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1. GIRIS ve AMAC

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

Firsatgl patojenler olup, hazirlayict bazi faktorlerin varhinda kandidoz olarak
tamimlanan yiizeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal ya da yaygin infeksiyonlara
neden olabilirler (2,3)

Bagisiklik sistemi baskilanmig akut ldsemisi olan ve kék hiicre transplantasyonu
(KHT) yapilan hastalar basta olmak iizere malignensileri nedeni ile sitotoksik
kemoterapi alan febril notropenik hastalarda; Candidalar, fiusatgi ve invaziv fungal
infeksiyon etkenleri arasinda ilk sirada yer alirlar (3)

Kandidemi, notropenik hastalarda cok korkulan bir risk faktortiditr. Ciinkti immun
sistemi baskilanmig bu hasta gruplaninda ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilen,
tedavisi gli¢ ve pahali infeksiyonlardir (4).

Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda tedavi seceneklerinin daha az basan
sansina sahip oldugu infeksiyonun ilerlemis diizeyine ulasildig: dénemde alinan kan
kiiltiirlerinde genellikle Candida izole edilebilmektedit.

Oysaki, kandidemilerin erken tamsi ile ozellikle hematolojik malignensili
hastalarda 6zglin antifungal tedaviye heniiz fungal kitleler biiylimeden baslanmasi
yasam siiresini uzatmaktadir (4).

Bu nedenlerle hizly molekiiler yéntemlere gereksinim duyulmaktadir.

Bu caligmada, hastalardan atesin ytikselmeye bagladigi ilk saatlerde antifungal
tedaviye heniiz baglanmadan alinan vendz kan &rneklerinde;

I. PZR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) yontemini kullanarak erken tanmin
konulabilmest i¢in Candida DNA’st arastirmayi,
2. Uygulanan P/R ybntemi nitelik ve nicelik yoniiyle konvansiyonel otomatize kan

kiiltiirts sistemi ile karsilagtirmayi,




3 PzZR ile vyapilacak DNA ekstraksivonundaki basari  PZR  sonucunu
etkileyeceginden, farkli iki ekstraksiyon Kkitinin: birbirleriyle uyumu, analitik
duyarhibiklary, siireleri ve maliyetleri, agisindan karsilastiumayi,

4 Kan kultirit ile PZR sonuglarimin sistemik kandidiyaz tamisimi destekleyen
bulgulatla uyumunu,

5. Notropeni derecesi ile kan kiiltiiri ve PZR pozitifiiklerinin uyumunu

6. Kan kiiltiirli ve PZR sonuglarmnin sistemik kandidiyaz risk faktorleri ile uyumunun

arastirilmasint amagladik



5 GENEL BILGILER

.___._'._."'Candjda tirleri dogada yaygin, insan; deri, solunum, gastrointestinal ve kadn
'g'é'nital sistem floralaninda bulunabilen maya morfolojisinde mantarlardir (1).

S ‘Dogum suasinda veya dogumdan kisa bir slire sonra yenidogana bulasarak normal
ﬂora icinde yetlerini alwlar. Firsatgr patojenler olup, hazitlayict bazi faktSrierin
'.'{/'zirhgmda kandidoz olarak tanimlanan ylizeyel ya da derin; akut ya da kronik; lokal
. - ya da yaygm infeksiyonlara neden olabilirler (2,3)

" Candida infeksiyonlarmin ¢ogu endojen kaynakli olmasina ragmen; kontamine
.s'mlar, biyomedikal aletlet, total parenteral beslenme gibi tibbi girisimlerle ya da
saghk personelinin elinden, insandan insana ekzojen gegiste milmkiindiir.

.. Konak savunmasi baskilanmis hasta popiilasyonunun artigi, son yirmibes yilda;
. firsatgr mantar infeksiyonlarnt sikligine dramatik olarak arttumistic (4) Bagisiklik
“sistemi baskilanmis bu hastalarin dogal savunma mekanizmalar: yeterli islev
. gormediginden hastalar her an sistemik mantar infeksiyonlanm gelistirme riski
tasirlar. Ayrica bu hastalardaki mantar infeksiyonlarr siklikla siddetli, hizli ilerfeyen,
tamis1 ge¢ konan ve tedavisi zor olan infeksiyonlardir (5)

Invaziv fungal infeksiyonlar (IF1), akut 18semili hastalar ve kok hiicre transplant
(KHT) hastalari basta olmak {izere malign hastaliklarr nedeni ile sitotoksik
kemoterapi alan ndtropenik hastalarda morbidite ve mortalitenin en Gnemli
nedenlerinden biridir {6).

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

mantarlardir (6)

il




:::.. 2.1. Tarihce ve Taksonomi

Mantarlar, 1969’da Whittaker tarafindan dogadaki canhlan bes evrene ayiran yeni
j:_":'si'temde; bitkiler, hayvanlar, protisler ve monerlerden ayri bir evien olarak kabuj
edilmekteditler (7)

" Mantar infeksiyonlarina ifiskin bifinen en eski belge M. 2000-1000 arasina
_ .tarthenen Hindu kutsal yazitinda (Samhita) bulunmaktadir ve ayakta misetomadan
.siiz eder. Mayalarla ilgili diger eski belgeler arasinda Hipokiat (MO 400-300) “in
trush bicimindeki kandidozu tartisan metni ile bir Roma’h ansiklopedist olan Aulus
"':.'Comelius Celcus’un halen Vatikan kiitiiphanesi’nde korunmakta olan sekiz ciltlik De
+ Re Medicinea’sinda s6z ettigi; agiz kandidiyazi, favus sayilabilir (7).

| Ortacagm sonlarmna dogru infeksiyon hastaliklanndan séz edilmeye baslanmis,
..-:15-19. yiizy1l arasinda mikoloji ve zellikle tip mikolojisinde, Italya’da hekimlerle
- diger bilim adamlar: mikozlar1 ve etiyolojik etkenletinl anlamaya ¢alisnuslar, tarif
. etmigler ve tartismislardir. Mikolojinin kurucusu sayilan Italyan botanist P. A Micheli
'1729°da Nova Plantarum Genera’da mantarlarla ilgili arastirmalann yayimlamistir.

.' E Fries (1794-1878), ‘systema Mycologicum’ adli eseri hazirlayarak bugiink{i mantar
.: sistematiginin esasimi kurmustur. 1853°de Robin Candida albicans’t pamukeuklu
- sahislann lezyonlarinda incelemis ve basit bir killttiriini de elde etmistir (7).

o 1861°’de Zenker, ilk sistemik kandidoz vakasini bildirmistir. 1875°de Haussmann,
oral ve vaginal pamukcugun etiyolojik ajaninin aym oldugunu belirtmis ve infantlara;
annenin vaginal lezyonlarindan gectigini gdstermistit 1890°da Zopf, kandidozun
~ kullanian ilk ismi olan moniliazisden esinlenerek mantari *’Monilia albicans’” olarak
- isimlendirmistir (8).

Yirminci yiizyilm baslarmda Castellani, Monilia albicans disinda diger
- tiitlerinde kandidozda etken olabilecegini ileri stirmils, glintimtizde C guillermondii,
.' C krusei, C kefyr ve C tropicalis olarak bilinen ttirleri ilk olarak tanimlamisur (8)
19547t Paris’te yapilan 8 Botanik kongresi'nde ‘Candida’ cins ismi olarak kabul

edilmistir (2). 1963’te medikal yonden 6nemli 5 tiir tammlannustr. Bunlar;




. C,’albzcans C stllatoidea (giniimizde C albicans’m sinonimi olarak kabul edilin),

C Par apsilosis, C.1r opicalis, C. guillermondit’ dir (9)
| Code of Botanical Nomenclature

- Mantarlarin isimlendirilmesi Internationa

--.‘_-‘térafindan yiiriitiiimektedir. Mantarlar; eseyli iireme bigimleti, yasam déngtleri,

'yapliarl ve fizyolojik ozelliklerine gbte siniflandiriimaktadirlar (10)

Candida genusu hetorojen bir yapiya sahiptir Telemorfik genuslar, Candidalarin

: cinsel formlary olarak tantmlanmaktadir (2,8).

Tibbi @nemi olan mantarlarin taksonomik smniflamasi ¢izelge 2.1 de

gﬁsterilmistir‘ (11).
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2.2. Candida Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Candida tirleri 3-6 pum bliylikligiinde, ince duvarl, kapsiilsiiz, ékaryotik maya
formunda mantarlardir Fseyli (telemorfik) treme 6zelligi gGsterebilmesine karsin
esas olarak tomurcuklanarak (aseksiiel=anamorfik) ¢ogalilar Tomurcuklanarak
olusan yavru hiicreye blastokonidya veya blastospor adr verilir. Yavru hiicre ana
hiicrenin aynidir, ana hiicteden ayrilabilir veya ayrlamaz. Dokularda 3 morfolojik
sekilde goriilii; maya, yalana hif ve gercek hif. Yalaner hif (pseudo hif), arka
arkaya tomurcuklanan blastokonidyumlarm birbirinden ayrilmayip uzayarak ve
aralarinda bogumlar olusturarak yaptiklari hicreler zinciridit Gerc¢ek hif, maya
hiicresinin bogum yapmadan filamant6z uzantilar olusturmasidir. Candida tiirlerinin
gercek hif olusturup olugturmadiklart germ tiip testi ile saptanabilmektedir Candida
albicans ve Candida dubliensis germ tiip olusturabilmektedir (2,8,16)

Sabouraud dekstroz agar (SDA), gibi rutin besiyetlerinde, oda 1s1s1 (22°-26°C) ve
37°C’de kolaylikla iiterlet Mayalatin 37°C’de tireme ozelligi onemlidir. Cogu
patojen tiir 25-37 “C’de tireyebilirken, patojen olmavan tiirler genel olarak 37°C’de
treyemezler (8)

SDA’da iireyen maya kolonilerinin incelenmesi tiir hakkinda on fikir verebilse de
Candida tirlerinin morfolojik &zellikleri, misirunlu Tween 80 agar besiyerinde
incelendiginde daha iyi gbzlenir. Misirunlu Tween 80 agar besince fakir bir ortam
olup maya hiicreleri bu besiyerinde yedek besin toplayan klamidosporlar olustururfat
(Sekil 2). Klamidosporlar 8-12 pm biiyiikligiinde, kiiresel kalin duvarli direncli
sporlardi. Candida albicans ve Candida dubliensis misuunlu Tween 80 agar
besiyerinde klamidospor olustururlar ve diger Candida tutletinden ayut edilitler
(2,8,17)

Klinik &rneklerden mantarlatin izolasyonu igin en yaygin kullanilan besiyetleri
SDA, kanli beyin-kalp infizyon (BHI) agardir. Bu besiyerlerine; kloramfenikol +

gentamisin veya penisilin + streptomisin veya kloramfenikol + siklohekzimid

antibiyotik kombinasyonlar eklenerek besiyerleri  segici duruma getirilebilir




Koramfenikol + gentamisin ilave edilmis SDA; genis antibakteriyel etki spektrumuna

sahip olmasi, glivenli sekilde otoklavlanabilmesi nedeniyle Candida tiirlerinin
 firetilmesinde en sik tercih edilen besiyeridir (18)

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

Klinik &rneklerden izole edilen Candida tiirlerinin ayriminda kullanilan morfolojik
pzelliklerinin (Cizelge 2.2) yant sira; tiirlerin kesin tamsi geker fermentasyon ve

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

Cizelge 2.2. Candida tiirlerinin morfolojik aymrimiu (8)

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

C. parapsilosis - - + -
C frusei - - + -
C. guillermondi - - + -
C. catenulata - + +d -
C. dubliensis + + + -
C famata - - + -
C kefir - - + -
C lambica - - +d -
C lipolytica - - + -
C. lusitaniae - - + -
C pelliculosa - - + -
C. pintolopestisii - - + -
C. rugosa - - + -
C. zeynaloides - - - -
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.'..2.3. Candida Hiicresinin Ince Yapist

' 2.3.1. Hiicre Iskeleti

Fungal iskelet turgor basmcina karsi koyan ancak, dinamik bir sistemdi

o iskelet, hiicre duvan ve hiicre membramt ile baglantihdin  Iskelet

komponenetlerinden olan mikrotiibiiller, membranin hareketliliginde rol alirlar
[skeletin bir diger bileseni olan aktin, sitoplazmik akiskanliktan sorumludur.
Miyozin ise, aktinle birlikte organellerin hareketliligini saglar.

iskeket komponentlerinin birbitleri ile iliskileri agismdan Ca™', Mg ', H'
iyonlaninin  yogunluklan onemlidir Bu iyonlarin hiicie icine gitis, c¢ikislan
organellerin hareketliligi ve hifal uzama diizenlenir Iyonlar, ek olarak mitoz,
mayoz, tomurcuklanma, septum olusumu vani moifogenez ve de protein kinaz

gibi bazi enzimlerin regulasyonunda da rol alirlar (19).

2.3.2. Hiicre Duvari

Hiicre duvart sert bir yapida olup, hiicreye sekil verir. Ozmotik basmca bagh
hiicre patlamasina kars1 koyar. Cesitli molekiillerin i¢ ve dis ortama gegislerinde
rolii vardir. Hiicre duvari, maya hiicresinin defisik viizeylere tutunmasinda
(adezyon) dogrudan gorev alir Duvar yapisinda bazi1 maddeler antifungal ajanlar
icin hedef olustururken, bazilart aymi zamanda immiinolojik determinantlar: tasi.
Duvar komponentlerinin
% 80-90’1 karbonhidratlar, % 5-15"1 protein ve % 2-571 lipidlerden olusur.
Karbonhidratlann ise % 20-30’u mannoprotein, % 50-60°1 B-glukanlar ve % 0.6~
%’u kitin vapisindadir (19)

Candida albicans’in maya ve hifal formlarinda glukan ve manan icerifi
benzerdir fakat, hifal hiicrelerde kitin miktart maya hiicresine gére ti¢ kat daha
fazladir.

Elektron mikroskobik ¢alismalara gére, Candidalar’in hiicte duvan en az S
katmanlhidir. Maya-hif' dontisimii siirecinde bu sayt ve kahnlik defisit. Aynca
ortamda viiksek yogunlukia seker varh@inda en distaki mannoprotein katman

kalinlasir ve fibriler olusumlar artar

10



2.3.3. Hiicre Membram

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

Ttim mantarlarda oldugu gibi, Candidalar’in da hiicre mebraninda bulunan
sterol, membran lipidlerinin % 20 ‘sini olugturur. Steroliin % 95’1 ergosterol
formundadir. Ergosterol, hiicte membranina etkili antifungal ilaglar icin en Snemli

hedeftir (19).

2.4. Patogenez ve Virulans

Candida infeksivonlarmin patogenezinde konaga ve mantara ait fakttrier
birlikte rol alirlar Candida tirlerinin viriilans faktorleri; hiicre duvar bilesenleri,
ekstrasellitler matriks proteinletine adezyonu saglayan vilizey integrin benzeri
molekiilleri, slime yapimi, proteinaz ve fosfolipaz enzimleri, endotoksin benzeri
aktivite, molekiiler benzeme, hif formu ve ¢imlenme borusu olusturma, fenotipik
degisimdir. Bu virillans faktétlert Candida infeksiyonlarnimin olusmasinda
Gnemlidir Ancak, firsatgr mantar infeksivonlarinda konaga ait faktdrler daha 6n

plana ¢ikmaktadir (19)

Patogenez
2.4.1. Konaga Ait Faktorler

Candida tiirleri mukozal yiizevierde kommensal olarak bulunan mantarlardir.
Konagin Candida infeksivonlarina karst ilk engeli saglam epiteldir. Deri
varalanmasma neden olan olaylar saglhikhl bireylerde dahi kutandz kandidoza
neden olabilit. Deride c¢esitli nedenlerle olusan hasailar  Candidalgr'in

¢ogalmasina ve invaziv hale gelebilmesine yol acabilmektedir (19)
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Altta vatan akut myeloid veya akut lenfoid 16semi gibi hematolojik
malignitelerde, malign kemik iligi hiicrelerini tiimiiyle ortadan kaldirmaya yonelik
kemoterapi, hastalarmn nétropenik hale gelmesine neden olamaktadunr Derin ve
uzun siirell nétropeni durumunda hastalar, kuskulanilan ya da tanimlanan
bakterivel infeksiyonlara karsi antibiyotik alirlar Ancak ates ve diger infeksiyon
belirtileri antibiyotik kullammina ragmen devam ederse, hastalann siklikla
sistemik fungal infeksiyonlara karsi da tedavi edilmeleri gerekli hale gelir.
Sistemik fungal infeksiyonlarin ciddi morbidite ve mortaliteye yol actig: bu hasta

grubunda immun sistemin rolii gok dnemlidir (20).

Candida Infeksiyonlarmda Immun Sistemin Rolii

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

Hayvan modelleri tizerinde vapilan c¢alismalarda monositler ve doku
makrofajlart mantar sporlarimn yerlesmes: ve migel olusumunun &nlenmesinde
etkili hiicrelerdir Ancak migelyum vyetlesmisse bunlarin eradikasyonu icin
notrofillerin fagositik etkinliklerine ihtiyag vardimr. Makiofajlar, akcigerler gibi
invaziv fungal mieksiyonlara karsi risk altinda bulunan organlarda degisik
mekanizmalarla aktif olarak fungal mikioorganizmalan fagosite eder ve 6ldiiriit
Dolayli olarak antifungal ajanlan infeksiyon bolgesine ulastiabilir. Bunlara ilave
olarak tiimér nekrozis faktoér (INF), interlokin 1 (IL1), interlokin 8 (IL8) ve
graniilosit-makrofaj koloni stimulating faktor (GM_CSF) gibi sitokinleri
salgilayarak graniilositlerin infeksiyon bolgesine goctisiinii saglarlar. Ozellikle
Candida ve Cryptococeus infeksiyonlarina karst T lenfositlerine de ihtiyag
duyulabilir.

