp. 87 (%20,7), KNS 57 (%13,5), Candida spp.
52 (%12,4), E.coli 51 (%12,1), Pseudomonans spp. 49 (%11,6) ve
Enterecoccus spp. 36 (%8,6) olarak saptanmistir. Ayni raporda YBU'leri
genelinde kandida tiirlerinin NKDE arasinda lgiinct sirada, NUSE etkenleri
arasinda E.coliden sonra ikinci sirada yer aldigi, NKDE’nin
%14,0 (30/214)tGnden ve NUSE'nin ise %22,4 (17/76)(inden sorumlu
olduklari belirlenmistir. Ayni raporda hastane enfeksiyonu etkeni olarak
soyutlanan 52 kandida turtinun enfeksiyon bolgelerine gére dagilimlar ise
siklik sirasina gére NKDE 30 (%57,7), NUSE 17 (%32,7), pnémoni 4 (%7,7)
ve cerrahi alan enfeksiyonu 1 (%1,9) olarak bildirilmigtir (yayimlanmamig
rapor).

Calismamizi yuruttigumuiaz dénemde hastane enfeksiyonu etkeni
olarak tanimladigimiz 57 turin enfeksiyon bolgelerine gore dagilimlari HEKK
raporuna benzer sekilde NKDE 26 (%45,6), NUSE 24 (%42,1), kateter
enfeksiyonu 4 (%7,0), deri ve yumusak doku enfeksiyonu 2 (%3,5) ve
pnémoni 1 (%1,8) olarak saptanmistir.

Kandida turlerinin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarinin
%9%’inden fazlasindan sorumlu olan bes tur; C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata ve C. krusei’dir (113). Tum dinyada
kandidemilerden en sik izole edilen tur C. albicans’tir (113). Bazi
caligsmalarda C. parapsilosis en sik gorulen etken olarak raporlanmaktadir
(30,73). Candida glabrata Kuzey Amerika’da, Fransa ve Norveg gibi Avrupa
ulkelerinden bildirilen bazi yayinlarda KDE etkeni kandida turleri iginde ikinci
siraya yukselmigstir ve etkenler icinde % 20-24 oranlarinda raporlanmaktadir
(102,113). Nedeni ¢ok iyi bilinmemekle beraber Guney Amerika Ulkelerinde

C. tropicalis ve C. parapsilosis 2. ve 3. siralarda yer alirken C. glabrata daha
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az siklikta gorulmektedir (9,73). Calismamiz stresince 26 nozokomiyal
kandida nedenli KDE epizotu tespit edilmis, sorumlu etkenler siklik sirasina
gore C. parapsilosis 10 (%38,5), C. tropicalis 8 (%30,8), C. albicans
7 (%26,9) olarak belirlenmis ve bir tar (%3,8) inkomplet olarak tanimlanmistir
(C. lusitaniae veya C. intermedia). Arastirma suresi icinde C. glabrata ve
C. krusei turlerinin etken oldugu NKDE saptayamamis olmamiz, HEKK
kararlari geregi hastanemizde proflaktik flukonazol kullaniminin ¢ok kisitli
tutulmasina bagh olabilir.

Calisma sonucunda kandida tirlerinin neden oldugu hastane
enfeksiyonu etkenleri arasinda C. albicans ilk sirada olmasina karsin, NKDE
s6z konusu oldugunda albicans-disi kandida turlerinin daha sik etken oldugu
gorulmustir. Hastanemizde toplam 10 farkli serviste fungal NKDE tespit
edilmigtir. NKDE’'nin % 42,3 (11/26)’'U, yani yarisina yakini Genel Cerrahi
YBU hastalarinda saptanmistir. Yine C. parapsilosis nedenli toplam
10 NKDE'nin %50’si Genel Cerrahi YBU'nde yatan hastalarda ortaya
cikmigtir. S6z konusu bes C. parapsilosis susunun dordd ayni donemde
YBU'nde yatan hastalardan soyutlanmistir. Bu tiirlerin klonal iligkisini
arastirmak icin molekuler epidemiyolojik calismalara gereksinim vardir. Genel
Cerrahi YBU'nde kandida enfeksiyonlarinin yiiksek oranlarda olmasi bu
serviste mide, kolon, pankreas kanseri vb. patalojiler nedeni ile ameliyat
edilen ileri yas grubu hastalarin oraninin yiksek olmasi ile ilgili olabilir. Uzun
sureli YBU tedavisi gereksinimi, cogul invaziv girisimlere maruz kalmalari,
yogun antibiyotik kullaniimasi, TPN (total parenteral nutrisyon) uygulamasi
vb. faktorler bu hastalarda fungal NKDE'nin daha sik ortaya g¢ikmasinin
baslica nedenleri olarak dusunulebilir.

Dunya genelinde oldugu gibi hastanemizde kandida turlerinin en sik
neden oldugu enfeksiyon alanlarindan biri de Uriner sistemdir. Tim NUSE’nin
%10-15'inde kandida tirleri etken olarak soyutlanmaktadir (61). Uriner sistem
orneklerinde C. albicans basta olmak Uzere C. glabrata, C. tropicalis gibi
kandida turlerinin sik olarak soyutlandigi C. parapsilosis’in ise seyrek olarak
izole edildigi bildiriimektedir (23,26,28,36,50,61,68,82,86). Calismamizda
kandidalarin etken oldugu NUSE, NKDE’n! takiben ikinci sirada yer almstir.
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NUSE etkeni olarak en sik soyutlanan patojenler C. albicans 12 (%50,0),
C. glabrata 7 (%29,2) ve C. tropicalis 4(%16,7) olup Uriner sistem izolatlarinin
yedisi CDC kriterlerine gére SUSE etkeni olarak tanimlanmig, 17 izolat ise
nozokomiyal kandiduri olarak degerlendirilmistir. Hastanemizde ortaya ¢ikan
NUSE’nda tiir dagihmi diinya genelindeki verilere benzerlik géstermektedir,
kolonizasyonu olan riskli hastalarda invaziv enfeksiyon gelisme olasihgi
yuksek oldugundan (3) bu hastalarin takibi onem arzetmektedir.

Kandida tirlerinin yatan hastalarda siklikla solunum yolu
kolonizasyona neden olmasi nedeniyle nozokomiyal pndmoni (NPNEU)'lerin
gercek insidansinin saptanmasi ancak postmortem donemde otopsi
calismalari ile mumkun olabilmektedir (59). Candida albicans tum NPNEU
olgularinin  %40-70'inde etkendir, bunu sirasiyla C. tropicalis ve
C. parapsilosis izlemektedir (118). Hastanemizde HEKK 2007 yili raporunda
NPNEU’ler tum HE arasinda (%14,5) ve kandida tirlerinin etken oldugu HE
arasinda (%7,7) 3. sik enfeksiyon tipi olarak belirtiimigtir. Ayni raporda tum
NPNEU’erin %6,6 (4/61)’'sindan kandida turleri sorumlu oldugu bildirilmistir.
Calismamizda yedi hastanin solunum yollari 6rneklerinden sekiz kandida
tird izole edilmigtir. CDC kriterlerine goére alti C. albicans ve bir
C. glabrata turu kolonizasyon, bir C. ftropicalis tira ise NPNEU olarak
degerlendirilmigtir.