Monosit- makrofaj sisteminin regiilasyonu T lenfositlerden salgilanan (GM-
CSE), gamma interferon, 1L-4 ve IL-10 gibi sitokinlerle olur

Candida infeksivonlarna karsi; valanci hifleri pargalayabilme, blastosporlan
fagosite ederek Oldtirebilme &zelliklerinden dolayr polimorf niveli lékositler,

konak savunmasinda énemli rol oynamaktadilar.
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.Mgnosit ve eozinofillerin de Candida tiirlerini 6ldtirebilme 6zellikleri vardir.
rombositlerin de Candida ttitlerine karsi etkileri bulunmaktadir Baz albicans
uglannm trombositlerden salgilanan mikrobisidiyal proteinlere kars1 diger
uslardan daha duyarli oldugu tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada gsterilmistir

erum Ve plazma, antikor igermelerine tagmen tek baslanna Candida

;hﬁéfelerini oldiirememektedirler  Myeloperoksidaz, hidiojen peroksit ve

siiperoksit anyon sistemleri C albicansin hiicre ici oldiirtilmesinden sorumlu
temel sistemlerdir

_..-'Doku makrofajlarinm da konak savunmasinda rolit bulunmakiadi Kronik
n‘iukokutanbz kandidozlu hastalarm lenfositlerinde fonksiyon bozukluklarmin

saptanmas! ve AIDS (Acquired Immun Defiency Syndrome) hastalarinin kutanéz

Is1 stabil ve 1s1 labil serum opsoninlerinin, C albicans 1n nétrofiller tarafindan
.'.sindirilmesini kolaylastirmas: ve immunoglobulin G’nin € albicans 1 opsonize
- etmesi, Candida infeksiyonlarinda htimoral bagisikligm da &nemli oldugunu
gostermektedir

Serum demir baglayan proteinlerin Candida Tarin gelisiminde rolii olan demiri
baglayarak biiyiimesini engelledigi bilinmektedir.

Candida blastosporlannm optimal opsonizasyonu i¢in komplemanm gerekliligi
ve
C3b'nin  blastosporlara baglandigi in-vitro olarak gosterilmistir.  Candida
tarafindan hem klasik hem de alternatif yollar uyarilmakla birlikte daha énemli
olan alternatif yoldur.
Candida canh dokuya giidikten sonia mikroapseler olusabilir. Dokuda hem

maya hem de hif formlar1 bulunur Ik hiicresel yamt graniilositlerle wverilir,

hiicrelerdir. Sonugta grantilamatoz yangi olusur
Immun sistemi baskilanmis hastalarda, inflamatuvar yamt en diisiik diizeyde

olabilir veya hig izlenmez (20,21 ,22).

Histiyositler, dev hiicreler ve cpiteloid hiicreler inflamasyonlu bolgeye ilk gelen “




 2.42 Mantara Ait Fakeorler (Virulans Faktorleri)

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

ve humoral yaniti arttirir veya baskilayarak inteksiyonun siirekliligine neden olur

(19).

Yiizey Degisimi ve Hidrofobisite: In vitio deneyerde besiyerindeki yiiksek geker
konsantrasyonuna baglt olarak hiicre yiizey yapilanmi degistirebilen Candida
kokenleri; adezyon ve viriilanslanini artizmaktadirlar. Yiizey deZisiminin viksek
konsantrasyonlardaki sekerler tarafindan indiiklenmesi, in vivo &nemli olup
katbonhidiattan zengin diyetle beslenen kisilerde oral kandidoz geligmesini
agiklayabilit .

Tomurcuklu hiicreden germ tibe geciste hiicre yiizey bilesiminde bircok
degisikliklerin olmasi ¢esitli adezinlerin olusumunu ve ayni zamanda hiicre yiizey
hidrofobisitesini etkilemektedir. Hidrofobisite, C albicans’m plastik viizeylere ve
insan epitel hiicrelerine baglanma yetenegi ile uyumludur. Giigli hidrofobik
ozellikteki kokenlerin yanak epitel hiicrelerine en iyl sekilde baglandiklar

gézlenmistir (19).

Adezyon: Glikoproteinler ve glikolipidler hiicre yiizeyinde yaygin olarak bulunan
makromolekiiller olup kolonizasyon ve izleyen mfeksivon i¢in konak hiicreye
tutunmas1 gerecken mikroorganizmalar agisindan uygun bir reseptdr olarak is
gortirler.

Candida tirlerinin hiicre duvar yapismnda bulunan mannan, adezyonu
kolaylastirmakta ve hiiciesel yamti bozarak immun sistemi baskilamaktadir
Candidalar m oral, vaginal epitel hiicrelerine, fibronektine, endotele, trombosit
fibrin pihtilanna, akiilik ve plastik materyale adezyonu, patogenezde dnemli bir

basamaktir. Adezyon; maya hiicresi yiizey hidrofobisitesi, mayamn fenotipi, pH,
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- hamilelik, diabet ve konak florasinda bulunan diger mikroorganizmalar gibi

éi(tér‘lerden etkilenmektedir.

. Candida albicans 1 ¢imlenme borusu olusturmas: adezyonu kolaylastirsa da
zyon i¢gin zorunluluk degildir. Candida albicans’'m konak hiicre ylizeyine
d.:'ezyonu karmasik bir islem olup bu siiregte birden fazla adezin ve adezyon

‘mekanizmasinn is gormesi olasidir (19)

-..-'Yijzey Adezinleri, Konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutnmada rolleri olan
molekiillerdir.

'iC3b resptorii, Maya hiicre yiizeyindeki bu molekiil, konak hiicre yiizeyindeks
'arjinin—glisini-aspamjin (RGD) tabiatindaki reseptérlere tutunur. Bu molekdl,
‘memelilerdeki CR-3 integrin reseptorleri ile benzerlik gosterir. Molekiiliin,
nétrofiller trafindan mayalarin fagositozunu engelledigi one stiriilmektedir.

© Czd resptorii, Komplemanin C;d komponenti i¢in reseptor goérevi géren ve
r.-:_. memelilerdeki CR-2 integrin reseptdrii ile benzerlige sahip bir molekiildiit
" Glukoz ve mannoz agisindan zengin olup, dzellikie plastik viizeylere tutunmada
rol aliz. Fibronektin reseptorii, Konak hiicreye tutunmada Ca™ iyonlarma
- bagimhlik gdsteren bir molekiildiit. Candida albicans ve Candida iropicalis
kékenleri fibronektin resptdrleri araciligs ile subendotelyal ekstra selliiler matriks
proteinlerine (EMP) tutunur; ayrica boébrek, karacier ve beyindeki hiicrelerde
bulunan (RGD) peptidlerine baglanitlar.

Ostrojen reseptorii, Ureme hormonlarnn vajial epitellerdeki glikojeni arttirici
etkisi ve mava hiicrelerindeki strojen reseptorleri, vajinal kolonizasyonu arttir
Laminin reaseptirii, Bu reseptdrin aracilift ile Candidalar, aortik ve
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki ligandlara tutunurlar. Laminin reseptorleri,
C.albicans’m sadece germ tiip ve hifal formunda saptanmuistir:

Fibrinojen baglayan proteinler, Bu reseptdrler C albicans’in germ tiip ve hifal
formunda bulunur Ozellikle bobrek ve tiretral epitellere tutunmada rol alilar

(19,23)
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yYapuni: Slime yapimi Candidalarin katetere bagh infeksiyonlarinda
m :bir faktordin. Kateterlere adherans ve kolonizasyonda “slime” yapma
konaga ait fibrin ve fibronektinle bitlikte hareket eder. Yapilan
'sfhélarda yiiksek oranda “slime” iiretimi saptanan C parapsilosis, bu zelligi
iyle biyomedikal aletlere bagls infeksiyonlarda dikkat gekmekiedir. Glukoz
_. soliisyonlarda

ipolytica’nin “slime” yapmmint gerceklestirdigi ve kateter ile iliskili kandidemi

¥ Abildigi gosterilmistir (24)

Prﬁfeinaz ve Fosfolipaz: Candida tirlerinin salgiladikiari enzimler, dokulara
':'1"1masma yardim etmektedir Bu enzimlerden proteinaz ve fosfolipazin
-..p.atoj enitede 6nemi daha fazladir

Pr teinaz, ilk olarak Staib tarafindan saptanan hiicre dis1 proteinazi, molekiiler
‘yontemlerin kullamimaya baglanmasi ile arastirilmis ve sekretuvar aspartik
_-'pfoteinazm (Sap) salgilanmasinn on tiyeden olusan SAP adi verilen bir gen ailesi
}térafmdan kontrol edildigi ortaya konmustur SAP gen ailesinin C. albicans, C
arapsilosis, C tropicalis ve C dubliniensis gibi patojen tiirlerde bulunmasi,
‘Saccharomyces cerevisiae gibi patojen olmayan mayalarda bulunmamast
:' patojenite ile ilgisini g&stermektedir AIDS hastalarimn sagaltimmda kullamlan
:HIV-proteaz inhibitorlerinin, Sap enzimlerini inhibe ederek C. albicans 1n
adezyonunu azaltiginmn gosterilmesi ve bu safaltimi alan AIDS hastalaninda
- orofaringeal kandidoza daha az rastlanilmasi, Sap enzimlerinin Onemini
. vurgulamaktadur. Yapilan bir baska cahismada, semptomatik AIDS hastalannm
oral Kavitelerinden elde edilen C albicans izolatlanmn salgiladig aspartik
proteinazin, saglikl kisilerden elde edilen izolatlann salgiladigi miktardan sekiz
© kat daha fazla oldugu bulunmustur. Sap enziminin temel islevlerinden biri konak
© proteinlerini parcalayarak nitrojen saglamaktir Bu enzimlerin, konak hiicre yiizey
vapilarmi ve hiicreler arast yapilan pargalayarak mikroorganizmamn adezyon ile
invazyonunda ve konak immun sistem hiicreletini pargalayarak konak

savunmasindan kagisinda rol aldig bildiriimektedir (25)
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_osfohpaz, Fosfolipaz enzimi; konak hiicre zarndaki fosfolipitleri hidrolize

. hiicreye zarar verit. Konak hiicre membramn hasarinm ardindan, konak

ve invazyon gerceklesir.

‘albicans ‘m maya formunda, hif formuna gore fosfolipaz aktivitesinin daha
;ék oldugu saptanmigtir  Enzim, epiteliyal hiicre zarlarinda hasar olugturdugu

1£;cida olusan hifsel uglarin sitoplazmaya girisine neden olmaktadir.

“{lk olarak 1960 vilinda Costa ve ark., C albicans’in ekstraselliiler fosfolipaz

enzimi salpiladifn bildirilmis; ardindan 1982 yilinda Price ve atk. C albicans'ta

osfolipaz enzimini saptamak amaciyla SDA besiyerine yumurta sansi ilave edeek

plak metodunu gergeklestirmiglerdir.  Yontem 1984 yilinda Samaranayake

{arafindan modifiye edilmistir. (26,27)

: Patojen Candida'lorda  genellikle % 30-55 oraminda enzim {iretimi

saptanmaktacir. Fosfolipaz enziminin virulanstaki roltinde varh@i kadar miktarida

- pnemlidir Fosfolipaz aktivitesi en ¢ok C albicans’ ta goriilmekle birlikte,

C glabrata, C parapsilosis, C tropicalis, C. lusitaniae ve Ckrusei,C lusitaniae

- ve C krusei tiirlerinde de saptanmigtir.

Biitiin fosfolipazlarn substrati fosfolipidler olmasina ragmen her biri spesifik
bir ester bagmm parcaladifindan A,B,C,D gibi isimlendirmeletle ayrdirlar. C
albicans, C glabrata, fosfolipaz B, C glabrata, C parapsilosis,C tropicalis de,
fosfolipaz C varligr tammlanmistir (26).

Fosfolipaz aktivitesini saptamak i¢in giinlimiizde radyomettik ve kolorimetrik
yontemler gelistirilmektedir (26,27)

Endotoksin Benzeri Aktivite: C  albicans’in hiicre duvaninda bulunan
glikoproteinlerin endotoksin benzeri aktiviteleri vardir. Ancak bu etki, bakteri
endotoksinlerinde oldugu kadar gii¢lii degildir (28).

Hif Formu ve Cimlenme Borusu: Hif seklinin maya sekline gére dokuya 50 kez
daha fazla vapismasi, fagositler tarafindan sindirifememesi, klinik &rneklerden
siklikla izole edilmesi, plastik yiizeylere vapigmayr saflayan fibriller ylizey
tabakalar1 olusturmasi patogenez ve virulanstaki roliinii kanitlayan bulgulardir.
Hiflerin ucundan proteinaz enzimi salgilandigi ve mukoza hiicrelerinin membran

gecirgenligini degistirdigi diisiiniilmektedir Candida hiflerinde maya hiicrelerine
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sre daha fazla kitin ve yitksek oranda kitin sentetaz aktivitesi saptanmistir. Kitin
"-se_.ngtetaz morfogenezde diizenleyici 10l oynamaktadn (29).

‘Fenotipik Doniisitm: Mantarin genetik yapisim degistirmeden gen aktivitesinin
Rspresyonunu diizenlemesi koloni morfolojisinde degisiklige yol agmaktadu
.Vé,ginitli ve sistemik infeksiyonu olan hastalardan veni izole edilen suslarda
tiksek oranda fenotipik dontisiim goritllmesi, bunun patogenezie iligkili oldugunu
féc‘istermektedir Bu degisim biiyiik olasilikla mantanin farkli anatomik bdlgelete

'.adaptasyonunu saglayan bir faktordiir (30).

'.2.5. Risk grubunda Bulunan Hastalarda Candida Infeksiyonlarin
Kolaylastiran Faktorler

Immun sistemi baskilanmus, invaziv tam ve safaltim girisimleri yapilan ve
. yogun bakim tinitelerinde vatan hastalar Candida infeksiyonlari yoniinden risk

* grubuna girmektedirler. Risk grubunda bulunan hastalarda Candida

infeksiyonlarini kolaylagtiran faktérler Cizelge 2.4. te belirtilmistir (5,31).

Cizelge 2.4. Yiizeyel ve derin kandidozlarda predispozan faktorler

*Notropeni *Bazi ameliyatlar (organ
*Hematolojik malignite veyva solid organ| transplantasyonlar, kalp veya
malignitesi gastrointestinal kanal ameliyatiari)
*Kemoterapi *Hemodiyaliz

*Uzun siireli ve genis etki spektrumlu *Genis yanik

Antibiyotik kullanimi, Kortikosteroidler *Diabetes Mellitus,

*Onceki kolonizasyon *AIDS

*Yogun bakim iinitesinde uzun siire kalma | *Malnutrisyon

*Santral vendz kateter, stentler *Mekanik ventilasyon

* ['otal parenteral nutrisyon »Idrar sondast

=1 Q



.Risk Grubunda Bulunan Hastalarda Candida Tiirlerinin

demiyolojik Dagilim

- albicans ve C parapsilosis ekzojen nozokomiyal gegiste 6n plana ¢ikan

C.---izlbicans 1isk grubunda bulunan hastalardan en ¢ok soyutlanan tiir olup,
ekzojen ve endojen kaynaklt infeksiyonlara neden olmaktadir

.. C. parapsilosis nozokomiyal ozellifi en fazla olan Candida tirtdir
'-T;bbi girisimler i¢in kullamlan cihazlar ve hiperalimentasyon gibi nedenlerle

ekzojen infeksiyonlara neden olur

:Y'ﬁksek viriilanslt bir tiir olan C. tropicalis ise Ozellikle gastrointestinal
:..k_'(ﬂzc'ﬂnizasyona bagh invaziv infeksiyonlar yapmaktadir. Bunun vaninda, ekzojen
kéynakh infeksiyonlara da neden olur.

- C. glabrata’ya bagh kandidemiler, solit tiimdilii hastalar ve onkoloji digt
_héstalarda saptanmaktadir. Flukonazol proflaksisi alan hastalarda bu tiiriin
kolonizasyonu kolaylasmaktadir. Kolonizasyon daha ¢ok genitoiiriner sistem
EGUS), solunum yollan ve cerrahi varalarda s6z konusu olmaktadit. Ancak diisiik
viriilansl olmasi nedeniyle bu tiire bagh invaziv infeksivon nadir gériiliir.

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

C. lusitaniae daha cok immun sistemi baskilanmus hastalarda, solunum yollan

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

2.7. Candida infeksiyonlari

Candida tiitleri ile olusan klinik tablolar yiizeyel ve derin infeksiyonlar olarak iki

grupta incelenir (Cizelge 2 5 ) (8).




elge 2.5. Candida Infeksiyonlarinin Klinik Formiar

ﬁ-Z..’T.l Yiizeyel Kandidoz Tipleri

+ Deri kandidozu

’ Kronik mukokutandz infeksiyon

0 Onikomikoz

" Z'Orofaﬂngeal infeksiyon

maginit

+ Keratit

"¢ Konjonktivit

n 2.7.2. Derin Kandidozlar

Lokal yerlesim ¢ Ozefajit

+ Gastrointestinal kandidoz

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

¢ Peritonit / Intraabdominal infeksiyon

+ Kandidemi

¢ Kronik yavgin kandidoz

: Hematojen yolla yayillan (hepatosplenik kandiyazis)

:.' ‘infeksiyonlar ¢ Stiptiratif Flebit

+ Endokardit

¢ Menenjit

+ Endoftalmit

+ Artrit

4 Osteomyelit

Yiizeyel kandidozlar deri ve mukozalann, derin kandidozlar ise i¢ organ ve
sistemlerin infeksiyonlaridir.
Candidalar’im mukokutansz infeksiyonlan cogunlukla hiictesel bagisiklikiak:

- sorunlara baghiyken, sistemik formu daha ¢ok nétropeniye baghdir
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iizeyel Kandidoz Tipleri

Candida tiitleri toplumda; 6zellikle nemli kiviim yerlerinde ylizeyel mikozlara
E.i'a;_"onikomikozlara, venidogan ve dis protezi kullananlarda oral lezyonlara ve
.arda vajinite neden olmaktadirlar. Ancak bu hastaliklar, 6nemli morbidite
Jortalite nedeni olusturmazlar. Candida tiitleri, 1isk grubunda bulunan

'as%éiarda ise lokal ve sistemik ciddi mikozlara neden olurlar (2,17).

eri Kandidozu

Derinin daha cok aksilla, memealt1, aniis ¢evresi, el ve ayak parmak aralari gibi
ak ve nemli kat yerlerinde goriiliitler (Candida intertrigosu) Sismanhk,
Diabetes Mellitus, travma veya maserasyon predispozan faktorlerdir Deri
;--k_:ahdidozu hizlr baglar ve deri nemli kaldig1 siirece devam eder. Yanma hissi ve
ésmtl en onemli semptomlarnidur. Lezyonlar, yiizevel erezyonlar seklinde kizank
¢ nemli olup bazilarinda vezikiiller geligebilir. Sistemik kandidozun deri
‘lezyonlar1 makronodiilet lezyonlar seklinde olup nétropenik hastalarda daba sikin

)

"¢ Kronik Mukokutanbz infeksiyon

- Genellikle erken cocukluk doneminde baglayan, miikéz membraniarda, kafa
: derisinde, deride ve tunaklarda inate1 Candida infeksivonu ile karakterize olan ve
| siklikla bir endokrinopati; 6zellikle hipoparatiroidizm ve hiperadrenalizm ile
birlikte giden hiicresel bir immun vetmezlik sonucu gelisir.. Sistemik kandidivazis

.- ve diger enfeksiyonlara artmus yakinhik meydana gelmez (17).

¢ Onikomikoz

Candida’ya bagh urnak enfeksiyonu ellerde daha sik goriiliin. Tirnak ile beraber
| timak gevresindeki yumusak dokununda infekte olmasi karakteristiktir (paroniki)
Hastaligin olusumunda nem faktsrii ¢ok dnemli oldufundan elleri uzun siire suya
maruz kalan kisilerde daha sik gortliv Yumusak doku kizank, édemli olup

piyojenik bir infeksiyon goriiniimii verir Hatap olan tinak zamanla diisebilir (17)




¢ Orofaringeal Kandidoz
Yizeyel mikozlar arasinda en sk gorilen infeksiyon orofaringeal
kandidozlardir Bu infeksiyon 6zeliikle inhale steroid kullanan hastalarda, kanser
ve AIDS hastalarmda gzlenmektedit Yutkunma sirasinda agr1 ve angiiler selit
(dudak koselerinde catlaklarn olustufu form) oral kandidoza eslik eder
Yenidoganda gériilen agiz kandidozunda infeksiyon kaynagi genellikle infekie
anne vaginasidir. Farkli klinik formlan vardir
Akut pseudomembranéz oral kandidiyaz (Pamukcuk): En ¢ok siit emen
bebeklerde ve yaglilarda goriiliic. Bu vas gruplarmin disginda CD4 pozitif hiicre
sayist <200/mm3 olan HIV (+) hastalarda, kanserlilerde ve steroid inhaler
kullananlarda ortaya ¢ikabilir. Dil, yanak mukozasi, sert damak ve gingivida ve
bazen bogazda beyaz yamalardan olusan valanci membran meydana gelir
Yamalarda; dokilen epitel hiicreleri, 15kositler, mayalar ve bakteriler bulunuz
Membran kaldmildiginda kanama ohlwr. AIDS’liler disindaki gruplarda oral
kandidivaziar genellikle kendini stnirlayicr niteliktedirler.
Kronik atrofik kandidiyaz: Takma dis stomatiti olarak da bilinir, En cok angiiler
selit formda goriilir.
Kronik hiperplastik kandidivaz: Kandidiyal Iskoplakia lezyonlarimn %15-20"si
malign dontigiim gdsterebilir,
Orofaringeal kandidoz, mukozanin antibiyotiklerle florasinin degismesi ve
sitotoksik ilaglarla zedelenmesi sonucu kolonizasyonu takiben gelisir. Lezyonun
ilerlemesi ile &zofagus, larinks, trakea ve GiS (Gastro Intestinal Sistem)

mukozalarinda da lezyonlar gériilebilir (17).

¢ Candida Vulvovaginiti ve Balanit

Candida,  vulvovaginitlerin  en stk r1astlanilan  etkenleri arasindadir
Vulvovaginal kandidoz gelisiminde hormonal degigiklikler 1ol alu Ostrojene
bagh vagende glikojen birikimi veya vagen pH’smm degismesi nedeniyle mantar
kolonizasyonun ve buna bagh olatak Candida vulvovaginitinin artabilecegi
bildirilmistii. Bu nedenle daha ¢ok dogurganlik ¢agindaki kadinlarda ve dzellikle

gebelerde gozlenmektedir. Genis spektrumlu antibivotik ve dogum kontrol hapi
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kullanimi, Diabetes Mellitus 8nemli predispozan fakidrlerdir Hastalarda;

" jrritasyon, kasinti ve beyaz siit kesigi kivaminda bir vaginal akinti goriilebilir
Rekiirrens énemli bir sorundur. Infeksiyonun kroniklesme ve tekrarlama Ozelligini
tetikleyven faktdrler; giyim malzemeleri, barsaktaki maya kolonizasyonu ve
eslerdeki kolonizasyon durumudur (17)

¢ Penil Kandidiyaz (Balanit): Glans peniste kasinti, eritem ve vezikiilopiistiiler
lezyonlar bulunabilir. Erkeklede en ¢ok Diabetes Mellitus ile baglantiidir. Uzun
siireli penil katatert olan hastalarda da kronik enfeksiyonlar meydana gelebilir.

Infekte cinsel eslerin birlikte tedavi gdrmeleri Snemlidir (17).

2.7.2. Derin Kandidoz

Siklikla fokal odaktaki kolonizasyonu takiben etkenin kana karismasi ile
sistemik infeksiyon gelisir. Dissemine kandidoz daha sik olarak neoplastik hasta
grubu igerisinde akut l6semililerde; biiyiik operasyon gegiren hasta grubu
icerisinde organ nakli, kalp ve GIS operasyonu gecirenlerde ve agir yanikli
hastalarda gorillmektedir. Bu tablolarda, bdbrek, beyin, miyokard ve gbz tutulumu
daha sik olmakla beraber; akcifer, GIS, endokrin bezler ve deri tutulumu da
gozlenmektedir. Immun sistemi baskilayic: safaltim géren kanser hastalarnda

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

+ Yaygin Kandidoz ve Kandidemi

Kandidemi; kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan
kiiltiirtinde Candida tremesi demektir Kandidemi nadit olarak benign gidis
seyreder. Benign kandidemi, ancak tek kan kiiltiiriinde tireme olan ve klinik olarak
higbir risk tagimayan olgularda diigtintilmelidit En sik rastlamlan belirtisi yiiksek
atestir (38 °C) Onceleri kandidemi, kontamine kataterle iliskili ve gecici bin
durum olarak degerlendirilirken; Candida’ya bagh mortalitenin % 40 oldugunun
belitlenmesi; kandideminin énemini gdstermistir. Dissemine kandidozda Candida
trleri ¢esitli organ ve dokulara giderek yeilesim gosterir Ciddi organ tutulumu
olanfarim yaklasik %507°sinde kandidemi saptanmayabilir. Ayrica kan kiiltiirii

pozitif cikanlann hepsinde derin infeksiyon oldugu iddia edilmezse de kaninda



t‘andida saptanan hastalar, gerek infeksivonun akut belirtilerini gerekse uzun

donemli sekellerini 6nlemek tizere, tedavi edilmelidir. Yaygm kandidoz, 6zellikle

.'auyarh iki konak grubunu etkiler

) Sitotoksik  ilag  tedavisi  sonucu  granulositopeni  gelisen
immunkompromize malignite hastalari,

(i1) (1) Onkoloji dis1 grup olarak tamimlanan kardiyak ya da abdominal
cerrahi operasyon gegiren, granulositopenisi olmadigi halde sistemik
steroid tedavisi sonucu immun cevaplari azalmig hastalar,

Kandidemili olgularmnin kliniklere gdre dagifimina bakildifinda; olgulann
yaklastk % 251 certahi yogun bakim {nitesinden, % 25% kemik iligi
transplantasyon {linitesinden, % 20'si dahili yofun bakim {initelerinden, % 10
hematoloji-onkoloji iinitelerinden ve geri kalan % 20'si de diger kliniklerden

bildirilmistir (17, 33).

Akut Dissemine Kandidiyaz

Fulminan bir infeksivondur ve genellikle antibakterivel tedaviye direng
g0steren bir ates vardir. Nétropenik olan ve olmayan hastalarda goriilebilir. En sik
rastlanilan komplikasyonlar; menenjit, beyin apsesi, renal apse, miyokardit,

endokardit, endoftalmit, kutandz apselerdir (17,19)

Kronik Dissemine Kandidiyaz

Cogunlukla l¢semili hastalarin nétropenik dénemlerinde ortaya ¢ikar; herhangi
bir organ belirtisi olmayabilir, ancak 1srarci ates vardir Nétrofil sayist normale
donse de ates ve kilo kaybi devam eder Karaciger-dalak biiviiyebilir, alkalen

fosfotaz genellikle ¢cok yiiksek olup, tomografide ¢oklu lezyonlar goriikir (17,19)

+ Candida Ozefajiti

Ozefajit, agizda lezyon bulunmadan da gelisebilmektedir. Ozefagusta Candida
yerlesimini kolaylastiran faktdrler arasinda; 6zellikle tetrasiklin olmak iizere genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, titkriik salgisinda yiksek yogunlukta glukoz

olmast ( Omegin Diabetes Mellitus), hiicresel bagistkli bozukluklar: (&rnegin
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DS, losemi veya kemoterapi somasi) ve dzefajiyal staz (Sinegin akalazya veya
gléi‘odellna) sayilabilit Hastalar daha ¢ok odinofaji daha az siklikfa disfaji
akinma51yla bagvurmaktadirlar

Orofarinks muayenesinde tipik beyaz plaklar goriilebilir, fakat plaklann
llllulmemesi dzefagus tutulumu olmadigm géstermez Baryum yutturulmasi
__oiéfagus boyunca verlesmis mukozadan kabarik plaklart veya yalmizca motor
.. omalisini gosterebilit ama endoskopi, viksek ozgiillitk ve duyatlilikla tani
-..koydmmaktadu. Kiiltin veya histolojide tomurcuklanan sporlar veya hiflerin

usturdugu kiimeler goriilebilir (17,19).

0 Gastrointestinal Kandidoz

: GIS’in 6zofagus disindaki boliimlerinde, kandidoz en sik kanser hastalarinda
'gfjrﬁliir Bu hastalarin yapilan otopsilerinde, GIS’te dzofagustan somra en sik
yerlesimin midede oldugu izlenmistir. Akut 18semili veya diger hematolojik
maligniteli hastalarda, midede, daha az olarak da duodenum ve barsaklarda
iilserasyonlar olusur Bu hastalarda Candida derin dokulara invaze olabilir,
hematojen yolla karaciger, dalak ve diger organlara yayilabilit

Candida tiitleri vash ve immunsiipresse bireylerde kolesistit, biliyer kanal

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

4 Solunum Sistemi Kandidozu

Ender goriilen bir tablodur Notropenik hastalarda mikroorganizmanin
hematojen yayilmm sonucu; disik dogum agirlikli bebeklerde ise afiz salgisinin
aspirasyonu sonucu ortava cikar. Candida tirleri solunum sisteminde yiiksek
oranda kolonize olduklarindan, balgam veya endotrakeal kiiltiirlerin tanisal degeri
diisiiktiir  Klinik tablo ve radyolojik bulgular ise spesifik olmadifindan yeter:
kadar yarar saglamaz Tam da en giivenilit yontem, akeiger dokusunun histolojik

olarak incelenmesidir (19}




Triner Sistem Kandidozu
Candida tixleri ile olusan {iriner infeksiyoniar; genellikle uzun siirelj iiriner
ateter takili kalmasina bagli mesane kolonizasyonu ile iliskilidir  Ayrica
.;ﬁ'é:rirektal ve genital bolgelerden kontaminasyon sonucunda da kolonizasyon
'.1'u$abi1ir.‘ Diger risk fakidrleri; Diabetes Mellitus ve mesanenin tam bosalmasin
'ngelleyen hastaliklar, genis spektrumlu antibiyotik veya immunsupressif ilag
ullanimidir

Candida kolonilerinin sayisi, kolonizasyon ve infeksiyon ayrimint yapmak icin
-y.eteﬂi bir kriter degildir Gergek infeksiyonu degerlendirmek icin ilk olarak
atater varsa degistirilmeli ve idrarin bivokimyasal incelenmesi ile birlikte kiiltiirii
“tekrarlanmalidir
Hastaya genitotiriner girisim uygulanmsgsa, hasta tiriner obstriiksiyon veya diger
yapisal anomaliler ile yaygm kandidiyazis acisindan degerlendirilmelidir. Renal
toplayier sistemde fungus topu ve alt iiriner sisternde infeksiyon gelisebilir (17)
- i) Renal Kandidiyazis: Dissemine kandidiyazh hastalarin % 80’inde, genellikle
- otganizmanin hematojen yayilimi sonucu gelisir Apse olusumu siktir. Bazen hif
kiimeleti pelvis ve iireterleri tikayarak hidronefroza veya aniiriye yol acabilir.
Candida’ya bagh pyelonefiit, primer ve sekonder olarak iki seklinde goriilen
olduk¢a ciddi bir tablodur. Primer infeksivonda nefrostomi tiiplerinden,
stentlerden ve diger kalici aygitlardan asendan olarak, daha sik gériilen sekonder
infeksiyonda ise hematojen yayilim sonucu gelisir. Hematojen infeksiyon papiller
nekroz, intrarenal ve perinefiitik abseler gelisebilir (17)
i) Alt Uriner Infeksiyon: Genellikle bir iiretral kataterden va da genital veya
GIS’den yayihm sonucu meydana gelit  Diyabetli ya da {riner sisteminde
anormallik ve ya hasar bulunanlar 1isk altindadi Candida tirleri, triner kanalda
sistit ve pyelonefiit etkenidirler, Candida’ya bagh sistitte, sik idrara ¢ikma, acil

iseme hissi, diziiti ve suprapubik agr gériilebilir (17).

+ Merkezi Sinir Sistemi Infeksiyonlar

Sik rastlanilmayan klinik tablolardir.
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Candida wmenenjiti: Dissemine kandidiyazisin bir belirtisi olarak ya da
gimsiz bir klinik tablo seklinde geligebilir Disgtik dogum agulikh bebeklerde
ya venttikilloperitoneal santi bulunan hastalarda, hematojen yayilum sonucu ya
déi bir travma ile mantarin dogrudan subdural bolgeye inokulasyonuna bagli olarak
_.()'IItaya gikar. Antibiyotiklere yanit vermeyen menenjitlerde ya da norolojik belirtile
ortaya ¢ikan dissemine kandidiyazisli olgularda mutlaka akla getirilmelidir.

beyin apseleri fokal nérolojik belirtiler verir; hematojen yayihm sonucu olusan

inikroabseler ise nérolojik bozukluklara yol agmayabilirler (17).

. # Candida Fndokarditi
: Tim endokardit olgulaninn % 2°si Candidalar’a bagly olatak gelisit
Infeksiyon, ozellikle piotez kalp kapag: olanlarda ve damar i¢i madde
- bagimhlarinda giderek artis gostermektedir Ozgiil tamsal bulgulan; biyik
vejetasyonlar ve biiylik damarlarm embolizasyonudur (17).
+ Myokardit

Endokarditin bit komplikasyonu olarak apse gelisebilit ya da genellikle
hematojen yayilim sonucu gelisen dissemine infeksiyonun bir belirtisi olarak
ortaya ¢ikabilir. Candida miyokarditli olgularin %50°si dissemine infeksiyondan
Slmektedirler (17)
¢ Tromboflebit

Damar i¢i araglann varlifn ile baglantihdir. Biiylk ve cevresel damarlarda
kismi ya da tam tikanmalar olusur (17).
¢ Osteomyelit

Genellikle hematojen yvayilim sonucu ortaya ¢ikar. Bazen aspirasyon ya da
kortizon injeksiyonu suasinda ve daha seyrek olarak bir travma sonras! gelisebilir
Kanser hastalarinda ve diisiik dogum agirhikli bebeklerde daha fazla gériiliir (17).
¢ Artrit

Hematojen yayilim ile ya da infekte kemikten yayilim sonucu veya travmay
takiben mikroorganizmamn direkt inokiilasyonu sonucu olusur Genellikle omuz,

diz gibi biiyiik eklemler tutulur ve &zgill olmayan pek cok semptomlar da verir.
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rostetik ve romotoid eklemler Candida enfeksiyonuna daha yatkindir. Etken

klikla C albicans dis1 Candida tirleridir (17).

‘Endeftalmit
- Organizmanin hematojen yayilimmi ya da okiiler travmay: takiben ortaya ¢ikar,

: Koriyoretinit olarak baglar; makiila tutulabilir; kérlik olabilir (17)

2.8, Tam

- Candida infeksiyonlarinm laboratuar tanis, klinik drneklerin incelemesi ve
kiiltiirden mantar tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu ile konujur.

Yiizeyel mantar infeksiyonlarmin tanis i¢in deri ve tunak kazint1 drnekleri ile
..mukozalardan alinan siirtinti 8rnekleri, derin/ sistemik kandidoz tanisinda kan,
.beyin omurilik sivist (BOS), balgam, idrar, doku biyopsi émekleri ve damar igi

katater uclar incelenmektedir (1,2).

2.8.1. Klinik Orneklerin Direkt Incelenmesi

Direkt inceleme ig¢in uygun 6rnekier; deriden veya mukokutandz lezyonlardan
- alman kazmti 6rnekleri, derin dokulardan ahman biyopsi Omekleri, santrifiy
- edilmemis veya edilmis idrar, BOS sedimentleridir.
© Mikroskobik Tam: Mantar infeksiyonlarimn saptanmasinda ¢abuk, ucuz ve etkin
. yontemlerinden birisi uygun olarak alinan drmegin direkt incelenmesidir.

Orneklerin direkt incelemesinde, lam-lamel arasi yas preparasyon, Giemsa,
Wright, Gram, periyodik asit-Schiff (PAS) boyama, potasyum hidroksit (KOH),
- kalkoflor beyaz-KOH, ¢ini miirekkebi preparasyonu gibi  yontemler
* kullanilmaktadr.