Kandida enfeksiyonlari siklikla endojen kaynakhdir (62). Hastanede
yatan diskln hastalarda ortaya ¢ikan mukozal kolonizasyon ve/veya yuzeyel
kandidozlar sistemik enfeksiyonlara kaynak olusturabilirler. On ginden fazla
surede hastanede yatan ve genis spektrumlu antibiyotik kullanan hastalarda
%80 oraninda mukoza kolonizasyonu gorulebilmekte, bu oran saglikli
kisilerde %2-37 arasinda degismektedir. S6z konusu bdlgelerden kandida
izolasyonu enfeksiyonu gostermemekte, ancak kandida tdrlerinin mukoza
yuzeylerine aderensi ve kaliciligi kandidoz gelismesi i¢in baglangi¢ evresini
olusturmaktadir. Kolonizasyon susglari ile kandidemi yapan suslarin genomik
dizeyde ayni oldugunu gdsteren calismalar vardir (62). Pittet ve ark. (93)
tarafindan geligtirilen kolonizasyon indeksi (kandida dremesi olan anatomik

bolge sayisi / kdltur alinan anatomik bodlge sayisi), kolonizasyon ile
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enfeksiyonun ayiriminda cerrahi girisim uygulanmis kritik hastalarda yararl
bulunmustur.

Calismamizda 17 hastanin Uriner sisteminde (ASK) ve 13 hastanin
diger vlicut bolgelerinde (solunum yollari, vaskuler kateter ve yara) kandida
kolonizasyonu tanimlandi. izole ettigimiz toplam 77 susun 33 (%42,9)
kolonizasyon olarak degerlendirildi. Calismamiz sirasinda takip ettigimiz 60
hastanin 30 (%50,0)'unun bir veya birden fazla kandida turu ile kolonize
oldugu saptandi. Bu hastalarin buylk c¢ogunlugunda kolonizasyon
olusmasinda en o©nemli risk faktorleri olarak bilinen YBU'nde bulunma
%76,6 (23/30) invaziv girisim uygulanmasi ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanimi gibi predizpozisyon olusturan risk faktorleri vardi.

invaziv kandida enfeksiyonlarinin énlenmesi ve uygun tedavisi igin
laboratuvarin tlr dizeyinde hizli ve dogru tanimlamasina ihtiya¢ vardir. Germ
tlp testi bu amacgla hastanelerde mayalarin identifikasyonunda en sik ve ilk
basamakta kullaniimaktadir. Lo ve ark. (68) germ tup testinin sensitivite ve
spesifitesini sirasiyla %95 (230/242) ve %98,6 (411/417) olarak bulmuslardir.
Candida albicans suslarinda germ tlup pozitifligi % 95-97 olarak
bildiriimektedir (67). Lee ve ark. (66) C. albicans suslarinin en iyi germ tlp
olusumunun serumda 37°C’de, serum igermeyen YEPD besiyerinde ise
39°C’de oldugunu, 1si ile germ tip olusumunun indlklendigi serumsuz
besiyerinde sensitivite ve spesifitenin %100’ ulastigini  bildirmislerdir.
Calismamizda test ettigimiz 35 C. albicans susunun tamami germ tlp
olusturdu. Farkli hasta serumlarinin randomize olarak kullanildidi ilk testlerde
bes (%14,3) C. albicans susu germ tip negatif olarak degerlendirildi. ilk
dederlendirme sonucunda %85,7 olarak saptanan test duyarliidi pozitif
kontrol suglari kullanildiginda %100 olarak saptandi.

Yucesoy ve ark. (122) insan serumu kullandiklari galigmalarinda 111
C. albicans susundan sadece 88 (%79,3)inde germ tup testinin pozitif
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar saptadiklari dustk duyarliik oraninin
¢alismada insan serumu kullanmalarina veya izolatlarin ¢cogunun immun
baskilanmigs ya da antifungal tedavi altindaki hastalardan soyutlanmig

olmasina bagl olabilecegini bildirmiglerdir. Germ tip olusumunu Uzerine ¢gok
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cesitli faktorlerin etkili olabildigi dikkate alindiginda, 6zellikle de insan serumu
kullanildigi durumlarda testte kullanilan serumlarin pozitif kontrol suslari ile
birlikte isleme tabi tutulmasinin, ayrica degerlendirilmesi kolay duyarllik ve
seciciligi yuksek olan CAC besiyeri kullanilarak, kolonilerin renk degisimi ve
gérunimlerine godre, test sonuglarinin dogrulanmasinin yanlis negatif
sonuglarin en aza indirgenmesine yardimci olacagi kanisindayiz.

Candida dubliniensis germ tup testi pozitif olan diger bir kandida
turadar. Leigh ve ark. (27) C. dubliniensis suslarinda tavsan serumunda germ
tip olusturma oranini %98 (40/41) olarak bildirmislerdir. Ayni ¢alismada
C. albicans turlerinin tanimlanmasinda kullaniimak Uzere tasarlanmis “Germ
Tube Solution” (GTS; Remel, Lenexa, KS)'un C. albicans suglarinda tavsan
serumu ile benzer sonuglari verdigi halde, 41 C. dubliniensis susunun
higbirisinin 3. saat sonunda GTS solusyonunda germ tip olusturmadigi, sure
Uc saatten daha fazla uzatildijinda ise sadece U¢ izolatta kisa ve az sayida
germ tup olustugu gozlenmis ve sonugta C. dubliniensis suglarinin germ tup
olusturma oOzelliginin GTS ile test edilemeyecegdi sonucuna varmiglardir.

C. tropicalis turleri germ tup benzeri psodohifler olusturabilir, fakat bu
borucugun maya hucresinden c¢iktigi yerde C. albicans germ tiplnde
gorulmeyen bir daralma goralur (120). Bu yuzden C. ftropicalis suglarinda
germ tup testi yalanci pozitif olarak degerlendirilebilmektedir (68).

Candida albicans ve C. dubliniensis’i hizli tanimlamak icgin kullanilan
diger bir yontem de degisik besiyerlerinde klamidospor olugsumunun
arastirimasidir (8,107,112).