Klinik &mneklerin nativ mikroskbik incelenmesi sonucu mava hiicteleri
goriilebilir.  Hif yapitar, % 15°1ik KOH soliisyonu ile 5-19 dakika epitel
yapilaninin ayrilmast ile daha iyi gériiliin. Floresan mikroskobu ile incelemede
kalkoflor beyaz: kullanilarak hazulanmis bovali preperatlar, nativ preperatlardan

daha 1yi kontrast olusturmasi nedeni ile tanty1 kolaylastirir (8).
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morfolojisi: Mantarlarin tamimlanmasinda ikinci basamak, kiltiirdeki

i morfolojisinin incelenmesidir. Koloni morfolojisi maya mantarlar kiif

r-l_a_fmcian ayirmada ilk kriterdir. Koloni goriiniimii, farklt maya tiirleri

asmééﬁi ayiimda kiiflerdekinden daha az yardimcidir. Oysa kiif mantarlarinda

ol 1_11_: morfolojisi ve bu kolonilerden hazirlanan taze preparasyonun mikroskobik

Qﬁfﬁesi ile dahi tiir tanimlamas: yapilabilir. Candida tiirleri beyaz-krem

duzgun (Sekil 2.1), tipik maya kokulu koloniler olustururlar.

2‘&5 SDA besiyerinde iireyen Candida albicans kolonileri

(http://medicalmicrobilogylaboratory2001.htm )

Tek kolonilerden pasajlar yapilarak saf kiltiirler elde edilir ve identifikasyon J

islemlerine gegilir (8).

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

_ edilmesi ile uygulamr. Cimlenme borusu, maya hiicresinden hiicrenin genislifinin



aklagik yarisy, boyunun 3-4 kau kadar biyiikliikte hif yapisimn gelismesi olarak
tanumlanabilir. Gergek ¢imlenme borusunda hif yapist ana hiicreden cikista darlik
‘gOstermez.

. Sekil 2.2: Candida albicans ' tavsan serumu ile yapilan Germ Tiip Testi,

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

-Oklar germ tiip olusturmus Candida albicanslar’ gosteriyor.

C. albicans’in hizh tanisina olanak tamiyan bu testte C. tropicalis’in de hif
baglangiclar iiretebildigi, ancak bunlarda blastokonidyanin daha genis oldugu ve
- hifin blastokonidya ile birlestigi yerde darlik bulundugu unutulmamalidir (1,8,13).
Morfolojik Ozelliklerinin Arastirilmas:  Candida  tiirlerinin - morfolojik
ozelliklerini  belirlemek amaciyla misir unlu-Tween 80, Corn Meal Agar
besiyerleri kullanilir.  Bu  besiyerlerinde Candida tirlerinin klamidospor,
psodohif, blastokonidyum olusturma zellikleri saptanir.

Misit unlu-Tween 80 Agarda kiamidospor olusumunu gostermek  igin,
incelenecek olan koloniden igne uclu 6ze ile az miktarda alinarak besiyerine
birbirine parelel kisa ¢izgiler cizerek ekim vapilir. Ekim alam steril lamelle
kapatildiktan sonra 22-26 °C’de inkiibe edilir. Agann mikroskobik incelemesinde
yalancr hiflerin boyut ve sekilleri, hif boyunca dizilmis olan blastokonidyalarin
organizasyonu ve artrokonidya varligi arastiilir, Yalanc: hif ve blastokonidya‘i"
varligi ve artrokonidyanin yoklugu arastinlan koloninin Candida cinsine ait
oldugunu gosterir. Kalin duvarli klamidosporlar C. albicans igin tant

koydurucudur. Ancak tiirlerin kesin tamsi seker fermentasyon va asimilasyon

deneyleri ile konur (1,8).
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az, testi: Mayalarda lireaz enziminin varligimn aragtimldig tireaz test,

)alylzca ve C. krusei nin baz suslarn disinda difer Candida tiirler; lireaz

na‘[lﬁu (1).

Karbonhidrat fermantasyon ve asimilasyon testleri

andidalarm tamsinda 6nemi olan testlerdir.

K;xrbonhidf&f fermantasyon testinde Candidaiarm farkli karbonhidratlardan
craz olugtmup olusturmadiklar aragtizilir. Endojen karbonhidratun hiicre duvar

tarafmdan baglanmas: nedeniyle elde edilen yalanci pozitiflikler bu testin

- d_azavanta] idir (1).

‘Karbonhidrat asimilasyen testinde Candidalarin oksijen varhifinda tek karbon

‘Wickerham ve Burton tarafindan gelistirilmis  olan asimilasyon  ve
é‘ﬁnentasyon testleri, Candidalarin tanamlamas: icin altin standart olmakia
':bifiikt@, 14 glinde sonu¢ vermesi dezavantajidir. Daha hizl; sonug veren
E_:\/finitek”,, “APL 20 7, “Uni-Yeast-Tek”, “Vitek” ve “Microscan Yest
Identzﬁca’aon Panel” gibl hazir ticari testler gelistirilmistir. Ancak ticari testlerin
spek‘uumunda butunmayan nadir tirlerin tanimlanmasinda  Wickerham-Burton

yontemine gereksinim duyulmaktadir (1,8).

.2.8.4. CHROMagar, Candida tirlerinin ayirmunda kullamian ve farkli titrlerin
farkh  renkierde koloniler olusturmas1 ile ayirict tanmnin vapilabiidigi  bir
besiveridir. By yontemie C. albicans, C 1 opicalis ve C. krusei ayirimini yapmak
mimkiin olmaktadir. Benzer amacla, dzellikle C. albicans aymminda Biggy agar

(Nickerson’s medium) ve Candida 1D agar da kullanilabilmektedir (33).

2.8.5 Candidalarda Serolojik tan
Cogunlikla koksidiyoidomikoz, parakoksidiyoidomikoz ve histoplazmoz
tanitarinda kullamilmalktadir, Serolojik olarak mantara ait hiicre duvar mannani.

galaktomannan. mannoprotemnler, sitopiazmik enolaz gibi antijenik vapilar ve




mlara karst gelisen antikorlar ile D-arabinitol gibi bazi metobolik triinlerin
terilmesi tamya yardime: olabilmekiedir,

Antijenlerin taranmasi: Mantar antijenlerinin konak salgisal cevabindan
ag{ms‘,iz olmalari nedeniyle daha avantajlidir, Ancak testlerin kullantlabilirliligi
. jenierin kandan hizla kaybolmasi nedenivle kisitlhidir.

Antikor arastinlmasy:  Condida  tiirlerinin serofojik tamisinda  antikor
rasiriimasinin, capraz tepkimeler ve infeksiyon ile kolonizasyon ayiriminda
.retersizlik nedenleriyle tami degeri azdir, Ozellikle immun sistemi baskilanmis

astalarda zayif antikor yamti nedeniyle sonuglar yanilticidir (34).

2.8.6. Mantarlarm Tamisinda Molekiiler Yontemler
-+ Tamsal Mikrobiyolojinin teme] hedefi, spesifik patojenin mimkiin olan en kisa
fsﬁrede saptanmasi ve tanimlanmasi yolu ile hasta tedavisinde gelisme saglamalcur.
Molekiiler tamsal uygulamalar mikroorganizmalarn kiiltir ortamlarinda
biyolojik olarak tiretilmelerinin yerini alarak stiratle mikroorganizmalarin
varligimin genotipik belirlenmelerini sagiamaktadirlar.

Ozellikle etkenin yavag dreme gdsterdifl veya tretilemedigi durumlar ile
- seroljik tammn gergeklestirilemedigi immun yamitsizhik durumlarinda molekiiler

tam yontemleri bir zoruntuluk olarak ortaya gikmaktadir (33).

Hibridizasyon Yéntemleri

Denatiire olmus ¢ift iplikli DNA veya DNAnin tek ipliklerinin tekrar farkl:
orjinli ipliklerle biraraya getirilmesine hibridizasyon adi verilmektedir. Bircok
molekiiler teknikle hibrid olusturulabilmekiedir (6rnegin Southern blet, Dot-blot
hibridizasyon yontemleri ile 6zgiil DNA dizileri kantitatif olarak belirlenebilir},
Problarla hedef yapimin belirlenmesi bir hibridizasyon véntemidir. Niikleik asit
prob teknolojisinde; enfeksiyon ajanlarimin 6zel gruplari icin spesifik genomik
zincirler se¢ilir, klonlamz, sentezlenir ve prob olarak kullanihr., Problar enzim,
antijen ve kemiluminesan veya radyoizotoplarla isaretlidir ve kolavca o%ométik
sistemlerle belirlenebilir. Klinik érnekte problar DNA veya RNA ile hibridize

ofur. Nukleik asit probiar, hedef niikleik asidin komplementer vapisma yiiksek




r__'ariihkla baglanabilir, organizmalan tammlayabilir ve daha. fazlé .' oiéi‘ak;'tiirj_.'”"
evini belirleyebilir.
Problar dzellikle mikroorganimalarin primer killtirde identifikasyonu veya

olimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tirtinlerini belirlemek icin tasarlanmistir.

aﬁdida tirlerini, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus tirlerini tanimlamak
m PZR amplifikasyonu ile tiire spesifik internal transcribed- spacer (ITS)
gontikleik problar kullanarak mililtrede 2-10 hiicrenin  belirlenebilecegi
':s'teriimi&ir.

_-In situ hibridizasyon, tlim hiicrelerde veya mikroskopik preperatlar icin fikse
d11m1§ doku &rnekleri igin kullanilir. Kan kiltiirlerinde bakteriler kadar mayalann
11_211 tanimlanmasinda  floresan In  situ  hibridizasyonun uygun  oldugu
ildirilmektedir,

_ Benzer olarak genotipik tiplendirmelerde kullamlan Pulse Field Gel
Electmforems (PFGE), restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
_-'._ve polymerase chain reaction fingerprinting yoéntemivle salgm suslarim
..-‘Ibelirlemede de &zgtil problar kullamlmaktadur.

Klinik &rneklerden patojenleri belirlemede prob yénteminin duyarlilig1 disik

oldugundan dolay1 ntikleik asit cogaltma yontemleri gelistirilmistir (35,36).

Niikleik Asit Cogaltma Yontemleri

Kiiltirde ge¢ ve =zor treyen mikroorganizmalar igin DNA cogaltma
yontemlerinin  kullamilmasy bu giicliiklerin ¢dziilmesinde dnemlbi bir gelisim
olmusgtur.

Niikleik asit ¢ogaltma vontemleri icinde ilk gelistirilen ve halen rutin ve
aragtirma laboratuvarlar icinde kullaniian véntem, PZR dir (33).
PZR: 1k kez 1985 yiiinda bilim diinyasina sunuldugundan itibaren PZR; hem
arastirmada hem klinik laboratuvarlarda tamida yeni bir dénem acrmstir. ABD de
Cetus Corporation’da ¢ahigsan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki
tarafndan gelistirilmistir. Bu bulusundan dolayr K.Mullis. 1993 vili Nobel Kimya
ddiltine hak kazanmustur. Metod, &zetle niikleik asitlerin uygun kosullarda

¢ogaltlmasidir (37).
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.7 Kandidemi Tanisinda Polimeraz Zincir Reaksivonu’nun Kull'aﬁllhlﬁz-'{

antar infeksiyonunun tamist icin PZR yontemi 1990°1: yillarda kuﬂamlmajré"

danmustit. Bu yillardan itibaren PZR teknifinin duyarlilign ve ozgilligi

gg_ti_i:‘ﬂmaya baglanmustir. Candida P7ZR tekniginin uygulandigi ¢alismalarda, 1

] anda 1-10° CFU/ml  Candida hiicresini saptayabilecek duyarlihkta oldugu
u“ihnigtir.

Az sayida mantar hiicresini saptayabilme, mikroorganizma hiicresine ihtiyag
yﬁlama ve az miktarda drnekle calisabilme gibi 6zellikleri molekiiler teknikler
g_ei;és'inde PZR’1 6n plana ¢ikarnustir (35).

PZR elamanlar: PZR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki

ligoniikleotid primerlerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanan in vitro bir

ontemdir. Yontem termostabil DNA polimerazlan ve farkli sicaklik derecelerini

- PZR ybnteminde, ¢ogaltilacak hedef gen bolgesine ilave olarak kullamlacak alt
._témeI madde; dzgiil oligoniikleotid primerler, ANTP karisimi (dATP, dGTP,
._dCTP, dTTP), tampon, MgCl,, Taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz ve
';u’dur.

PZR i¢in kontamine olmayan bir ¢evrenin saglanmasi gereklidir. Bunun igin
steril soliisyonlarin ve aerosoliere direncli pipetlerin ve filtreli pipet uglarmin
- kullaniimas: dnemlidir. PZR teknigi ¢ok yiiksek bir duyarlih@a sahip oldugundan
kontaminasyon siklikla kargilasilan bir problemdir. Bu nedenle calisma ortaminda
sadece PZR wuygulamalanimn yapilacagn izole odalarin  ve bivogiivenlik

kabinlerinin bulunmasi gereklidir (38).

Oligoniikleotid Primerler: Hedef DNA bélgesini ¢ogalumak i¢in genellikie 20-
30 niikleotid uzunlugunda primerler kullamilmaktadir. Daha uzun primerlerx
kullanildiginda dzgiilliikte bir vitkselme olmadig gibi gereksiz yvere malivet arus:
olmaktadir. Daha kisa primerler kullamldiginda ise istenmeven bdlgelere
baglanma meydana gelebilmekte ve 0Ozgiil olmayvan cogaltma {riinlert ortaya

cikabilmekiedir. Primerlerin mimkiin ise ortalama olarak dort bazin her birinden




esit sayida igermesi ve tekrarlayan, sadece piirin veya primidin iceren dizilerden
kaciniimas: gereklidir.

Aynica  primerlerin - kendi  kendilerine  ve  birbirleri  tizerlerine
baglanabilirlilifinin olmamasina dikkat edilmelidir. Iki primerin ayrilma baglanma
sicakliklar1 (melting temperature - Tg) birbirine mimkin oldugunca yakin

secilmehidir (39, 40, 41).

DNA  Polimeraz: PZR tekniginde 1siya dayamkli DNA  polimerazlarn
kullanilmaya baglanmas:, PZR’in arastirma ve klinik laboratuvariarda rutin bir
teknik haline gelmesine neden olmustur. Isiya dayamkl: enzimler kullanilmaya
baglanmadan ~ 6nce  sadece 1siya  duyarlh  olan  DNA  polimerazlar
kullamlabilmekteydi. Bu enzimler, PZR dongiilerinde 94 °C’ye her cikildiginda
aktivitelerini  kaybettiklerinden her PZR déngiisinde reaksiyon karisimina
eklenmeleri gerekiyordu. Pratik olmayan ve 6zgil PZR iriind olusumunu
engelleyebilen bu durum 1siya dayanikli DNA polimerazlarin gerekliligini ortaya
koymustur. Bunu i¢in ilk olarak Thermus aquaticus adl: sicak sularda yasayan bir
bakterinin 1siya dayanikli olan DNA polimerazi (Taq DNA polimerazi) izole
edilmigtir. Bunu birgok 1s1ya dayanikli DNA polimeraz izolasyonu izlemistir.

PZR’da kullanidlan baz: 1siya dayamkhh DNA polimeraziar Cizelge.2.6.’da
gosteriimistir. Taq DNA polimerazinin optimum calisma sicakligiun 72 °C
civarinda oldugu belirienmistir,

Taq DNA polimerazin kullanilmaya baglanmasi ile hem her déngiiden sonra
reaksiyon kanmgimma yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmamis, hem de
primerlerin 6zgtl bolgelerine baglandiktan sonra 37 °C gibi diistik bir sicakliga
inilmedigi igin, istenmeyen yerler baglanmalar engellenmisitr.

DNA polimerazlar, orijinal ana DNA zincirlerinden bir tanesi kalip olarak
kullanilarak yeni bir tamamlayiet DNA  zinciri olusturulurken, monomer
deoksiniikleotid trifosfatlardan uzun poliniikleotid zincirlerin sentezini katalize
eden enzimlerdir. Polimerizasyon her zaman decksiniikleotid trifosfatin 5 o-
fosfatindan gelisen DNA  zincirinin 3" terminal hidroksil grubuna dogru

islediginden DNA sentezi her zaman 5" uctan 3" uca dogru devam eder (42).
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Cizelge 2.6, Baz: siya dayanikh DNA polimerazlar ve kaynaklan (42)

' DNA polimeraz Dogal/ Rekombinant Kaynak
‘Tag Dogal Thermus aquaticus
“Amplitaq® Rekombinant Thermus aquaticus
Hot Tub ™ Dogal Thermus flavis
Pfu Dogal Pyrococcus furiosus
Vent '™ Rekombinant Thermococcus litoralis
.' Deep Vent Rekombinant Pyrococcus GB-D
Tth Rekombinant Thermus aquaticus
UlTma ™ Rekombinant Thermotoga marttima

Deoksiniiklosid trifosfatlar (dNTPs): Sal' deoksiniikleosid trifosfatlarin
doérdiintin ayri ayrt bir arada bulundugu stok solisyonlar mevcuttur. Stok
soHisyonlarini cogunun pH's1 NaOH ile 7.5%e avarlanmistir. PCR i¢in genel olarak
100 pM dNTP konsantrasyonu gerekli olmakla birlikte daha digiik dNTP
konsantrasyonlarinda (10-100 pM) Tag DNA polimeraz daha iyi ¢alismaktadir.
Bununia birlikte optimal dNTP konsantrasyonlarn MgCl, konsantrasyonuna.
reaksiyon durumuna, primer konsantrasyonuna, ¢ogaltilan tirlintin uzunluguna ve
PZR déngii sayisina baghdir. Bazi PZR’larin optimizasyonunu saglamal i¢in en
uygun dNTP konsantrasyonunun ampirik olarak belirlenmesi gerekebilmekiedir

(41).

Tamponlar: PZRda DNA polimerazin daha 1yi c¢alismasim saglayan birgok
tampon bulunmaktadir. Genel olarak 1988 yilinda Saiki ve arkadaslarimn
tanumlanis oldugu tampon ve buna benzer tamponlar kullanmilmaktadir. Bu
tampon final konsantrasyonu olarak 10mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5
mM MgCls, %0.01 jelatin, %0,01 NP40O ve % 0,001 Tween 20 icermektedir (43).

-2 . . . - - . - .
MgCly: Mg iyonu. DNA polimeraz enziminin calismasin saglayvan dnemli bir
kofaktordiir. MgCls son reaksivon karistmundaki konsantrasvonu farkl oranlarda

olabilmektedir. Bu nedenle en uvgun olan MgCl> konsantrasvonunu belirlemek
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i0:0,5-5,0 mM araligindaki MgCl, konsantrasyonlanmin denenmesi gereklidir.
» % jyonlari, polimerizasyon sirasinda dNTP’lerin yeni yapilmakta olan zincire
Jenmesi icin ¢ok Snemlidir. Ayrica polimeraz aktivitesini stimiile ettikleri gibi

. zincirli DNA nm aynlma-baglanma sicakligini arttirir ve primerlerin kalip

NAya baglanmalarim kolaylastirirlar. MgCl, konsantrasyonunun PZR triini ve
; gﬁllﬁk tizerine ¢ok énemli etkileri vardir. 1.0- 1.5 mM MgCl, konsantrasyonu
nellikle ideal olmakla birlikte, bazi durumlarda, farkh Mg"? miktarlart gerekli

labilmektedir (43).

Sicakhk dongileri: PZR teknigi; cogaltilmas: istenen DNA 6rneginin, DNA

.'plika.syonu icin gereken maddelerle Dbirlikte g basamaktan olusan
denatiirasyon, primerlerin baglanmasi, uzama) sikluslarm belith sayilarda
tekrarlanmastna dayanir. Bu ti¢ adim bir PZR siklusunu olugturur. Her adim farkh
.'.'sﬂarda serceklestirilir (Sirast ile 94-98 ° C; 37-65 ° C; 72 ° C). PZR kangimlarini
iceren tiipler otomatik olarak programlanabilen makinalarda (termal ¢evirici) sira
ile bu sicakhiklarda istenilen siirelerde tutulur.

Genellikle DNA zincirleri 94° C- 98° C “de denatiire oldugu icin hangi primer
Rulimnhyor olursa olsun ve hangi DNA cogaltilirsa cogaltilsin denatiirasyon igin
“bu sicakhk aralifn kullambr, Primerlerin birlesmesi i¢in kullanlan sicakhk
_.-."primerin niikleotid icerigine gdre degisit ve primerlerin ayrilma-baglanma
sicakliklarna gore belirlenir. Polimerizasyon sicaklidi ise enzimin en iyi calisug
- sicaklikta

- {taq polimeraz igin 72° C’de) tutulur. Bu sicaklikiarda denatlirasyon. primer
birlesmesi ve polimerizasyon i¢in gereken siire ashinda birkac saniyedir. Ancak
termal cevirici igerisinde tiiplerdeki kangimlanin tamaminin bu  sicakliklara
ulasmasi biraz siire gerektirebilir. Ince ceperli tiiplerin kullamimasi bu stirelerin
kisaltilmasim saglayabilir. PZR reaksiyoniarna ilk baslarken ortamdaki biitlin
DNA’larin tamammin denatiirasyonu icin biraz uzunca bir siire gerekebilir.
Program sonunda

72 °C’de 3 dakika daha tutulmasi varim kalan zincirlerin tamamlanmasim: saglar.

(WS
~




‘Her dongiide 6zgtil DNA parcas: iki katina cikar. Yeni sentezlenen DNA da bir
onraki dongtde kalip olarak kullanildigl igin DNA parcalar geometrik olarak
+tar. Bu geometrik birikim ile birkag saat icinde 6zgtil hedef pargann milyonlarca

arcast olusmaktadir (43).

7ZR’a Dayah Tam Yontemleri Olusturmak Icin Stratejiler

PZR’a dayalr tami yontemleri olustururken duyarhilik ve dzgilliigh optimize
étmek icin cesitli faktdrlerin uygulanmast gereklidir.

Hedef

Tamsal PZR'in ozgilligd ¢ogalim igin uygun bir hedef dizisi segilerek
saglanabilmektedir. Ozgiiliiik, hedef dizi ve farkh cins veya tiirlerin DNA dizileri
arasmdakl homoloji derecesine bakilarak belirlenir. Ornegin, tim mantarlarda
ortak olan bir genin fazlaca korunmus olan bir bolgesinin PZR protokoltinde hede{
dizi olarak secilmesi bir infeksiyonun bakteriyal veya mantar kaynakl: oldugunu
gostermek i¢in uygundur. Bu strateji, bircok grup tarafindan, cogaltim igin hedef
dizi olarak fungal ribozomal RNA( TRNA) icindeki oldukeca korunmus bélgeler
veya finiversal bdigeler secilerek uygulanmustiy. Mantar DNA kaynaguun cinse mi
ait oldugunu yoksa tiire mi ait oldugunu saptamak igin gesitli PZR ¢ogatim firtint
saptama yontemieri kullanilabilmektedir. TRNA genlerinin digerbir avantajida
; I_ PZR duyarlilhigme arttiran yiiksek kopya sayist olusturabilmeleridir (43).

1990 wyilmda Buchman va arkadaslarn tarafindan sitokrom P4501,A;
(lanosterol-14a- demethylase) genini kodlayan bir mantar DNA dizisi primer
olarak segilmistir (44).

1994 yilinda Makimura grubu tibbi ¢nemi olan 25 adet mantann 78 térlind
mantarlarin 18 S tRNA genlerinde korunmus bolgeleri kullanarak gogaitan bir
PZR yontemi gelistirmislerdir (45).

1994 vihmda Holmes ve arkadaslan, gesitli Candida titrlerini iceren kan
smeklerinden ekstrakte edilen Cendida DNA’smin teshiti icin; tim Candida
tiirleri arasmda ortak olan 5s rRNA gen dizisini kodlayan PCon lve PCon 2
primerlerini dizayn ederek 105 bp’lik bir bblgeyi béé;arl ile cogaltmisiar ve agaroz

jelde yiriiterck gostermislerdir {(46).



1998 yilinda Van Burik ve arkadaslan medikal olarak Snemli maniarlar
aptamaya yonelik kiiglik subtinit rRNA gen dizisini tamamlayan bir ¢ifl primer
:..izisi dizayn etmiglerdir (47).

Irnek Secimi ve Hazirlama

Tamisal PZR potokolii gelistirirken klinik 6mek se¢imi ve DNA ekstraksiyon
6ntemi ¢ok dnemiidir. Candida infeksiyonlarinin tanisinda ¢ogu PZR protokoli
Klinik olarak 6nemli olan mantarlarin kandan tesbitini vani kan 6rneklerinin
cahgimasini kapsamaktadir, Kan ve serum kismen non invaziv yéntemlerle
saglanabilmeleri nedeniyle sistemik mantar infeksiyonlarmin tanisimda potansiyel
" .-.".olarak kullanish smekierdir,

Tam kan ile Candida DNA’s1 pozitif bulunan &rnekierin ancak % 50°sinin
serumda Candida DNA’st saptanabilmistir (32).

Kullanilan DNA ekstraksiyon yonteminin ozellikle iki hedefi olmalidir; (i)
minimal kayipla mantar DNA’sim etkin olarak saflagtinlabilmekiedir, (i)
Omekten PZR inhibitorlerini kaldirabilmelidir. DNA ekstraksivonu sirasinda
Onemli bir asama olan Candida hiicre duvarumm parcalanmas: zordur. Enzimatik
ve mekanik ytntemlerle parcalanabilmektedir. Lyticase ve Novozym 234 DNA
ekstraksiyonuna yardimer olan sindirici enzimlerdir. Mekanik olarak cam
boncuklarfa parcalanma da kuilamlmaktadr.

Hiticre lizisi ile agifa cikan proteinlerin DNA'dan ayristirilmasinda, hazur
kitlerin kullamimas: ile daha iyi bir ekstrakte DNA {iriinii saglanabilmekiedir
(QIAamp DNA mini kit (Qiagen), MagNA Pure LC DNA {Roche) Isolation Kit).
Hazir kitler, diger yontemlere nazaran zaman tasarrufu sagladiklar: gibi fenol ve
kloroform kullamimin: ortadan kaldirmaktadir. Ancak uygulanan protokole dnemli
bir ek mali kiilfet getirmektedir (48).

2.8.8 Cogaltilan Uriiniin Saptanmasi ve Degerlendirilmesi

PZR trtnlerini géstermek icin kullamilan yontem duyarhlik ve &zgulligii =
arttirabiimektedir. Amplifive edilen DNA veya RNA’min tesbitinde kullanilan
bircok metod vardir. Molekiiler tan leknigine uygun olan teshit metodunun
secilmesi;

1) Hedef veya prob amplifikasyonuna.




Niikleik asidin RNA veya DNA olmasina,
Baz dizisinin heterojenligine,

Amplifiye tirlinlerdeki nadir baz dizi varyantiarinin saptanmasina,

Primer veya problardaki dogal dizilimler disinda yeni baz dizilerinin

- olusumuna baghdir,

Bu ozellikler g6z éniinde bulundurularak secilebilecek gortintlileme yontemleri
| sunlardir:

: A. Jel elektroforezi

- B. Hibridizasyon (Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) temeline daval

TagMan, Moleculer beacon, LightCyeler ve Ampliflor teknikleri )

€. Kalorimetrik mikrotitre plak sistemleri

D. Kemiltiminesans isaretleme

E. Oligomer baglanma yéntemi ile amplifikasyonunun gosterilmesi

F. Matriks hibridizasyon ve DNA ‘chip * teknolojisi.

Jel elektroforezi; Cogaltilan niikleik asitlerin gOsterilmesinde  kullamlan
geleneksel metod agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezini takiben etidyumn
bromiirle (EtBr) boyanan jeldeki bantlarm gozlenmesidir. EtBr, elektroforezden
sonra DNA profillerinin taninmasini saglar. EtBr sadece ¢ift ipgikli DNA'ya
baglanabildigi i¢in tek ipgikli DNA veya RNA tesbitinde kullantlamamaktadsr.
Tek ve ¢ift ipgikli DNA ve RNA tesbitinde * Cyber green’ (CG) boyalan da
kullanilabilmektedir (49).
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ve YONTEM

‘alisma Grubu

[anan calismada; Bir yil sliresince (01/01/2004-01/01/2005 1tarihleri
a) Ai%’deniz Universitesi Hastanesi ¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali (ABD)
'51_1‘_1deki Hematoloji Bilim Dali (BD), Cocuk Saghg ve Hastaliklar ABD
ato OJE—anoioji BD’t servislerinde ve Kok Hiicre Transplantasyon (KHT)
esmdé_':.yatan ve ilgili birimlerce malignite tams1 konan; kandidemi &n tanih
’78.'.__hastamlzm, giinlik 16kosit sayilart ve atesleri izlenerek prospektif
ebril notropenik dénemleri saptandi. Notrofil diizeyi 500/mm”"tin altnda
00-1000/mm’ arasinda oldugu halde 48 saat icinde 500/mm’iin altna
;..b'eklenen hastalarda, oral veya aksiler bélgelerden 6lgiilen atesin

nin lizerine gikmast yada bir saat slireyle 38.0-38.2 °C arast sicakhik
ebril ndtropeni (nttropenik ates) olarak tanimlandi (50).

8 ‘hastamn timt tarafinuzdan bilgilendirilip onaylart alindiktan sonra
alismaya dahil edildi, Projemizin bir omegi, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
imi Etik Kuralu’na sunularak etik kurul onay1 alindi.

-'a. smaya alinan hastalara ait bilgi formu ormegi, ekte sunulmustur (ek 1). Bu
ormda; hastamin nétropeni diizeyi, sistemik kandidiyazini destekleyen bulgularin
a‘rhél, risk faktorleri, kandidiirt hikayesi sorgulanmistir.

Héstalarm boliimlere dagilimlari, vyaslann ve primer hastalikian  ekte
unulmugtur (ek 2).

Cana’ia’a DNA’simn kandan izole edilmesinde; duyarhilik, 6zgiillik, malivet

e ifgulanabilirlik dzellikleri gbz ontine bulundurularak Loeffler ve ark.’nimm
geIﬁtirdikleri otomatize Magna Pure LC ve manuel Qiagen kitlerinin kullamldigt

p1o'f0kol calismalart dikkate alinarak gerceklestirihmistir (51).

1.2 Klinik érneklerin calismaya alimisi ve calisma prosediirii
Atesin yikselmeye basladigi ilk saatlerde antifungal tedaviye baslanmadan
Gneeki steril sartlara uyularak alman kan 6rnekleri: PZR icin EDTA Lt (Etilen

Diamin Tetra Asetik Asit) tiplere ve kan kiltirleri igin soybean casein broth



ren kan kiiltlir siselerine {Yetiskin hastalar i¢in; Plus Aerobic/F — pediatrik

'talar igin: pe&ds plus/F Becton Dickinson) inokiile edilmistir, EDTA’[; tiipler

nan 3-5 ml hacmindeki kan &mekleri, RNA ve DNA’ dan arindmlimss filtrelj

: é__et uclarr  kullamiarak ependorflara  aktanidi ve Candidg DNA siin
agtiriimast islemi yapilincaya kadar ~70 °C*de muhafaza edildi.
Kan kiltiir siseleri, Bactec 9240 (BD Bactec-Becton Dickinson Diagnostic

hs'trument Systems, Cockeysville, Md) kan kiiltiir cihazina verlestirildi. Ureme

_ myah almincaya kadar cihaz iginde bir hafta stire ile inkiibe edild;. Ureme sinyal;
__1"man kan kultir siseleri; cihazdan cikarildi, kanh agar ve SDA (Saburoud
Dekstroz Agar)’a ekimi yapildi ve sonrasinda 24 saat 37 °C etiivde inkiibe edildi.
synca febril notropenik atak geciren hastalarda, kan kiiltiirleri ve EDTA’L tiplere
lman kanlarla ¢g zamanli olarak; idrar, katater, diski ve bogaz drnekleri de alind:
e kiiltlirleri yapilarak kolonizasyon olasiligs deferlendirildi. Bu amacla; SDA
émyemne ckim yapildi ve 24 saat 37 °C etiivde inkiibe edildi. Ureme
gbzlenmeyen kolonilerin inkitbasyonu bir haftaya kadar uzatldi. Bu stirede, kan
killtiirleri ve kolonizasyonu degerlendirmek icin alinan killtiirlerde (idrar, katater,
'dlskwe bogaz) treme tespit edilen kolonilerin tir ayrimi i¢in;  mikroskobik
inceleme neticesi ile maya morfolojisinde gézienen Candida lara germ tiip testi
_’uygulandl Germ tlip yapan Candida larn fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikle
Incelenerek tiir diizeyinde tannmlanmast yapildi,

Germ  tip yapmayan Candida larn  tiir aywum igin, fermentasyon ve
asimilasyon reaksiyonlarina dayali sonug veren ID 32C ( BioMérieux ) kit ile
Mini APT (BioMérieux) tam otomatize cihazinda tir tanimlamast yapilds,

Universite hastanemiz, Merkezi Arastrma Laboratuvar'nda: Candida
DNA’smin saflastmimasi, ¢ogaltilmas:  ve  gorintilenmesi  islemleri
gerceklestirilmigtir, Universite hastanemiz Merkey Laboratuvan bunyeséfﬁdeki
Bakterivoloji rutin faboratuvar'nda da kiltir yontemleri ile Candida larn

izolasyonu ve tanymlanmas vapild,



1.3. Ayirac¢ ve Gerecler

kstraksivon

izelge 3.1. MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III (Roche) Icerigi

anfia tamponu | Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension

6 cam sise

Bacteria Lysis Buifer

100 ml 1 sige

Proteinase K (liyofilize toz)

6 cam sise

ys'i's./Binding Buffer Elution Buffer

'O:_.'ml ] sise 100 ml 1 sise

: Liyofilize toz halindeki proteinaz kullanilmadan once, 1.2 ml elution buffer
.H}foﬁlize proteinaz K igeren cam siseye eklendi,

" Kit icerigi oda1sisinda (15 - 25 °C) bir yil bozulmadan muhafaza edilebilir.

~ Qizelge 3.2. QTAamp DNA Mini Kits (Qiagen) Kit [cerigi

50 adet spin kolon 750 adet 2 ml tiip

54 ml AL buffer 50 ml ATL buffer
95 ml AW1 buffer 110 m] AE buffer

166 ml AW?2 buffer 6 ml proteinase K

Proteinase K, kullantma hazirdir (Proteinase K — 20 °Cde bir wil
bozulmadan muhafaza edilebilir).
1. AL buffer: Kullanimdan énce calkalandi.

2. AWI buffer: Ik kullanimdan énce konsantre buffer igine 125 ml ethanol

(% 96-100) eklendi.

(S}

AW?2 buffer: Ik kulianimdan énce konsantre buffer icine 160 ml Ethanol
(%0 96-100) eklendi.
Her ¢ buffer da oda isisinda {15-25 °C) bir yi! bozulmadan muhafaza

edilebilir.




250 U (5 Units/pl)

buffer, 10 X 1.2 ml

. 2.0 ml

1.2 ml
(herbirindeni @ mM) 200 ut

I_-.:_PZR Yontemlerinin Analitik Duyarhhiklarimn Tespiti

z;t_i.f Kontrol: Cahsmamizda Amerikan kiiltiir koleksiyonundan (ATCC)

ap] nan C.albicans'm ATCC 90028 standart susu, pozitif kontrol olarak
nldi. Sug SDA’da 35 °C’de 24 saat inkitbe edilerek besiverinde tiretildi.
rden elde edilen Candida ile, fosfat tampon icerisinde (0.5 McFarland®da 106

ida hiicresi denk gelecek bulaniklikta (52)) densimat {BioMérieux) cihazinda

éﬂéﬁd degeri okutuldu. Kan bankasindan saglanan saghkh insan EDTA’D
;_é_'erisinde 10°, 107, 10°, 10°, 10} Candidaiml olacak sekilde stispansiyonlari
a Iarak diltie edildi. Farkl diliisyonlardaki bu siispansiyoniarla testin analitik

duyarhligy tespit edildi.