Tintelnot ve ark. (107) Tween 80 iceren agar kullanarak toplam 170
C. dubliniensis ve C. albicans susunda klamidospor olusumunu
arastirmiglardir. Calismada C. albicans suslarindan % 2,6 (3/117)’sinin
klamidospor olusturmadigi, buna karsilik C. albicans suslarinin % 24,8
(29/117Y)i ile C. dubliniensis suslarinin %86,8 (46/53)’inin bol miktarda, ikili
veya uclu kimeler seklinde klamidosporlar yaparken, C. albicans suglarinin
%72,6 (85/117)'sinin ve C. dubliniensis suglarinin ise %13,2 (7/53)’sinin uzun
hiflerin ucunda tekli klamidosporlar olusturdugunu bildirmiglerdir. Sonugta

kimeler halinde ikili veya Ug¢lu klamidospor olusturma 6zelliginin
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C. dubliniensis’te daha sik gorildigu ancak tire 6zgu olmadigi, dolayisiyla
bu yontemle C. albicans ile C. dubliniensis’in ayriminin mimkun olmayacagi
kanisina varmiglardir.

Lee ve ark. (66) C. albicans suslarinin klamidospor olusturma testinin
duyarlilik ve segciciligini sirasiyla %96,2 ve %99,0 olarak bildirmiglerdir. Alves
ve ark. tarafindan (8) C. dubliniensis ve C. albicans ayiriminda farkl
besiyerlerinde  klamidospor olusturma oOzellikleri  arastirlmigtir.  Bu
arastirmacilar tomato juice agar (V8 agar)da 26 C. dubliniensis izolatinin
tamaminin klamidospor olusturdugunu, buna karsilik 93 C. albicans susunun
%92,5'inin klamidospor olusturmadigini bildirmiglerdir. Khan ve ark. (55)
Sunflower seed husk agarda 40 C. dubliniensis izolatinin tamaminin
klamidospor olusturdugunu, ancak C. albicans suslarinin  %96,2’sinin
klamidospor olusturmadigini rapor ettiler. Ayni amagla tobacco agar, casein
agar, staib agar ve caffeic acid-ferric citrate agar gibi besiyerlerinin
kullanildigi caligmalarda da benzer sonuglar alinmistir (6,7,56,112)

Calismamizda degerlendirdigimiz C. albicans ve C. dubliniensis
suslarinin tumdnin klamidospor olusturdugu goézlendi. Candida dubliniensis
standart susu ve C. albicans suslarinin bazilari bol ve ikili klamidosporlar
olusturdular. Bu nedenle literatirde bildirildigi gibi (107) bu 06zelligin tar
identifikasyonu icin yeterli olmadigi belirlendi. Klamidospor olusumunun
degerlendiriimesinin zaman alici olmasinin yani sira negatiflik saptanan
durumlarda yapilan tekrarli degerlendirmelerde klamidospor olugumunun
gOzlenebilmesi gibi paradoks bir durum da ortaya c¢ikabilmektedir.
Calismamizda MU-Tw80 agarda ureme 06zelliklerinin degerlendiriimesi yolu
ile inkomplet olarak tanimlanan kandida susu disindaki dort tard birbirinden
ayirt edebilmemiz mumkun oldu. Ancak nadir gorilen turlerle
karsilagildiginda veya daha genis tur cesitliligi oldugunda turlerin birbirinden
ayirt edilmesinde sorunlarla karsilasilabilineceg@ini dustunuyoruz.

Candida dubliniensis’in C. albicans’tan ayirt edilmesinde tanimlanan
diger yontemler arasinda 42°C ve 45°C’lerde Greme, metil blue SDA’da
ureme Ozellikleri, Staib agarda koloni morfolojisi, intraselliler b-D-glukozidaz

aktivitesi, biyokimyasal O&zelliklerin arastinldigi cesitli testler ve c¢esitli

63



molekdiler yontemler bulunmaktadir. C. dubliniensis suglarinin 42°C’de zayif
da olsa Ureyebildigi bilinmektedir.Pinjon ve ark. (92) 120 C. dubliniensis ve
98 C. albicans susu ile yaptiklari ¢alismada 10 C. dubliniensis susunun
(%8,3) 42°C’de Uredigini gostermiglerdir. Ayni galismada C. dubliniensis ve
C. albicans turlerinin ayriminda en uygun isinin 45°C oldugunu bildirilmistir.
Esen ve ark. ise (33) “Metil Blue SDA” besiyerinin 45°C’de lreme testine
gbre daha iyi sonuglar verdigini rapor etmiglerdir. Calismamizda
kullandigimiz 35 C. albicans susunun tamami 45°C’de lremis ve pozitif
kontrol amagli kullandigimiz C. dubliniensis susu Grememistir.

Pincus ve ark. (91) C. dubliniensis ve C. albicans turlerinin ayriminda
kargilastirdiklari ticari sistemlerden APl 20C AUX ve ID 32C sistemlerinde
veritabani degisikligi ile daha guvenilir sonuglar verilebilecegini bildirmiglerdir.
Calismamizda ID 32C ile test ettigimiz C. dubliniensis susu 24. ve 72.
saatlerde C. albicans, 48. saatte ise C. dubliniensis olarak tanimlanmistir.
Bu nedenle biyokimyasal ozellikleri birbirine benzeyen bu iki tirin birbirinden
ayrilmasinda ticari kitlerin yetersiz kalabilece@inin hatirda tutulmasi uygun
olacaktir.

Tintelnot ve ark. (107) ID 32C asimilasyon testlerinin, CAC besiyerinde
koyu yesil pigment yapiminin, klamidospor olusturma ve beta-D glukozidaz
aktivitesinin arastirilmasinin  C. dubliniensis suslarinin  C. albicans
suglarindan ayiriimasinda bazi durumlarda yetersiz kalabilecegini
bildirmektedirler. Tum bu bilgiler 1siginda C. albicans’a gore azol direngli
olma olasiligi daha yuksek olan C. dubliniensis suslarinin identifikasyonunda
en guvenilir sonuglarin altin standart yontem olarak kabul edilen molekuler
calismalar ile elde edildigi sdylenebilir (76).

CHROMagar Candida (CAC) hazir besiyeri 6ncelikle C. albicans,
C. tropicalis ve C. krusei turlerinin diger turlerden ayirt edilmesi igin
tasarlanmistir. Birgok arastirmada bu Ug¢ turin tanimlanmasinda duyarlihgi
%94-100, 6zgulligu ise %99-100 arasinda bulunmustur (79,110). izole
ettigimiz 35 C. albicans susunun tumiu CAC besiyerinde 24-48 saatte parlak

yesil koloniler olusturdular. Bu gorunume diger higbir tirde rastlanmadi ve
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14 C. tropicalis susunun hepsi CAC besiyerinde parlak c¢elik mavi koloniler
olusturdular. Bu gérunum de diger higbir turde gézlenmedi.