Ng;gétif Kontrol: Negatif kontrol icin steri] deiyonize su ve kan bankasindan

fermin edilen saglikh insan EDTA’lt kani olmak tizere iki kontrol kullanildi,

3.2.2, Candida DNA Ekstraksiyonu

_.'3; Candida DNA ekstraksiyonu igin 2 farkl ticari kit ile calisma planiand;.

| L. Otomatize MagNA Pure LC cihazi (Roche ) aracthi@: ile MagNA Pure
LC DNA Isolation Kit 11l (Bacteria, Fungi) ve

IL Manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit- Qiagen ) Ektraksivon
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.Otomatize MagNA Pure LC Protokolii ile Ekstraksiyon
MagNA Pure Cihazimim Tanitinn
“MagNA Pure LC tam otomatize bir ekstraksiyon cihazidir. Cihaz bir bilgisayara

baghdir ve bu biigisayara yiiklenen programlar dogrultusunda estraksiyon islemini
“kapali devre olarak gerceklestirmektedir. Cihaz biinyesinde farkli islevlerin
gerceklestirildigr boliimlere aynlmustr. Ayrica cihazin ¢alismasi swasinda dikkati
.geken ozelligi, i¢inde farkli birimlerden olusan hareketli bir robotik kola sahip
- olmasidir.

Utetici firma tarafindan tnerilen ekstraksiyon islemine uygun, Part of Software
3.0 programimn bilgisayara yiiklenmesinin ardindan yiiklenen program
dogrultusunda; hareket eden kol ile, cihazin i¢indeki farkl: boltimlerde pipetleme,
yikama, magnetik alan olusturulmasi ve kaldiritmass, elde edilen DNAmn elution
buffer ig¢inde saklanmast gibi islemler gerceklestirilebilmekte ve hasta drnekleri
ile direkt temas kurulabilmektedir.

Sekil 3.1. MagNA Pure Cihaz:
B

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

EDTA’lL tip igine alnan kan &meklerinde; MagNA Pure L.C cihazinda, [
MagNA Pure LC DNA izolasyon Kit III (Roche Diagnostics) prosediiriine uygun

olarak ekstraksiyon islemi ger¢eklestirildi.

MagNA Pure LC cihazindaki islemlerden once disarida yapilmasi gerekli

cahsmalar: EDTA’]1 tliplere alinan kan 6rneklerinden 100 ul’si, 1.5 ml ependorf



de 10 dak

plere akianildi. Uzerine 130 ul Bacteri Lizis eklendi ve 630 ¢
°C'de 10 dakika

iibe edildi. Sonra bu karisima 20 ul Proteinaz K eklendi ve 95

{ibe edildi. Sonra ependorf tiplerindeki sivi MagNA Pure LC sample kartugun'é.: P i

ligma listesine uygun olarak otomatik pipet araciligi ile transfer edildi.

1gNA Pure cihazimn ¢abismast: Cihaz, calisma kitine uyvgun olarak bilgisayara
klenen program dogrultusunda, reagenlerin ve sarf malzemelerin miktarin ve
ihaz i¢1 lokalizasyonunu bagli bulundugu bilgisayarin ekranmda gbstermekiedir.
Cihazin cam dis kapag acilarak reagenler ve sarf malzemeler cihaz tizerinde
.é'ndilerine ayrlan uygun béliimiere verlestirildikten sonra hasta drneklerini iceren
z:;';fnpie kartus bilgisayar ekramnda gésterilen uygun bélgeye verlestirilir. Cihazin

15 cam kapaf) kapatilir ve bilgisayar iizerinden cahstirilir. Cihaz. 6nce sarf

malzemelerin verini ve miktarmn: robotik kolda ver alan optik okuyucusu ile
kontrol eder. Eksikse uyan verir, degilse robotik kol aracith@ ile Once pipet
uglari alir ve reagenleri uygun birimlere dagitarak calismaya baslar. Bu sirada
bilgisayar ekranindan calismanin asamalan ve testin ne zaman sonlanacag:
- goriilebiimektedir.
| Cihaz kapali devre sistemi icerisinde; lizis soliisyonu  kullanarak kalan
ceritrositleri ve l6kositleri lizis edecektir.
Agiga cikan DNA'nmn  yiizeyl magnetik cam partikiilleri kullanilarak
sartlacaktir. Olusturufacak magnetik alanin etkisi ile DNA—cam partikiilleri
- karigum sividan gekilerek uzaklastiracaktir.

Magnetik alan devam ederken yogun vikama islemleri ile DNA-cam
partikiilleri disindaki hiicrese! artiklar temizlenecektir.

Daha sonra magnetik alanda meydana getirilen degisikliklerle sadece cam
partiktiller tutulacakur. Cam partikiillerden ayrigtirilan DNA ise 200 ul clution

buffer i¢inde, cihazdaki son bélmede muhafaza edilecektir (Sekil 3.2),
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M&gnen{cam Yogu;uﬁkama Magretik alanm Mﬂgﬂﬁiik alarsda Catn bencukl ardan

;EYQ e kullamlarak DNA  hicresel ariklann  cam boneul- DNA  defisim sapesinde  DNAnn, elufion buffer

yuzeyinin sarilmast cara boncuk- DNA. kompleksinin bir arada. cam boncuklans iginde inkibasyonu
kompleksinden  srvidan ayngmasy tutulup DNA'nig
azaklagtn mast vzaklasturimas ile

kompleksinin ayngmas

E Kandan Mantar Genomik DNA ’simin modifiye manuel (Lyticase +

'5 QIAamp DNA Mini Kit- -Qiagen)ekstraksiyon protokolii ile saflagtirtimasi.

f§lem basamaklar; Flahaut ve ark.’nm (53) modifiye manuel Candida DNA
ckstraksiyonu ile Loeffler ve ark.’ mn (54) standart manuel Candida DNA
'ek9t1ak51yon uygulamalart gbz 6niine alinarak gergeklestirildi.

'I-.. EDTAh tiip icerisine alinmis 3 ml kan 6rnekleri, 15 ml’lik propilen santrifiij
t_iipierine aktanldi.

Z Uzerine 9 mI’lik eritrosit pargalama tamponu eklenerek 10-15 dakika buzda
inkiibe edildi.

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

- Santrifuj sonrasi sipernatan atild: ve eritrosit parcalama tamponundan itibaren (2
- ve 3} islemler tekrar edildi.

‘4. Ardindan 1 ml Lékosit pargalama tamponu ilave edilerek ve 65° C’de 45
dakika inkiibe cdild.

Sonra 10 dakika 5,000 devirde santrifiij yapild: ve santrifiij sonrasi siipernatan
atuds,

e hcrelesg Parikeler asamalart ile olugmrulmag ile meydena getinlen  aynshnlip vzaklastinlan




1 NaOH (50 mM) 10 dakika 95 °C* de inktibe edildi.

2 (}'_.;dakika 5,000 devirde santrifiij yapildi ve santrifiij sonrasi stipernatan

gl Lyticase sollisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dakika muamele edildi ve
t yapi olusturuldu.

‘edilen soliisyon mikrosantrifyj tiipline aktanldi. 10 dakika 14,000 devirde

fu} vapidi ve santrifilj sonras: slipernatan atildi.

SOHI ATL buffer ve 20 ul Proteinase K sollisyonunu peliete eklendi ve
a 15 dakika 55 °C"de inkitbe edildi.

.:'edilen sollisyonun 200 pl’si mikrosantrifuj tiiptine aktarildi.

0:pl AL buffer eklendi ve sonra 15 saniye vortekslendi.

56 °C"de kuru 131 blogunda 10 dakika inkiibe ediidi.

Kisa bir santrifuyj ile kapakta biriken sivi asagiya indirildi.

500 pl Ethanol (% 96-100) dnege eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Kisa bir santrifyj ile kapakta biriken siviy: asagiya indiriidi.

Dikkatli bir sekilde 2 mi koleksiyon tiiplerine aktarma islemi i¢in, otomatik
ipctle tiipteki tim sivi alinarak koleksiyon tlipiine yerlestirilmis spin kolonlara
nsfer edildi.

'.T-ﬁpiin kapa@ kapatilarak 6.000 x g (8.000 rpm) “de 1 dakika santrifuj edildi.
1tféki koleksiyon tiipti atilarak yenisi ile degistirildi.

_G_Ié'-__.Spin kolona 300 pl AW1 buffer ekleyip 6.000 x g- (8.000 rpm) 1 dakika
angt'rifuj edildi ve alttaki koleksiyon tiipl atilarak yenisi ile degistirildi.

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

Ittaki koleksiyon tiipi atilarak yenisi ile degistirildi.

8 Spin kolonu 1.5 ml'lik ependorf tipe verlestiritdi. 200 ul AE bufter ekleyip
oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1 dakika
santrifuj edild.

Sonug otarak; 200 ul DNA ekstrakts elde edilerek amplifikasyona hazir lha}e

getiritmis oldu.
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Candida BNA’sinin Amplifikasyonu
odfﬁye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit) ektraksivon ile
matize MagNA Pure LC ektraksiyon protokoliiniin uygulanmasi sonucu elde
_er:i Candida DNA’lanimin amplifikasyonu icin Tag PCR Core Kit (Qiagen)
anthmistir,

Elde edilen DNA’lardan &rnek bagina 10 ul alindi ve Taq PCR Core Kit
Qiagen) kullanilarak reaksiyon karigim (Cizelge 3.4} olusturuldu.

_Sentetik oligontikleotid primerler Pcon 1 (5"-AGT TTC GCG TAT GGT CTC
c-37) ve Peon 2 (53'-GTT GCG GCC ATA TCT AGC AC-3 ") Candida tirleri

rastda ortak olan Ss TDNA bslgesinden secildi (54),
Olusturulan reaksiyon karism (Cizelge 3.4) termal gevirici cihazina (Techne-
jenius) Cizelge 3.5°de belirtilen program dogrultusunda yiiklendi ve Candida

INAs1 cogaltildi.

Cizelge 3.4: Reaksiyon karisimi

Amplifikasyon igerigi Ornek Basina {(ul)

10X buffer 3

| Q soltisyonu 5X O
dNTP miks (10mM) 6.3
Primer-1 (100 pm) 0.3
Primer-2 (100 pm) .3
Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0.4
d HoO 9.7
Ornek DNA 10
Toplam hacim {ul) 30

k3



elge 3.5: Termal cevirict cihaz program

gii Saysl Siecakhik (°C) Siire

1 94 1 dakika
04 30 santye
58 45 saniye
72 1 dakika
72 1 dakika

3.3, Amplifiye Candida DNA'simn Agaroz Jel Elektroforez ile

. Goriintiillenmesi

| Amplifikasyon triinferi; % 2°1ik TBE (Tris-borate) agaroz jelde elektroforeze
tabi tutularak vyiiritildii ve etidyum bromid ile boyandiktan sonra yiirilyen DNA

bantlan UV-transluminatdrde gériitiilendi ve incelendi.

3.3.1. Elektroforez Islemleri

Jelin Hazirlanmasy

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

1. 0.5 M Na, EDTA (pH 8.0) soliisyonu haziriandi. Bu soliisyondan 40 m] 0.5 M
hazirlamak icin: Na; EDTA (MW= 372.24), 7.4448 g hassas terazide tartildi.
Tartlan Na; EDTA lzerine, distile su eklenerek toplam hacim 40 ml'ye
tamamlandi, magnetik kanstneida ve oda isisimda kanstinildi. Aym anda
soliisyonun pH degerini 8.0 yapmak igin, pH degeri pHl metre ile kontrol edilerek
azar azar NaOH pelletinden eklendi. Elde edilen soliisyon alikotlandi ve
otoklavlanarak sterilize edildi.

2. 108 ¢ Tris ve 55 g Borik asid hassas terazide tartiidl. Distile suda eklenerek

toplam hacim 900 ml've tamamiandi. Cozdirme islemini kolaylastmak 1¢in




kanstricida ve oda 1sisinda karistirildi. 40 mi 0.5 M Na, EDTA (pH 8.0)
ve toplam hacim distile su eklenerek 1 litre’ye tamamlandu,

BE calima soliisyonu hazirlamak icin 10X TBE stok soliisyonu, hacimsel

(da bir oraminda distile su ile dilue editdi.
lik agaroz jel icin; 100 ml 1X TBE soliisyonu i¢in 2 g agaroz, hassas

_1'd_e-.__ta1“mkd1. Agarozun Uzerine, 100 ml X TBE solisvonu eklendi.

o é}ga firnda medium 1s1 ayarinda 2-3 dakika sitild:. Sonra 1 dakika kadar

uﬁj}zim beklendi.

-.'Téiblaya Doktmi
I'tablasiin i¢ ylizeyi ve taraklarm uclar onceki elektroforez islemlerinden
kalan jel artiklari yoniinden incelenerek kirlilik varsa temizlendi. Tarakliarin

1 kontrol edilerek ditzgtin bir gekilde Jel tablasna yerlestirildi. Su terazisi ile

éblasmm denge ayan yapildi, Hazirlanan % 2 agaroz iceren sivi haldeki
;szm,rje] tablasina ara vermeden ve hava kabarcifi olusturmadan hiziica
al .Edii. Jelin soguyarak katilagmasi beklendi. Taraklar jele zarar vermeden
1151{atlice cikarildi. Jelde olugan kuyucukiar kontrol edildi.

Elektroforez tankina, tank iizerinde isaretle belirtilen yere kadar 1X TBE
calisma soliisyonundan eklendi. Katilasmis jel, jel tablasiyla birlikte DNA nin
pozitif kutba hareket edecedi gdz Oniinde bulundurularak, 1X TBE caligma
"s.élz'isyonu iceren elektroforez tankma uygun pozisyonda altinda hava kabarcig:

olmayacak sekilde yerlestirildi.

Jele Amplifikasyon Uriinlerinin Yiiklenmesi

Her calisma dmegi icin, bir parga parafilm tizerine 10 pl amptifikasyon trint
“ile 2 pi gel loading soliisyonu (5X) ayrt ayr kondu. Jeldeki kuvucuklara yiikleme
I_ vapmadan énce pipetleme ile DNA ve gel loading solisyonu parafilm fizerinde
karistirildi, sonra bu karnigim pipetlenerek jel dzerindeki uygun kuyucuga inoki’lfe
edildi, Her elekiroforez isleminde, mi'de 0.5 mg DNA igeren kullamma hazr
marker (DNA Ladder- MBI Fermantes) da jeldeki uygun kuyucuga vitklendi.

Flektroforez tankina elektrik akim tasivacak kablolar + ve — uclan dikkale

alinarak dogru akim tireten giic kaynagma ( BIO-RAD, Power PAC 300) bagland:.




magi jelin bitytklagiine gore 70 ya da 120 Volta, stre olarak da 30 va da
kikaya ayarlandi. (Cihaz cahstuildiginda + ve — kutup bdlgelerinden hava
har _iLIannm cikist gdzlemlenmelidir.) .

iirtitme islemi sonucunda; jel fizerinde negatif (-) kontroller ile birlikie 105
ik - Candida DNA - Urind elde edilen pozitif (+) kontroller ve olusacak

mdidemil] hastalara ait Candida DNA bantlarmin analizi, oda sicakhgnda UV

ansil_lun}inaﬁjr cihazinda (Alpha Inotech Tranluminator) degerlendirildi (55,56).




asta Izlem Formu

Dosya no: Istem no:
Cinsiyet: Yas: Tel. no: Dogum yeri:

Bé_b’_rek vetmezligi / (Divaliz Hemodiyaliz / Periton diyalizi)
Parenteral hiperalimentasyon

353




Ek 2: Calismaya alinan hastalarin boliimlere dag:linn, tanilari ve vaslan

Hasta | Olgu no Bélitm Yas Tani
A.D 1 Dahiliye/ Hematoloji 67 AML
EA 2 | Dahiliye/ Hematoloji 62 | MM
MS 3 Dahilive/ Hematoloji 25 ALL
H.M 4 Dahiliye/ Hematoloji 44 ALL
S.C 5 Dahiliye/ Hematoloj: 65 NHL
S.S 6 Kemik [ligi Transplantasyon 22 ALL
H.P 7 Dahiliye/ Hematoloji 72 AML
1.C.B. 8 Kemik [ligi Transplantasyon 12 ALL
N.T 9 Dahiliye/ Hematoloji 73 HL
I.C 10 Kemik 1ligi Transplantasyon 2 Thalasemi major
A.S.S 11 Kemik 1ligi Transplantasyon 27 ALL
M.S.0 12 Kemik Iligi Transplantasyon 7 Thalasemi major
M.V, 13 Kemik Higi Transplantasyon 42 NIL
DA 14 Kemik Iligi Transplantasyon 14 ALL
RK 15 Kemik Iligi Transpiantasyon 18 ALL
B.R 16 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 7 NHL
N.A 17 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 5 ALL
ME.C 18 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 1 ALL
F.A 19 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 4 AML
P.A 20 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 22 ALL
MY 21 Dahiliye/ Hematoloji 21 AML
D.C 22 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 6 ALL
AY 23 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 10 ALL
B.S.K 24 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 5 ALL
AE 25 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 7 ALL
N.A 26 Pediatri/Hematoloji- Onkoloj: 3 AML .
S.G 27 Pediatri/lHematoloji- Onkoloji NHL
B.BY 28 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 9 A ANEMI




Bolim Yas Tam
29 Dahiliye/ Hematoloji 62 NHL
30 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 3 Burkit Lenfoma
31 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 16 ALL
32 Dahiliye/ Hematoloji 23 NHL
33 Dahiliye/ Hematoloji 71 AML
34 Dahiliye/ Hematoloji 49 AML
35 Dahiliye/ Hematoloji 3 ALL
36 Dahiliye/ Hematoloji 48 KML
37 Dahiliye/ Hematoloji 53 MM
38 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 3 Noroblastom
39 Dahiliye/ Hematoloji 26 AML
40 Dahiliye/ Hematoloji 59 AML
41 Dahiliye/ Hematoloji 24 AML
42 Dahiliye/ Hematoloji 65 HL
43 Dahiliye/ Hematoloji 45 AML
44 Dahiliye/ Hematoloji 63 NHL
45 Dahiliye/ Hematoloji 54 HB
46 Dahilive/ Hematoloii 36 HL
47 Dahiliye/ Hematoloji 19 AML
48 Dahiliye/ Hematoloji 37 NHL
49 Pediatri/Hematoloji- Onkoloji 9 NHEL
50 Dahiliye/ Hematoloji 49 HL
51 Dahilive/ Hematoloji 26 AML
52 Dahiliye/ Hematoloji 19 HL
53 Dahiliye/ Hematoloji 32 MDS
54 Dahiliye/ Hematoloji 18 HL
55 Dahilive/ Hematoloji 78 KLL
36 Dahilive/ Hematoloji 58 AML
57 Dahiliyve/ Hematcloji 27 A. ANEMI

A
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Olgu no Boliim Yas Tam
58 Dahiliye/ Hematolaji 41 AML
59 Dahiliye/ Hematoloji 25 A. ANEMI
60 Dahiliye/ Hematoloji 39 NHL
61 Dahilive/ Hematoloji 33 ALL
62 Dazhilive/ Hematoloji 31 MM
63 Dabhiliye/ Hematoloji 30 NHL
64 Dahilive/ Hematoloji 58 AML
65 Dahiliye/ Hematoloji 80 MDS
66 Dabhilive/ Hematoloji 43 HE
67 Drahiliye/ Hematoloji 67 AML
68 Dahiliye/ Hematoloji 71 NHL
6% Dahilive/ Hematoloji 57 AML
70 Dahiliye/ Hemateloji 39 AML
73 Dahiliye/ Hematoloji 23 AML
72 Dahiliye/ Hematoloji 63 HL
73 Dahiliye/ Hematoloji 51 MM
74 Dahiliye/ Hematoloji 73 MDS
75 Dahiliye/ Hematoloji 46 HL
76 Dahiliye/ Hematoloji 25 ALL
77 Dahiliye/ Hematoloji 44 AML
78 Dahilive/ Hematoloji 75 AML




4. BULGULAR

4.1. Hasta Profilleri

Calismaya alinan; 54’4 Dahiliye / Hematoloji, 16°s1 Pediatri / Hematoloji-
Onkoloji servislerinde ve sekizi Kok Hiicre Transplantasyon (KHT) tnitesinde
yatan toplam 78 hastanin 47°si erkek (% 60.3) ve 3171 kadm (% 39.7) 1di (Cizelge
4.1,2).