Nadir gorulen albicans-disi kandida suslarinin hasta orneklerinde
daha sik karsimiza c¢ikmaya baslamasi C. parapsilosis ve C. glabrata
suslarinin etken oldugu kandidemilerin artmasi, s6z konusu suslarin
tanimlanmasinda CAC besiyerinin performansinin sorgulanmasina neden
olmus ve bazi arastirmacilar s6z konusu besiyerinin etkinliginin ortaya
konmasina yonelik gesitli calismalar yapmiglardir (46,81). Pfaller ve ark. (89)
CAC besiyeri ile C. glabrata'yl tanimlamada guUvenilir sonuglar elde
ettiklerini belirtmiglerdir. Bununla birlikte bazi arastiricilar, daha az soyutlanan
bazi turlerin ayiriminda gugclukler yasandigi konusunda bildirimde
bulunmuslardir (110).

Hospenthal ve ark. (46) 180 albicans-digi kandida tirand
(C. dubliniensis, C. famata, C. firmetaria, C. glabrata, C. gquilliermondii,
C. inconspicua, C. kefyr, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis,
C. parapsilosis ve C. rugosa) tanimlamada CAC besiyerinin etkinligini
arastirmiglardir. Bu calismada C. dubliniensis izolatlarinin C. albicans
turlerinden tam olarak ayirt edememigler ve bunu stoklardan canlandirilan
suslarin kullaniimasi ile stoklama kosullarinin pigment olusumu Uzerine olan
olasi olumsuz etkilerine baglamiglar. Diger taraftan ayni ¢alismada
C. dubliniensis ve C. albicans izolatlarinin direkt klinik drneklerden ve stok
suslardan CAC besiyerlerine yapilan pasajlardan identifikasyonunun farkl
arastirmacilar tarafindan yapilabildigi de bildiriimektedir (46). Bu iki tur igin en
iyi ayirim inkubasyon suresi 72 saate uzatildiginda mumkun olmakta, bu
durum ise tanida gecikmelere neden olabilmektedir. Yukarida da bahsedildigi
gibi c¢esitli kosullar pigment olusumunu etkileyebildiginden supheli kolonilerin
géruldigu durumlarda tani diger yontemler ile konfirme edilmelidir.
Calismamiz suresince takip ettigimiz hastalara ait érneklerde C. dubliniensis
susuna rastlanmamistir.

Pfaller ve ark. (89) C. norvegensis suslarinin C. krusei suglarindan
tam olarak ayirt edilemeyebilecedini, Hospenthal ve ark. ise (46) birer
C. lipolytica, C. norvegensis izolatlari ile C. firmetaria kolonilerinin gogu ve

C. inconspicua Kkolonilerinin tamaminin C. kruseiden makroskobik olarak
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ayirt edilemeyen koloniler olusturduklarini rapor ettiler. Calismamiz stiresince
hastanemiz izolatlari arasinda C. krusei tirine rastlanmamistir. Ancak nadir
de olsa hastanemizde bu turin neden oldugu enfeksiyonlar ortaya
cikmaktadir. Deneyimlerimize ve her iki arastirma sonugclarina bakildiginda
C. krusei suslari ile karistirilabilen diger turlerin daha az siklikta goriimeleri
nedeni ile CAC besiyerinden soyutlanan bu tip koloniler éncelikle C. krusei
olarak degerlendiriimeli ve tedavi ona gore dizenlenmelidir. Laboratuvarlar
taniyi diger yontemlerle dogrulamalidir.

Hospenthal ve ark. (46) zamanla koyu menekse rengine (dark violet)
doénusen pembe mor koloniler olusturan tim C. glabrata suslarinin diger
turlerden kolaylikla ayirt edilebildigini ve amfoterisin B’ye azalmis duyarlilk
gosterebilen 15 C. rugosa izolatinin 12’sinin koloni gérintumlerinin C. krusei
gibi oldugunu, ancak agik mavi-yesilimsi 6zgin renk farkhligi ile diger
turlerden ve C. kruserden kolaylikla ayirt edilebildigini bildirdiler.

Surveyans caligsmasi yapilan donem iginde yedi adedi idrar, birer
adedi de aspirasyon kateter ucu, apse ve yara kultirinden soyutlanan
toplam 10 (%13,0) C. glabrata susunun tamami CAC besiyeri ile dogru olarak
tanimlanmis ve sonuclar gerek ticari kitlerle (API) gerekse molekuler
yontemlerle dogrulanmigtir. Sekiz tlur saf olarak izole edilirken, yara
kultirinden izole edilen sus C. albicans ve C. parapsilosis ile beraber,
aspirasyon kateter ucu kulturtinden izole edilen sus ise C. albicans ile birlikte
polimikrobiyal Ureme gosteriyordu. Bu bulgu CAC besiyerinin C. glabrata
suslarini gerek saf gerekse c¢oklu Uremelerin bir pargasi oldugunda
tanimlayabildigini ortaya koymasi bakimindan énemlidir.

Nadir izole edilen diger kandida tdrlerinin cogu ve C. parapsilosis
turleri CAC besiyerinde konveks, krem gibi, pembenin ¢esitli tonlarindan, acik
mora ve fildisi rengine degisebilen renklerde birbirinden ayirt edilemeyen
koloniler olusturmaktadirlar. Ayni tlrin tekrarlanan pasajlarinda dahi
birbirinden farkli gérintimler ortaya ¢ikabilmektedir. Bazi ¢alismalarda CAC
besiyerinin C. parapsilosis turlerinin identifikasyonunda kullanilabilecegi
bildirilse de bu turlerin olasi etken oldugunun dusunuldagu durumlarda

sonuglarin mutlaka diger konvansiyonel yontemler, hazir ticari identifikasyon
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kitleri ve gerekirse molekuler yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir (46).

Tum izolatlarimizin = %76,6 (59/77)'sin1  olusturan C. albicans,
C. tropicalis ve C. glabrata suglarinin tamami CAC besiyeri kullanilarak
tanimlandi. Diger suglarin koloni ve renk gorunumleri C. krusei ile uyumlu
bulunmadi. En sik enfeksiyon etkeni olan diger dort tir ekarte edildiginde
geriye kalan pembe-beyaz koloniler olusturan %23,4 (18/77)10k kismi ¢ok
buyuk olasilikla C. parapsilosis olarak degerlendirilebilir. Ancak diger nadir
gérilen tarlerden tam olarak ayirimini yapamadigimizdan sonuglarimizi ileri
tani yontemleriyle konfirme ettik. Nitekim APl ve molekuler yodntemler
kullanilarak CAC besiyerinde fildisi renginde ve nispeten daha kulguk
koloniler olugturan bir sus C. intermedia veya C. lusitaniae seklinde inkomplet
olarak tanimlanirken diger 17 tur ise C. parapsilosis olarak dogrulanmistir.

Goklu etkene bagh kandidemi sikligi bir calismada %3,3 (14/427)
olarak bildirilmistir (78). Yapilan bircok retrospektif calisma sonucuna gore
kandida enfeksiyonlarinin yaklasik %4-10'unda birden fazla maya turanin
enfeksiyona eslik ettigi gorulmuastur ve prospektif calismalarla bu oranin daha
da artabilecegi 6ne surulmektedir (89,99,110). Karisik enfeksiyonlarda
uygulanan antifungal tedavinin etken maya turlerine etkili olmasi hayati 6nem
tagsimaktadir. Calismadan elde ettigimiz deneyimlere gore klinik orneklerin
direkt mikroskobik incelemesinde veya Ureme olan kan kultlrG siselerinden
yapilan gram boyamalarda maya hucreleri gérilmesi durumunda kanl agar,
Eozin metilen-blue agar ve diger besiyerleri yaninda SDA ve CAC
besiyerlerine de ekimler yapilmasi, 24 saat veya 48 saatlik inkibasyonun
sonunda kdulturlerin deg@erlendirilerek karisik enfeksiyon varlhigr ya da
flukonazole daha az duyarli kandida turlerinin varliginin belirlenmesine
calisiimasi en rasyonel davranistir. CAC besiyerinin bu amagla tarama testi
seklinde kullanimi kabul gormustar (110).

Calismamizda U¢ klinik ornekte polimikrobiyal dreme olmus, tUmu
CAC Dbesiyeri ile tanimlanmigtir. Sabouraud-dextrose agar ve diger
besiyerlerinde koloni morfolojileri birbirine benzedidi icin ayirt edilemeyen
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C. parapsilosis’in etken oldugu

orneklerin GUglnde de C. albicans polimikrobiyal Gremenin bir elemani olarak
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soyutlanmigtir. Bu nedenle her U¢ kulturdeki Uremelerin degerlendirilmesi
sadece germ tup testi ile yapilmasi durumunda C. albicans susunun tim
¢oklu enfeksiyon orneklerinde yer almasindan dolayl germ tup testinin pozitif
olarak degerlendirilebilecegi ve albicans-disi diger tlrlerin tespit edilmesinin
mumkin olamayacagi hatirda tutulmalidir.

Bindokuzyluzaltmigh yillarda vyalnizca bes kandida tlri oldugu
dusunadlirken, gunumuzde patojen oldugu bilinen en az 17 kandida turandn
varligr ortaya konmustur (42,52,116). Kandida turlerinin tanimlanmasinda
mikroskobik morfolojik dzelliklerin incelenmesi ve substrat assimilasyonunun
degerlendiriimesine dayanan metotlar zaman gerektiren ve ig yukunu arttiran
yontemlerdir. Bu nedenle 4-72 saat iginde sonug¢ veren, uygulamasi daha
kolay olan cesitli ticari sistemler gelistiriimigtir (52). ID 32C API sistemi
63 maya turinu guvenilir bir sekilde tanimlayabildigi i¢in ¢cogu arastirici bu
sistemi standart sistem olarak kullanmiglardir. Bununla beraber bu
yontemlerin tanida yetersiz kaldigi durumlar olabilmektedir (52).

Fujita ve ark. (37) API 20C kitinin inkomplet identifikasyon oranini
%6,8 olarak bulmuslar ve diger arastirmacilarin yaptiklari c¢alismalarda
C. albicans, C. tropicalis, ve C. glabrata kdkenlerinde olmak tzere inkomplet
identifikasyon oraninin %5-10 olarak raporlandigini bildirmiglerdir. Thanos ve
ark. (106) ise bazi C. albicans, C. guilliermondii, ve C. parapsilosis izolatlarini
ID 32C sistemi ile dogru olarak identifiye edemediklerini, bunun ancak DNA
fingerprinting yontemiyle mimkin oldugunu raporladilar. Lo ve ark. (68)
kandida suglarinin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testlerden
VITEK Yeast Biochemical Card ve ID 32C API testlerinin duyarhlklarini
sirasiyla % 92,6 (412/445) ve % 98,3 (59/60) olarak acikladilar. Buna kargilik
Verweij ve ark. (111) yedi ayri ticari sistemi karsilastirdiklari ¢calismalarinda
yontemler arasinda %?7,7-40,4 arasi degisen oranlarda farkh sonuglar elde
ettiklerini bildirmiglerdir.

Kagmaz ve ark. (52) ID 32C API ile Rapid Yeast Plus (RYP) sistemini
kargilastirdiklar caligmalarinda her iki sistem ile 100 sustan 92’sini dogru ve
ayni tur olarak tiplendirmiglerdir. Bu arastirmacilar ID 32C’nin inkibasyondan

24-48 saat, RYP sisteminin ise inkibasyondan 4-5 saat sonra sonug
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vermesinden dolayl ayni gun igerisinde dort saat gibi kisa surede tanimlama
yapabilen RYP sisteminin hizli tanida kullanilabileceg@ini bildiriimiglerdir.
Kandida turlerinin ileri derecede fenotipik varyasyon gostermeleri nedeniyle
ticari sistemlerle eksik tanimlanan veya hi¢ tanimlanamayan suslar icin ek
tanimlama yéntemlerine bagvurulmasi énerilmektedir (52).

Calismamizda 45 kandida tura ID 32C API test kiti ile tanimlanmistir.
Elde ettigimiz sonuglari molekuler test sonuglari ile karsilastirdigimizda API
ID 32C’nin duyarlihigini 24. saatte %72,9 (35/48), 48. saatte %95,8 (46/48) ve
72. saatte % 87,5 (42/48) olarak bulunmustur. Bir C. tropicalis susunun dogru
tanimlamasini 48. saatte ikinci segenek olarak vermesi, bir turu inkomplet
olarak (C. lusitaniae veya C. intermedia) tanimlamasi, C. dubliniensis
standart susunu ise 48. saatte dogru tanimlarken 24. ve 72. saatlerde
C. albicans olarak tanimlamasi sistemin eksik yonlerine 6rnek olarak
gosterilebilir. Candida ftropicalis suslarinin ¢gogunda ilk segenek olarak
tanimlama yapmasina ragmen duguk duzeyli tanimlamalara da (low
discrimination, acceptable identification, identification of the genus vb.)
rastlanabilmektedir. Calisma sonuglarimiza goére C. ftropicalis suslarinin
tanimlanmasinda CAC besiyerinin duyarliligi ID 32C API testinden yulksek
bulunmustur. Ayrica C. parapsilosis ve C. glabrata suslarinin tamami ve
randomize olarak segilen C. albicans suglari ID 32C API ile yuksek
tanimlama dereceleri ile dogru olarak identifiye edilmistir.