Cizelge 4.1. Hastalarin yattigi klinik béHimler

Klinik Béliimler Sayi (i) %

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

KHT iinitesinde vatan sekiz hastanin; dordii Pediatri / Hematoloji-Onkoloji (%o
50) ve dordii Dahilive / Hematoloji bolimlerince (% 50) takip edilmekteydi.

Pediatrik dort hastanin biri kiz Gi¢ti erkekti. Eriskin dort hasta ise erkekti.

Cizelge 4.2: Erigkin ve pediatrik, erkek ve kadin hasta yasglarinm; ortalamalart,

ortanca defierlert, alt ve tist sinir degerleri.

n | % | Yas Ortalamalart | Ortanca | Alt ve Ust Smir

(Yas = SD) Degerleri Degerleri

Erigkin Erkek | 37 | 62.7 432 + 18.45 39 18-75
Erigkin Kadin | 22 | 37.3 47.81 £ 18.19 48.5 19-80
Pediatrik Erkek { 10 ; 32.6 6.8 £3.34 7.5 1-12
Pediatrik Kiz 9 1474 7.0=x 4.57 0.0 3-16

L
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Eriskin erkeklerin yas ortalamalan (yas + SD) 43.2 = 18.45, Eriskin kadinlarin
vag ortalamalan (yas £ SD) 47.81 = 18.19, pediatrik erkeklerin yas ortalamalari
{vas + SD) 6.8 £ 3.34 ve pediatrik kizlarmn yag ortalamalar ise (yas & SD) 7.0 &
4.57 olarak saptand:.

Hastalarin yaslarimin alt ve iist sinir degerler: eriskin hastalarda 18 ile 80
pediatrik hastalarda ise bir ile 16 arasinda degismekte idi (Cizelge 4.2).

AML, Dahilive/ Hematoloji servisindeki 54 hastarun 20°sinde (% 37); ALL ise.
Pediatri/Hematoloji-Onkoloji servisindeki 16 hastanin altisinda (% 37.5) ve KHT
tinitesindeki sekiz hastamn besinde (% 62.5) en sik saptanan primer tanilards

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: Altta Yatan Primer Hastaliklar

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

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

MM 4 7.40

ALA 2 3.70 1 6.25

MDS 3 5.55

T. Major 2 25
B.lenfoma 1 6.25

KLL 1 1.85

KML 1 1.85

N.Blastom 1 6.25

Toplam 54 100 16 100 8 100




4.2. PZR ve Optimizasyon
2.1. MagNA Pure

Candida PZR yonteminin optimizasyonu igin; standart Candida susu
(C.atbicans ‘'m ATCC 90028) saglikli insan EDTA’l kamina inokdle edilerek 10" -
1(}’ CFU/ml olacak sekilde seri diliisyonlar: yapildi ve standart Candida DNAs1
btomatize MagNA Pure cihazinda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit ill
Z(Bacteria, Fungi) ile ekstrakte edildi.

~ Ekstrakte edilen 10' ve 10° CFU/ml Candida DNA’st ile toplam hacmi 30 ul
olan amplifikasyon icerifii; cizelge 4.4’de gosterilen miktarlarda diizenlendi.

Amplifikasyon i¢in Tag PCR Core Kit (Qiagen) kullamlda.

Cizelge 4.4: Candida amplifikasyonu icin gerekli reagenler ve miktariar

10' CFU / ml 10° CFU / ml
fceren Amplifiye lgeren Amplifiye
Amplifikasyon Igerigi Candida DNA’ st Candida DNAs

la | 1b | fc | 1d |2a|2b |2c 2d
(D | (1D | (D) | (D) (D] (D) (D) (uh)

10x Buffer 3 3 3 3 3 3 3 3

Q soliisyonu 5x 6 6 6 6 6 | 6 6 6

[MaChL (25 mM) i8] 18 | - 18l 18] - :

dNTP (10mM) 0.3 03 0.3 03 [03) 03 |03 0.3

Primer-1 (100 pm) 0.3 | 03 0.3 0.3 10303 03 0.3

Primer-2 (100 pm) 0.3 0.3 0.3 03 10303 03 0.3

Tag DNA Polimeraz 0.4 | 04 0.4 04 10404104 0.4

di-»0 7.9 | 119 | 97 | 137 | 7.9 119 97 137

Ornek DNA 10 6 10 6 10 6 |10 6

Toplam Hacim (ul) 30 30 30 30 30| 30 | 30 30




iii)

iv)

Amplifikasyon isleminin bitmesini takiben iriinler, agaroz gelde yiirticildd ve
etidyum bromid ile boyandiktan 105 bp biiyiiklugtindeki DNA bantlann UV-

transluminatdrde goriitillend: ve incelendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: PZR bant goriintimleri

MA: Molekiiler Agirlik Belirteci (100 byp)

NK1: Negatif kontrol- Steri! apirejenik distile su

NK2: Negatit kontrol- Saghklt EDTA™ msan kam

1a,1b, 1¢c, 1d: 10" CFU/ml Candida DNA’st bulunan amplifikasyon igerigine
(Cizelge 4.4} ait stitunlar

2a, 2b, 2¢, 2d: 10° CFU/ml Candida DNA’s1 bulunan amplifikasyon icerifine
(Cizelge 4.4) ait stitunlar

Agaroz gelde gézlenen DNA bantlart incelendifinde (sekil 4.1):

Negatif kontrollere ait siitunda ve testte kontaminasyonun olmadig
sonucuna varildi.

Uygulanan PZR yonteminin, mililitrede 10" CFU Candida DNA’ s
tesbit edebilecek analitik duyarlilikta oldugu saptandi.

MgCl; kullanilmayan (lc¢, 1d. 2¢ ve 2d) stitunlarda artefakt gézlenmedi
ve daha net olarak degeriendirildi.

Ornek DNA’sim daha 1yl temsil etmesi ve artefaktin gézlenmemesi
nedenivle lc ve 2c¢ siitunlarindaki amplifikasyon igerikleri net

optimizasyon verisi olarak degerlendirildi.
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{.2.2. Qiagen

Otomatize MagNA Pure LC protokoliinii uygulayarak elde etiiimiz net
ptimizasyon verilerinin gdsterildigi cizelge 4°deki 1¢ ve 2c stituniarindaki yer
_Eém amplifikasyon icerikleri, Manuel ( Lyticase (Sigma) + QlAamp DNA
;Iini Kit (Qiagen) ) protokol ile ekstrakte edilen standart Candida susunun

(C.afbicans ' ATCC 90028 ) 10" - 10° CFU / m diliisyonlarmada uygulands
sekil 4.3).

4.3. Testlerin Analitik Duyarhhig:
4.3.1. Otomatize MagNA Pure L.C (Roche) Protokoli

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

iOl CFU’ya kadar olan Candida DNA’s1 tesbit edilmistir (sekil 4.2).

Sekil 4.2: PZR bant gorinlimleri

NK: Negatif kontrol (EDTA’[1 Saglikly insan kani}

MA: Molekiiter Agirhk Belirteci (100 bp)

P1, P2, P3, P4, P5: Pozitif kontrolin sirasiyla 10", 107, 10°, 10%, 107
CFU/ml dilisyonlan




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

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

tiraksiyon protokolt ile yapilan ekstraksiyon ve ardindan uygulanan PZR

bnfemi ile mi'de 10"*e kadar olan Candida DNA’s) tesbit edilmistir {sekil 4.3).

Sekil 4.3: PZR bant gortintimleri

NK: Negatif kontro! (EDTA’ Saghkl insan kam)

MA: Molekiiler Agirlik Belirteci (100 bp)

PK1, PK2, PK3, PK4, PKS: Pozitif kontroltin sirasiyla 10", 10% 10°, 10°, 10°
- CFU/ml diltisyontars

= 44 Hasta Kanlarinda PZR

Cahsmaya alman, toplam 78 hastanmn EDTA’lL tiiplere alinan kan ornekleri
farkly iki ekstraksiyon kiti ile ¢alisildi (QIAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit).

Her iki yontemie ckstrakte edilen Candida farin DNA’larn ortak bir
amplifikasyon kiti (Tag PCR Core Kit — Qiagen) yardim: ile PZR yontemi
uvgulanarak termal ceviricide ¢ogaltild.

Amplifiye trtnler Et. Br. fceren agaroz gelde ylrdtdldi. 105 bp
bityitkligiindeki Candida DNA bantlart UV is1k altinda arastinjarak goérimttilendi
(Sekil 4.3 ve 4.4).

Cendida DNA’s1 pozitif saptanan yedi hastaya ait (7. 9. 30, 31, 38. 44, 49

numarals hastalar) agaroz jel goriintilleri sekil 3, 4, 5. 67 da giriilmektedir.
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4.4.1. Otomatize MagNA Pure LC {Roche) Protokolii
Otomatize MagNA Pure LC cihazinda, MagNA Pure LC DNA Isolation Kit 11

(Bacteria, Fungi) kullamlarak Candida DNA’s1 amplifiye edilen hastalar (gekil 4.
3. 4,5, 6).
Sekil 4.4: PZR bant gériintimlert

MA.: Molekiiler Agirlik Belirteci (100 bp)

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

P1 : Pozitif kontrol 10" CFUim}

Sekil 4.5: PZR bant goriintimleri

Sekil 4.6: PZR bant gérintimleri

s
e}




E'-I__\Jegatif kontrol- Sagliklt EDTA: msan kam
Molekitler Agurlik Belirteci (100 bp)

15, 16, 17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
ﬁ, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59: Candida

JA’s1 negatif olan hastalar
0,31, 38: Candida DNA’s1 pozitif olan hastalar
-P.'Z: Pozitif kontroliin sirasiyla 107, 107 CFU/ml diliisyonlart

sekil 4.7: PZR bant gérintimleri

_M_A: Molekiiler Agirlik Belirteci {100 bp)
NK: Negatif kontrol- Sagliklt EDTA’]: insan kam
--60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,7, 77, 78: Candida

DNA’si negatif olan hastalar

PK: Pozitif kontrol 10" CFU/ml

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

(Qiagen)) Protokol

Modifive manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit) ekiraksiyon protokol
islemlerinin gerceklestirilmesi ve ardindan uygutanan PZR yontemi kullamlarak

Cundida DNA's1 amplifiye edilen hastalar (sekii 4.8, 9, 10).




Sekil 4.8: PZR b

Sekil 4.9: PZR bant gortintimleri

| Sekil 4.10: PZR bant goriiniimler

NK: Negatif kontrol- Saglikl: EDTA’T1 insan kani

MA: Molekiiler Agirlik Belirteci (100 bp)

1, 2,3, 4,5, 6,810, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 653, 66, 67, 68, 69,70, 71, 72,73, 74, 75,
7,77, 78: Candida DNA’s1 negatif olan hastalar

7.9, 30, 31, 38, 44, 49: Candida DNA’s1 pozitif olan hastalar

PK: Pozitif kontrol 10" CFU/ml

Farkli iki ekstraksivon kitinin kullamilmasinin ardindan her iki kitinde




birbirleriyle tam uyumlu olarak 7, 9, 30, 31; 38, 44,49 ;ﬁﬁ;’ﬁa-fg{ji;_.f@'};{ém: xedx

- hastanin Candida DNA’sini ekstrakte ettigi gdsterilmistir (Sekil 4.7, 8, 910)

~Cizelge 4.5: Candida DNA ckstraksiyonunda. modifiye manuel (Lyticase +
QIAamp DNA mini kit-Qiagen) ve otomatize MagNA Pure LC (Roche)
protokollerinin; gerekli kan hacmi, ekstraksiyon stiresi, analitik duyarhilik ve

maliyet parametrelerinin karsilastinimas:.

Parametreler Modifiye manuel Otomatize
(Lyticase + QIAamp DNA MagNA Pure LC
Mini Kit) ektraksiyon ektraksivon
protokolii protokohi

Gerekli kan hacmi 3ml 100 pl |

Sekiz hasta i¢in ortalama 4 2 [

'ekstraksiyon stiresi (saat)

Testin analitik duyarhilip: 10 0
(CFU/ ml)
Bir Grnegin ekstraksiyon 15 12.00°

maliyeti (YTL)

_

‘MagNA Pure cihazimin yonetim programi; en az sekiz érnedin ¢aligmasma gére
kurgulandigindan sarf ve kit malzemelerin; sekiz Gmege yonelik harcamaktadir.
Bu nedenle, malivet degerlendirilmesi vapilirken bu farklibk goz @niinde

bulundurulmald;r.

4.5. Kan Kiiltiiriinde Ureyen Candida Tiirleri

Caligmaya alinan toplam 78 hastadan yedisinin (% 9) kan kiiltirlerinde .
Candida tiremesi olmustur.
Ureven Candida tiirleri tiplendirilmis ve pozitif yvedi hastanin tiimiinde

Clalhicans saptanan tiir olarak olarak bulunmustur,
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4.6. PZR ve Kan kiiltiirii pozitif hastalarin primer hastahklan

PZR ve Kan kiiltiirii pozitif: 30, 31, 38, 49 olgu no’lu pediatrik hematoloji-
onkoloji servisinde yatan dort hastamin sira ile primer tamilan Burkit L., ALL.
Jblastom ve NHL iken 7, 9. 44 olgu no’lu ii¢ dahiliye hematoloji hastasmin ise

sira ile primer tamlart 1se AML, HL ve NHL idi (Cizelge 4.6).

¢ize]ge 4.6: PZR ve Kan kiiitlirGi pozitif hastalarin primer hastaliklar

PZR ve Kan Kitltiirit Pozitif Hastalar
( Olgu No)

7 9 30 31 38 44 49

Primer Tamlar

AML |HL |Burkit L. jALL [Nblastom |NHL |NHL

4.7. Candida’larin kan kiiltiiriinde saptanma siiresi

Kan kiiltiirti pozitif yedi hastanin, Bactec 9240 (Becton Dickinson Diagnostic)
kan kiiltiir cihazinda kan kiiltiirlerinin ortalama tireme sinvali (Stire £ SD) 72 = 5
saat 12 dakikada almmistir. Pasaj. gram boyama, ve germ tiip testi i¢in 24 saat
harcanmustir. Candida’larm tiir tayini icin harcanan toplam siire 96 saattir (Cizelge
4.7y

Cizelge 4.7: Candida larim kan kiltiiriinde saptanma siiresi

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

4.8. Kan kiiltiiri ve PZR yintemlerinin sonuclan
PZR vontemi ile Candida DNA'st saptanan hastalar, kan kiiltiirlerinde de

Candida Gremesi olan hastalar idi (Cizelge 4.8).
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elge 4.8: Kan kilturl ve PZR ydntemlerinin sonuclarinin karsilastirilmas:

Sonuc ]
Yantemler Pozitif Negatif Toplam
' n Yo n Yo n A
Kiiltird | 7 9 71 91 |78 100
R 7 9 71 g1 78 100 ]

an kiiitiirli ile PZR yontemi arasinda tam uyumluiuk saptanmigtir.

49 Kan kiiltiirti ve PZR yéntemlerinin siireleri
Otomatize MagNA Pure LC protokolii (Roche) ile ekstraksiyon iki saat’,
Manuel ( Lyticase (Sigma) + QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) ) ektraksiyon

protokoltintin kullanildig1 ekstraksiyon ise dort saat siirmiistiir.

MagNA Pure LC cihazinin ydnetim programi: en az sekiz dmegin ¢alismasina
gore kurgulandigindan, siire dikkate almdiginda bu 6zellik gz Oniinde

buiundurulmahdir (Bu stireye cihaz diginda yapilmas gereken islemler dahildir).

- Her iki ekstraksivonun gerceklestirilmesinin ardindan uygulanan Tag PCR
Core kit {Qiagen) ile amplifikayon iki saat 20 dakika ve agaroz gelde yiiriitme
éom'asmda UV transluminatérde gériintileme islemleri 40 dakika olmak tzere.
-amplifikasyon + gériintitleme lic saat stirmektedir.

Iki saat stiren Otomatize MagNA Pure LC ekstraksiyon protokol ve iic saat
;.sz'iren amplifikasyon + goriintiileme ile DNA bantlarimin degerlendirilmesi toplam
‘bes saatlik stire sonunda gergeklestirilmistir.