Virdlans kandida izolatlarinda turlere gore farkhliklar gostermektedir.
En fazla virtlan tur olan C. albicans’i C. ftropicalis izlemektedir. Kandida
turlerinin etken oldugu enfeksiyonlarda mortalite oranlarinin yiksek olmasi ve
flukonazole yapisal olarak direngli albicans-disi kandida tlrlerinin neden
oldugu kandidemilerin artigi maya turlerinin hizli ve dogru tanimlanmasinin
onemini daha da arttirmigtir (37). S6z konusu patojenlerin 4 ile 72 saat i¢inde
identifikasyonuna olanak saglayan degisik ticari sistemler gelistirilmistir.
Ancak s6z konusu yontemlerin dzellikle yeni ve yeniden 6nem kazanan maya
turlerinin test edilmesinde yetersiz kaldigi ya da hatal identifikasyonlara
neden oldugu bildiriimektedir. Diger taraftan klinik materyallerden kandida

turlerinin kdltar bazh ydntemlerle fenotipik olarak identifikasyonu igin saf
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kulturlerin elde edilmesi gerekmekte ve bunun icin ise en az bir gunluk
sureye ihtiyac duyulmaktadir. Bu nedenle kandida turlerinin hizli tani ve
identifikasyonuna yonelik olarak PCR bazli metotlar tanimlanmistir. Bunlar
arasinda yaygin uygulama alani bulan RFLP, PCR-RFLP, ture spesifik
problarla PCR ve RAPD analizleri sayilabilir (37).

Turenne ve ark. (108) klinik olarak dnem arzeden mantarlarin hizli
identifikasyonunda funguslarin 1TS2 Dbdlgelerinin buyuklik farkhliklarinin
ortaya konmasinin yararl olabilecedini bildirdiler. Ancak sik karsilasilan ve
antifungal tedavi secgenekleri fakli olan C. albicans ve C. krusei ITS2
amplikon uzunluklarinin arasinda sadece 3 bp.’lik fark vardi. Fujita ve ark. ise
(37) toplam 120 fungal tarin hem ITS1 hem de ITS2 bolgelerini multipleks
PCR ile g¢ogaltarak 30 maya turine ait 29 farkli jel paterni tanimladilar.
Bununla birlikte bu yontem Trichosporon cinsine ait iki farkli tar ile C. albicans
ve C. dubliniensis turlerini birbirinden ayirt edememektedir.

Fujita ve ark. (37) hem kulturdeki kolonilerden (40 dakika), hem de
maya pozitif kan kultr siselerinden DNA izolasyonu (1 saat) ile multipleks
PCR’In basarili bir sekilde uygulanabildigini acikladilar. Ayni ¢alismada
karisik florasi olan klinik érneklerden funguslarin direkt tanisinda sorunlar
yasanmasi nedeni ile s6z konusu yontemin kullanim alaninin agar plaklari
uzerindeki kultar kolonileriyle sinirli kalabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda Fuijita ve ark. (37) kullandiklari yontemi 6rnek alarak,
klasik yontemlerle yaptigimiz fenotipik tir tanimlamalarini molekuler
yontemlerle dogrulamayr amagcladik. Farkli olarak klinik orneklerden
dogrudan tur tanimlamasi yapmadan kultarlerdeki saf kolonilerden galistik ve
amplifikasyon Urudnlerini  PCR-ME  (mikrogip elektroforez) teknigini
kullanmadan sadece PCR-AGE (agaroz jel elektroforezi) ile goéruntiledik.
Sonug¢ olarak Fujita ve ark. (37) her ne kadar 29 tura net olarak ayirt
ettiklerini bildirseler de beklenen bant uzunluklarini inceledigimizde bazi
turlere ait uzunluklarin birbirine yakin oldugunu ve jel Gzerinde de birbirine
benzer goruntuler olustugunu gozlemledik. Fenotipik olarak tanimladigimiz
turlerin 66 (%85,7)'sin1 olusturan C. albicans, C. tropicalis ve C. parapsilosis

turlerinin tek olarak yudrutulduklerinde AGE goruntuleri ile birbirinden net
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olarak ayirt edilemeyebilecegi sonucuna vardik. Fujita ve ark. (37) bu
yontemin bant uzunluklari arasindaki fark 10 bp. oldugunda ayirim
yapabildigini bildirmis olmakla birlikte, C. albicans ve C. tropicalis turlerine ait
bant uzunluklarinin ortalamalari baz alinmayip en dusik ve en yuksek
degerlerin birlikte degerlendiriimesi durumunda uzunluk farkliliginin 4-5 bp.’e
distugu gorulmektedir. Candida parapsilosis bant uzunluklarinin diger
turlerden uzunluk fakhhgr 10 bp.’den buylk olmasina ragmen beklenen
uzunluk degerleri C. tropicalis ve C. kruseiye yakindi. Bant uzunluklarinin
birbirine yakin oldugu turlerde agaroz konsantrasyonunun ayarlanmasindaki
kiguk hatalarin, jelin homojenizasyonu ve kalinliginin  sonuglari
etkileyebilecegi dusunuldugunde bu yontemin sik karsilasilan bu dort turu
birbirinden ayirmada yetersiz oldugunu degerlendirdik. S6z konusu yontemin
29 farkh fungus tirQ icin farkli jel paternlerini tanimlamasi, tanimlamada
yetersiz kalinan durumlarda PCR-RFLP gibi daha ileri tani basamaklarina
gecis olanaglr saglamasi nedeni ile molekuler tur tiplendirmesinde ilk
basamak olarak kullanilabilecedi kanisina vardik. On C. glabrata susu bu
yontemle tam olarak tanimlanmigtir. Fujita ve ark. (37) test ettigi maya turleri
arasinda uzun Uran bant uzunlugu en buylk olan tir C. glabrata olarak
bildirildi ve yalnizca uzun Uranin g¢ogaltilmasi tum C. glabrata suslarinin
tanimlanmasi icin yeterli kabul edildi. Ayni yontemle turlerden biri uzun ve
kisa amplifikasyon drunlerinin uzunluklarina gére C. lusitaniae veya
C. intermedia seklinde inkomplet olarak tanimlanmistir. Bu iki tar diger 31
turden ayirt edilirken birbirinden tam olarak ayirt edilememis, sonug olarak bu
yontemle calismaya dahil edilen suslarin % 87,0 (67/77)’si tam olarak
tanimlanamamistir.

Biz laboratuvarimizda daha iyi tanimlamalar yapabilmek igin elde
ettigimiz amplifikasyon urlnlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesine
dayall tanimlama ydntemlerini uygulamaya karar verdik. Mirhendi ve ark. (75)
uzun PCR Urlnlerini Msp | restriksiyon enzimi ile keserek tibbi dneme sahip
alti kandida tarunU ayirt edilebildiklerini bildirmislerdir. Biz de ayni yontemi
kullanarak 77 susun 76 (%98,7)sini tam olarak tanimlamay! basardik.

Yontemin C. albicans ve C. dubliniensis suslarinin birbirinden ayrilmasinda
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yardimci olmamasi Uzerine iki tarin birbirinden ayrilmasi igin Mirhendi ve
arkadaslarinin (76) tanimladiklari yontemi bazi supheli C. albicans suslarina
uyguladik. Klinik izolatlarimiz arasinda C. dubliniensis susu olmadigini tespit
ettik.

Aktif stirveyans yontemi ile takip ettigimiz hastalardan Genel Cerrahi
YBU’nde dért C. parapsilosis tirii, ic Hastaliklari YBU'nde yedi C. albicans
(3 tar birbiri ile ve diger 4 tar birbiri ile ayni donemde) ve iki C. tropicalis susu
ayni doénemde yatan hastalardan soyutlanmistir. Bu suslarin  klonal
iligkilerinin tespit edilmesi i¢in karyotiplendirme, RFLP, prob hibridizasyon ve
RAPD gibi molekuler epidemiyolojik calismalarin yapilmasina gereksinim
duyulmaktadir. Lopez ve ark. (70) C. albicans suslari uzerinde PFGE, RAPD
ve RFLP tekniklerini karsilastirdiklari galismalarinda s6z konusu ydntemlerin
ustliin ve zayif yoénlerini tanimlayip kandida epidemiyolojisi ¢calismasinda bu
tekniklerin  herbirinin yararh oldugunu ve epidemiyolojik tiplendirme
tekniklerinin kombinasyonu ile daha dogru ve kolay degerlendirilebilen
sonuglar ortaya konabilecegini bildirmiglerdir. Calismamiz sirasinda
topladigimiz epidemiyolojik slrveyans verilerinin anlam kazanabilmesinin,
laboratuvarimizin molekuler epidemiyolojik arastirmalari yapilabilecek sekilde

modern sistemler kurularak gelistiriimesine bagl oldugu kanisindayiz.
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VI- SONUG ve ONERILER

Candida cinsine ait tlrlerin neden oldugu enfeksiyonlar hastanemiz
YBU'lerinde ortaya cikan tim HE (%12,4) ve NKDE'lari arasinda (%14,0)
Ugtincl, NUSE arasinda ise (%22,4) ikinci sirada yer almaktadir (HEKK
yayimlanmamis rapor). Klinik ve YBU ayirimi yapmadigimiz ¢alismamizda ve
HEKK’nin 2007 raporunda saptandigi Uzere kandida turlerinin etken olarak
en sik izole edildigi enfeksiyon bolgeleri NKDE ve NUSE’laridir, diger
enfeksiyonlar ise daha nadir olarak goértulmektedir.

Tdm dinyada oldugu gibi Ulkemizde de kandida turlerinin neden
oldugu HE'nin insidansi artmaktadir ve soyutlanan tirler cografi, bolgesel,
hatta  kurumsal farklihklar  gosterebilmektedir.  Calismamizda 35
C. albicans (%45,5), 17 C. parapsilosis (%22,1), 14 C. tropicalis (%18,2),
10 C. glabrata (%13,0) ve inkomplet olarak identifiye edilen bir tar
(C. lusitaniae veya C. intermedia) (%1,3) olmak Uzere toplam 77 kandida
susu identifiye edilmistir. Aktif slirveyans sonucunda hastane enfeksiyonu
etkeni olarak degerlendirilen 57 susun (%74,0) sayisal ve oransal dagilimlari
22 C. albicans (%38,6), 14 C. tropicalis (%24,6), 13 C. parapsilosis (%22,8),
7 C. glabrata (%12,3), inkomplet olarak identifiye edilen bir tur (C. lusitaniae
veya C. intermedia) (%1,8) olarak saptanmistir. C. parapsilosis (%38,5) ve
C. tropicalis (%30,8) NKDE’nin, C. albicans (%50,0) ile C. glabrata (%29,2)
NUSE’nin en sik etkenleri olarak saptanmistir. Candida glabrata ve C. krusei
tarlerinin etken oldugu KDE saptanmamistir. Bu baglamda kandidemilerin
tedavisinde ilk secenek olarak bildirilen flukonazolun (54) hastanemiz igin iyi
bir ampirik antifungal tedavi seceneg@i olusturabilecegi kanisini edindik.
Bununla birlikte calismamizda flukonazole karsi %5-10 oraninda direng
bildirilen C. glabrata’nin (113) kandida nedenli NUSE etkenleri arasinda ikinci
siklikla soyutlanmig olmasinin antifungal tedavinin planlanmasinda dikkate
alinmasi gereken énemli bir bulgu oldugunu diagunuyoruz.

NKDE etkeni olarak en sik tanimladigimiz tir olan C. parapsilosis
siklikla saglhk calisanlarinin ellerinde kolonize olabilmekte, dolayisiyla
hastane ortaminda kolayca yayilabilme olanagi bulmaktadir. Bu nedenle

hastanelerde bir biriminde, dzellikle YBU’lerinde, hastane enfeksiyonu etkeni

73



olarak soyutlanan C.parapsilosis tlrleri sik olarak saptaniyorsa, el ylkama
basta olmak Uzere hastanede yurutllen enfeksiyon kontrol dnlemlerine iligkin
uygulamalarin  etkinliginin  6zenle  sorgulanmasinin  gerekli  oldugu
kanisindayiz.

Hastane enfeksiyonlarina neden olan tirlerin dagiliminda hastalarin
yattiklari kliniklere gore degisiklikler gorulebildigi bilinmektedir. Bizim
calismamizda da Genel Cerrahi klinigi ve YBU'nde C. parapsilosis diger
kliniklere gore daha yuksek oranda soyutlanmigtir.

Genel Cerrahi ve i¢ Hastaliklari YBU'nde ayni dénemde ayni tiirlerin
etken olarak izole edildigi HE'nda klonal iligkinin gOsterilebilmesi ancak
molekuler epidemiyolojik ¢alismalarla mumkun olabilecektir. Daha o6nceki
donemlerde hastanemizde benzer kandida uUremeleri olmus ve izole edilen
kandida tlrleri arasindaki genomik benzerligin ortaya konmasi ancak baska
bir merkezde PFGE ydntemi uygulanarak mamkuin olabilmistir. Diger taraftan
YBU’leri, yanik ve onkoloji servisleri gibi immiin sistemi baskilanmis
hastalarin uzun sureli tedavi gérdugu birimleri barindiran buyidk merkezler ve
egitim hastaneleri igin uygulanabilir ve standardize edilmis epidemiyolojik
molekuler tani yontemlerinin hastane enfeksiyonu slirveyans uygulamalarinin
bir unsuru olarak dusunulmesinin (81) abartili olmayacagi kanisindayiz.

Hasta orneklerinden soyutladigimiz toplam 77 susun, asemptomatik
kandiduriler dahil olmak uUzere, 33 (%42,9)'U kolonizasyon etkeni olarak
degerlendirildi. Kolonizasyon kandida turlerinin konak mukoza yuzeylerine
aderensi ve ¢ogalmalari olup, invazyonun baglangi¢ evresini olugturmaktadir.
Bu nedenle 6zellikle de cogul kolonizasyonu olan kritik hastalar invaziv
enfeksiyon varligi yoninden duzenli aktif surveyans ile izlenmeli,
gerektiginde proflaktik antifungal tedaviye baslanmaldir. Diger taraftan
hastalarda kolonizasyon ile invaziv enfeksiyona neden olabilen suslarin farkl
olabilece@i de unutulmamaldir. Ozellikle de invaziv kandida enfeksiyonlari
icin risk grubunu olusturan hastalardan tek bir enfeksiyon alanindan, ya da
farkh klinik o6rneklerden soyutlanan kandida suslarinin tir duzeyinde
tanimlanmalarinin  tedavi ve HE kontrol Onlemlerinim zamaninda

alinabilmesine 6nemli katki saglayacagdi unutulmamalidir.
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Yukarida vurgulandigi gibi invaziv kandida enfeksiyonlarinin tanisi,
sagaltimi ve etkenin hastane ortaminda vyayillmasinin 6nlenmesinde
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin hizli ve dogru tanimlama yapmasi kosuldur.
Kandida turt mayalarin identifikasyonunun ilk basamagini olusturan germ tip
testinin duyarliigi %95-97 olarak bildirilmektedir (67,68). Deneyimlerimiz
insan serumu kullanilarak yapilan germ tip testinde yanlis negatif sonuglarin
en aza indirilebilmesi igin test serumlarinin pozitif kontrol suglari ile beraber
degerlendiriimesi yonundedir.

Kandida suslarinin, MU-Tw80 agardaki uremeler degerlendirilerek
tiplendirilmesi gerek iglemin yogun emek gerektirmesi ve zaman alici olmasi
gerekse duyarlihk bakimindan CAC ya da ID 32C API yontemlerine gore
ustinlginin bulunmamasi vb. dezavantajlari g6z 6nune alindiginda rutin
uygulama igin oncelikli bir ydontem olmadigi kanisini edindik. Bu baglamda
C. dubliniensis suslarinda daha sik gozlenen kiime seklinde ya da ikili veya
ucli  klamidospor yapma Ozelliginin tire 0zgul olmadigi ve tum
C. dubliniensis suglarinin da ikili ya da Uglu klamidospor olusturmadiklari
bildirilmigtir (107). Calismamizda bazi C. albicans suslarinin ikili klamidospor
olusturdugunu saptadik, bu nedenle C. albicans ile C. dubliniensis’in ayrimi
icin MU-Tw80 agarda uretme yoOnteminin tek basina yeterli olmadigi
dusundyoruz. Bu amag igin kolay, ucuz ve tekrarlanabilir yontemler olan
45°C’'de Ureme ile CAC besiyeri kullaniimasinin daha uygun olacagi
sonucuna vardik.

Kandidemi tanisinda genel olarak rutin laboratuvar is akigi; germ tup
testi, MU-Tw80 agarda uretme ve API sisteminde identifikasyon sirasi
izlenmektedir. Bu durumda pozitif sinyal veren, ve gram boyama sonucunda
maya hicresi saptanan hemokultir sisesinden SDA’ya yapilan pasajlardaki
uremenin saf kudltur oldugu varsayilsa bile, bir C. albicans susunun
tanimlanmasi igin gereken asgari sure 48 (24+24) saati bulmaktadir,
albicans-disgi turler s6z konusu oldugunda ise tir dizeyinde tanimlama
yalnizca konvansiyonel yontemlerle yapilabilmekte, en erken 48-72 saat
sonunda sonuca ulagilabilmektedir. Konfirmasyon icin APl yontemine

basvurulmasi durumunda ise tanimlama suresi asgari 24 saat daha
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uzayabilmektedir. Bizim calismamizda uyguladigimiz gibi GUreme saptanan
hemokdiltir sisesinden dogrudan CAC besiyerine ekim yapilmasi durumunda,
ise SDA besiyerinde maya kolonilerin belirgin hale gelmesi i¢in gereken sure
olan 24 saat sonrasinda, siklikla tar duzeyinde tanimlama da muimkidn
olabilmektedir. Yontemin polimikrobiyal Uremenin erken dbénemde
saptanmasina olanak saglamak gibi bir Gstlinligd de bulunmaktadir (81).
Diger taraftan CAC besiyerinin kandidemilerin erken donemde tanisina
yonelik laboratuvar is akigi kapsamina dahil edilmesinin APl ydntemi ile
identifikasyon gereksinimini azaltacagini, dolayisiyla maliyetin disirdlmesine
yardimci olacagini disundyoruz. CAC besiyerinin kullanilmasinin antifungal
seciminin hizla yapilmasina olanak saglamasi, dolayisiyla mortalite ve
morbiditenin azaltiimasina katki saglamasi gibi ¢ok énemli bir avantaji daha
bulunmaktadir (45).

Deneyimlerimiz CAC besiyeri ile tur tayinlerinin C. albicans igin germ
tup testinden, C. ftropicalis igin ise ID 32C API testinden daha duyarl bir
sekilde yapilabildigi yonundedir. Bu yontemle C. glabrata ve C. krusei
identifikasyonu da kolaylikla yapilabilmektedir. Diger taraftan CAC
besiyerinde koloni renk ve morfolojik gériinimlerine gore tanimlanmasi tam
olarak yapillamayan C. parapsilosis ile diger kandida turlerinin
identifikasyonunda ise 63 maya turinu guvenilir bir sekilde tanimladigi
bildirilen (52) ID 32C API sisteminden yararlanilabilecegi diustncesindeyiz.

Calismamizda kandida suslarinin tir dizeyinde tanimlanmasinda
klasik yontemler ile molekuler yontemler retrospektif olarak karsilastiriimig
sonugta; CAC besiyeri ve ID 32C API yontemlerinin beraber kullanilmasi ile
elde edilen sonuglarin molekuler test sonuglari ile % 100 uyumlu oldugu
saptanmigtir.

invaziv kandida enfeksiyonlarinin tanisinda kan kiiltiirii yénteminin
duyarliigi %50-70 olarak bildiriimektedir (43,96). Bu nedenle genomik yukin
disuk oldugu, kualtir ve serolojik yontemlerin taniya yeterince yardimci
olmadidi enfeksiyonun erken dénemlerinde PCR temelli molekller ve genetik
tani yontemlerine bagvurulmasi gerekebilmektedir. Bu durum notropenik

hastalarin kan kulturt orneklerinden yapilan tanimlamalarda daha da énem
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kazanmaktadir (98).

Son olarak ginimizde fungal (kandida) enfeksiyonlarin tanisina
yonelik olarak gelistirilen molekller ve genetik ticari sistemlerin halen
arastirma asamasinda ve henuz tam anlami ile standardize edilmemis
olduklarinin géz 6éninde bulundurulmasi gerekmektedir (98). Hastanelerin,
molekuler tanisal yontemleri; olasi salginlarin erken tespiti ve dnlenmesine,
hastanede kalis suresi ve tedavi maliyetlerinin azaltilmasina olan katkilarini,
Ozetle maliyet-etkinlik durumlarini degerlendirerek bu testlerin kullanilabilir

olup olmadigina karar vermeleri gerektigini disinmekteyiz.
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