Dért saat stiren modifive manuel (Lyticase -+ QlAamp DNA Mimi Kit)
ektraksiyon protokelil ve iic saat siiren ampiifikasyvon + goriintiileme ile DNA
bantlarimn degerlendirilmesi toplam yvedi saatlik stire sonunda gerceklestiriimistir

(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9: Kan kiiltlirii ve PZR ydntemlerinin siirelerinin karsilagtirilmasi

100

Sure {Saat)

Ifaghlia Pure

B Qlagen

0 Amp. + Gl

B Maghd Pure +(Amp, +Gir)
EQiagen+ (Amp. +Gér)

Yantemler

4.10. Kan Kkiiltiirti ve PZR ydntemlerinin maliyetleri

Bir 6rnek icin;

3y

MagNA Pure LC protokolii ile ekstraksiyon {Roche) 12 YTL
ardindan Tag PZR Core Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye
lirliniin Et.Br. igeren agaroz jelde vyiriitilmesi ve UV Transluminatdr

altinda gériintlilemesi 4 YTL olmak lizere toplam 16 YTL’ dir.

"MagNA Pure cihazinin ydnetim programu; en az sekiz drnegin ¢alismasina gore

kurgulandi@indan sarf ve kit malzemelerini sekiz Srnefe yonelik harcamaktadir.

Bu nedenle, malivet degerlendirilmesi yapihirken bu farklihk gbz Oniinde

bulundurulmalidir.

i1)

Modifiye manuel (Lyticase (Sigma) + QJAamp DNA Mini Kit ‘
(Qiagen) ) protokol ile ektraksiyon 15 YTIL. ardindan Tag PZR Core
Kit (Qiagen) ile amplifikasyon ve amplifiye lrliniin Et.Br. iceren
agaroz jelde ylriitiilmesi ve UV Transluminatdr altinda gélﬁntijlefnesi

4 YTL olmak lizere toplam 19 YTL. dir.
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iii) Kan kiltliri Yoéntemi ile konvansiyonel olarak Candida varliinin

gosterilmesi 5 YTL dir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10: Kan kiiltiirt ve PZR yontemlerinin maliyetlerinin karsilastirilmas

Maliyet (YTL)

20
18
16

14 & Magh A Purs +(Amp. + Gor)

B Qiagen +(Amp + Gét)

Gl

Yéntemler
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7R pozitif ve kan kiltlirinde C.albicans treyen yedi hastadan: dordi

iatri/Hematoloji- Onkoloji, tigti Dahiliye/Hematoloji bilimiinde yatmakiaydi.

Pediatri/Hematoloji- Onkoloji boliimiinde vatan dort hastanin fichi erkek biri kiz hasta

i ve vag ortalamalari ( yag £ SD}9.33 £ 531, Dahiliye/Hematoloji boliimiinde yatan ¢
hastanm ise ikisi kadn biri erkek hasta idi ve vas ortalamalar: ( yas £ SD) 69.33 & 4.49
érak saptandl.

Kan kiiltirinde C albicans tireyen yedi hastadan iki’sinin; idrar, katater ve
diskisinda; Gi¢ hastanm ise bogaz killtirlerinde, C.albicans tiremistir,
Kan kiiltiiriinde tireme olan hastalann; iki*sinde sadece idrarda, birinde diskida,
bir hastada digk: ve boZazda, bir hastada idrar ve bogazda. bir hastada katater ve
bogazda tireme olmustur. Idrar, katater, digki ve bogaz kiltiirinde birlikte tireme

:gtiriiimemistir (Cizelge 4.11).

4.11. Kan kiiltiir ve PZR negatif hastalarm; idrar, katater, diski ve bogaz
kiiltiir sonuglar:

71 hastanin 50°sinin kultirlerinde Candida tremesi gozlemlenmedi. 21
hastanin ise en az bir ktltiiriinde Candida tireme gozlenmistir (Cizelge 4.12).

21 hastadan: bes hastanm idrar, bes hastamn katater, yedi hastanin digki ve ti¢
hastanin bogaz kiltiirlerinde Candida iremesi olmugtur.

Tirlere dagilim Cizelge 4.12° de gosterilmistir.

#
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Bir hastanin idrar ve katater kiilttirlerinde aymi anda C albicans tremesi

olmustur. Idrar, katater disk1 ve bogaz kiilfiirlerinde birlikte tireme gorilmemigtir.

4.12. Sistemik kandidiyazis tanisini destekleyen bulgularin varhgi
Candida DNA'st  saptanan ve kan kiltirlerinden vaptlan izolasyon
degerlendiriliginde C.albicans tiredigi saptanan yedi hastada sistemik kandidiyazis

tamst destekleyen bulgularim varlig: arastinlmistir (Cizelge 4.13).
J & fad 5 ¥ 2

Cizelge 4.13: Sistemik kandidiyazis tanisim desteleyen bulgulann varhg

PZR ve Kan Kiiltiirti Pozitif Hastalar
( Olgu No )

Bulgular 7 9 30 |31 |38 |44 |49 | Siire (Giin)

HP |N.T |F.B [SB S.U |D.T |B.G
Genis Spektrumlu Var {Var |Var |Var |Var |Var |Var | 3
Antibiyotiklere Cevap
Vermeyen Inatgr Ates
Pneumont Var |Var Var Var 5
Artrit Var 6
Menenjit
Pyelonefrit
Peritomit
Endoftalmit
Makronodiiler Ciit Var 7
Lezyonlan

Yedi hastanin timiinden, ¢oklu antibiyotik tedavisine ragmen diismeyen ve
ortalama 4 giin siiren ates dykiisti alindi.

Dot hastada 5 giin 6nce baglayan pnomoni, bir hastada alt: glin &nce baglayan
artrit, bir hastada yedi giindiir stiven makronodiiler cilt lezyonlar meveuttu.,

Uc hastada; ates ve pnémoni, bir hastada; ates, artrit ve pnémoni, iki hastada;
ates ve pndmoni birlikte meveuttu. Ug hastada ise ates disinda bir bulgu mevcut

degildi (Cizelge 4.13).
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4.13. Risk Faktorleri

4.13.1. Notropeni siiresi

Calismamuzda kan kiltirinde C albicans iireyen ve kan dmeklerinde Candida
PZR’1 pozitif yedi hastamizin; tlimiiniin median nétropeni siiresi dokuz giindii.
Candida PZR™1 negauf ve kan Kkiiltirlinde Calbicans tiremeyen toplam 7]
hastanuzin ise median ndtropeni siiresi vedi glindii. Notropeni stiresi, kan kitltiiri
ve PZR sonucu pozitif saptananlarin kan kiiltiirl ve PZR sonucu negatif saptanan

hastalara gére daha uzun olmasi istatistiksel anlamhbi fark (Fisher’s kesin ki-kare

testl) oldugunu gostermistir (p= 0.000044) (Cizelge 4.14).

4.13.2. Notropeni diizeyi

Kan kiiltirtinde C.albicans lireyen ve kan Srneklerinde Candida PZR"1 pozitif
vedi hastamizin noétropeni diizeyi <500 /ul idi. Candida PZR’1 negatif ve kan
kiltiiriinde C.albicans Uiremeyen toplam 71 hastamizin 14’ liniin ndtropeni diizeyi
<500/ pl idi. Kan kiiltirds ve PZR sonucu pozitif saptanan ile kan kiiltiirii ve PZR
sonucu negatif saptanan hastalarin arasindaki nétropeni diizevinin istatistiksel
{Mann-Whitney U testi) anlamh farkl: oldugu saptanmigtir (p= 0.001) (Cizelge
4.14).

Cizelge 4.14: Hastalarin Notropent Diizeyi ve Stiresinin Kargilastiriimasi

Notropeni siiresi (giin) Notropeni Diizeyi (ul)

(median)

1000-500 <560

PZR ve Kan Kiiltiirii 9 - 7
Pozitif Hastalar

PZR ve Kan Kiiltiirii 7 57 14
Negatif Hastalar

P degeri 0.001 - 0.000044

PZR yontemi ile Candida DNAs1 saptanan ve kan kiiltiirlerinde C albicans
Ureyen hastalann risk faktorleri incelendiginde: hastalann timiinde kortikosteroid

ve ¢oklu antibivotik kullanmu meveuttu (Cizelge 4.15).




Cizelge 4.15: Rusk faktorleri

B PZR ve Kan Kiiittirii Pozitif Hastalar
( Olgu No )
7 9 30 31 38 44 49
HP |NT |F.B |S.B {S.U |[D.T |B.G
Coklu Antibiyotik Kullaninm Var | Var |Var {Var |Var |[Var |Var
Uriner Katater Var Var | Var
Diabetes Mellitus (DM} Var
Kandidiiri Hikayesi Var Var
Santral Venéz Katater Var
Bobrek Yetmezligi / Diyaliz Var
Kortikosteroid Kullanimi Var {Var |Var |[Var |Var {Var |Var
Abdominal/Kardivak Cerrahi
Girisim
Yanik
Parenteral Hiperalimentasyon Var

Ug hastada riner katater, iki hastada kandidiiti hikayesi, bir hastada DM, bir

hastada santral vendz katater, bir hastada bébrek yetmezligi (diyaliz), bir hastada

parenteral hiperalimentasyon mevcuttu.

Uriner kataterli bir hastada kandidiri hikayesi de meveuttu. Bir hastada DM,

santral vendz katater, bibrek yetmezligi (divaliz), parenteral hiperalimentasyon

birlikte mevcuttu.

Bir hastada sadece kandidiiri hikayesi, iki hastada ise sadece {iriner katater

mevecutiu.

Kan kiltlir ve PZR pozitif hastalar ile kan killtir ve PZR negatif hastalar

arasinda risk faktdrleri agisindan istatistiksel fark yoktu (p>0.03).




aziv fungal infeksiyonlar iginde en sik rastianam  kandidemilerdir.
demi. notropenik hastalarda ¢ok korkulan bir risk faktéridiir. Clinkii immun
i baskiJanmis bu hasta gruplarinda ciddi morbidite ve mortaliteye yol
len, tedavisi glic ve pahah infeksiyonlardir (57} .

_§g1§1khk sistemi baskilanmis akut lésemisi olan ve KHT yapilan hastalar

hasta olmak {izere malignensilerl nedeni ile sitotoksik kemoterapi alan febril
stropenik hastalarda; Candidalar. firsatg1 ve invaziv fungal mfeksiyon etkenleri

asinda itk sirada yer ahirlar (58,59).

Si Hastalar ve Yattig1 Klinik Birimler

01 Ocak 2004 - 31 Aralik 2004 tarihleri arasinda planlanmis olan tez projesi ile
calismamiza  dahil cttigimiz hasta gruplar;, Akdeniz Universitesi Hastanesi
dahiliye/hematoloji, ~pediatrik hematoloji-onkoloji ~ servislerinde ve KHT
ﬁnitesinde vatan; ilgili birimlerce dnceden primer tamlarl konan, febrit notropeni
tanist alarak tedavileri stirdiiriilen, 78 hastadan olugmakta idi.

Calismamzda PZR pozitif saptanan ve kan kiiltirinde Candida tiremesi olan
yedi hastanin (% 9); dérdii pediatrik hematoloji- onkoloji, tigl dahiliye hematoloji
servisinde yatmaktaydi. KHT finitesinde yatan sekiz hastanm ise alman kan
viiltirtinde Candida tremesi olmadi ve kan drneklerinde Candida PZR sonucu
negatifti.

Kandidemi infeksivonlarinin insidans: merkezden merkeze hatta ayn
merkez icinde bile farkhifiklar gdstermekle birlikte hematolojik maligniteli
hastalar ve KIHT alicilarinda ve % 10-25 arasinda dedisen siklikta gorillmektedir
(60).

* Akdeniz Universitesi Hastanesinde Yatan Hastalatin Kan Kiiltirlerinden
izole Edilen Fungusiar’” baslikli sunumuzda, 2004 yilinda hastanenin farkl
birimlerinde vatan 53 hastann kan kiiltirlerinden Candida tiirleri izole edilmistir.
Bu 53 hastanun vedisi (% 13.2) dahiliye hematoloji ve pediatrik hematoloji-

onkoloji servislerinde yatmakiayd: (61).




Martin D. ve ark.’nin Fransa’da yapuklar: 1998- 2001 yillarini kapsayan tg

_yillik ¢alismalarinda; 190 kandidemili hastanin kliniklere dagilimi incelenerek
: 94 32°sinin Dahilive, % 23’tinin Hematoloji, % 23’tiniin Cerrahi ve % 23 inin
yogun bakim servislerinde yatu& bildirilmistir (62).

Akdeniz Univesitesi Hastanesi'nde Ocak 2001 ve Aralik 2002 yillarim
kapsayan iki yillik retrospektif bir calismannzda, kandidemili olgularin béliimiere
gore dagilimi incelenmis ve hematoloji-onkoloji béliumiinde yatan kandidemili

hastalarin diger bolumlerde vatan kandidemili hastalara gére daha fazla oldugu

(p<0.05) saptanmigtir (63).

5.2. Hastalarin Altta Yatan Primer Tanilar:

Calismamizda pediatrik hematoloji-onkolojl servisinde yatan dort hastann
primer taniiarn Burkit Lenfoma, ALL, Néroblastom ve NHL iken, fi¢ dahiliye
hematoloji hastasinin ise primer tamlari ise AML, HL ve NHL idi.

Yurdumuzdan Isik N. ve ark.’nm yaptklan bagigtk sistemi baskilanms,
issemili pediatrik olgulardaki ¢alismalarinda 50 febril nétropenik olgudan ikisinin
kan kultiriinde (% &) Candida spp. saptanpugtr. Bu iki olgudan birisinin kan
kiiltiirlerinde C. krusei digerinin kan kiiltiiriinde ise C.albicans ile C.krusei birlikte
izole edilmistir. Caligmalarinda olgularindan ilkinin primer tanist ALL digerinin
ise Fankoni AA oldugu belirtilmigtir (64).

Pagano L. ve ark.’min hematolojik malignitesi olan kandidemili febril

notropenik hastalar inceledigi ¢alismalarinda, primer en sik goriilen tammin AML

oldugu bildirilmistir (65},

5.3, Risk Faktérleri ve Sistemik Kandidiyaz Tamsin Destekleyen Bulgularm
Varhgi

Febrii notropenik maligniteli hastalarda kandidemi riskini arttiran baglica
faktorier; uzamis ve derin nétropeni, altta yatan hastahigin hematolojik malignite
olmasi ve immunsupresif tedavi gibi immunclojik fakidrlerin yam swa.
mukokutanéz viizeylerin kolonizasyonu ve ciddi mukoza hasars, genis spektrumlu

antibivotik kullanim:. katater uvgulanmast, kortikosteroid tedavisi ve parenteral
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beslenme gibi immunolojik olmayvan faktorlerinde kandidemi olugumunda oneml

katkilar: vardir. Buniar arasinda ndtropeni en dnemli faktordiir (66).

'5.3.1 Nitropeni siiresi

Calismamizda kan kilttirtinde C.albicans Ureyen ve kan dmekierinde Candida

PZR’1 pozitif yedi hastamizin; timiniin median nétropeni stiresi dokuz giindil,

Candida PZR’1 negatif ve kan kiitiirinde C.afbicans Uremeyen toplam 71

hastamizin ise median notropeni stresi yedi giindl. Bu 1ki grup arasmda.

nétropeni siiresinin kan kiltiiri ve PZR sonucu pozitif saptanan grupta daha uzun

olmasi istatistiksel olarak anlamiliydi (p= 0.000044) (Cizeige 1).

Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde 15 yilda takip edilen hematolojik malignensili

hastalarda febril ndtropeni ataklarmin aragtirildigt bir calismada, median nétropeni

sfiresi 7.5 giin olarak bulunmustur (67).

5.3.2 Notropeni diizeyi

Kan kiilttirinde C. albicans treyen ve kan 6rneklerinde Candida PZR1 pozitif

yedi hastamizin tiimiinin (%100) nétropeni diizeyi <500 /ul idi. Candida PZR"1

negatif ve kan kiltiriinde C.albicans tremeyen toplam 71 hastamizin 14 tintin

(%419.7) nétropeni diizeyi <500/ ul idi. Bu iki grup arasinda, notropeni diizeyinin

istatistiksel anlaml farki oldugu saptanmustir (p= 0.001) {Cizelge 5.1}

Mark J. Dinubile ve ark. calismalarinda hematolojik malignensili hastalarin

biyik bir ¢ogunlugunda (%77.8) notropeni diizeyinin <500/ pl oldugunu

bildirmiglerdir {(60).

Cizelge 5.1: Hastalarin Nétropeni Diizeyi ve Stiresinin Karsilastirilmast

Kan Kiiltiiri

Kan Kiiltiiri

P degeri

ve PZR Pozitif ve PZR Negatif
(n=7} (n=71)
Notropeni siiresi (median) 9 7 0.001
Notropeni diizeyi (<300/p) 7 14 0.000044
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Hastalarimizin sistemik kendidiyaz tans

m destekleyen bulgularnin varliging
inceledigimizde;

timiintin -~ dgpt glint  asan, genis  spektrumiy antibiyotik
esleri meveytny, Pnémonisi olan dort, artriti

olan bir ve makronodiifer cjj¢ lezyonlari olap biy olgumuz meveutr,,
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katater, bjr hastada  bebrek yetmezligi
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hipera%imeutasyon meveutty,

hastada parentera)

5.4. Kandan fzole edilen Candigy tiirleri ve izolasyon sikcligy
Avrupa Kanger Arastirma ve Tedavi Organ
Fungal Infeksiyon (IFIG) gruby tarafindan y

calismada: 90 solid, 159 hematolojik olmak 1

1zasyonuna (EORTC) bagh [nvaziv

11 bir prospektif
ere toplam 249 kandidemij kanser

albicans (

Z

hastasinda en sik izole edilen Candida 1iiri C

% 55) olarak saptanmistir
(68).

Ege Univ.'de hematolojik malignite tam];

febril nétropenik hastalar arasinda
yapuan bir calismada C albicans (% 54

Jen sik izole edilen Candidy tirti idi (69),

Pagano L. ve ark.’nin hematolojik malignitesi

olan kandidemjl; febrit
1Smalarmda kandidemi etkenle
albicans oldugu (%

nétropenik hastalary mncelendigi cal I igerisinde ep
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41) bildirilmigtir (65).
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arak Saptanmistr (60),
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Calismarniza alinan malignensiii ve febril nétropenik 78 bhastann yedisinin (%
) kan drnekierinde PZR yontemi ile Candida DNA’s1 pozitif olarak gdsterilmis

/e avmi yedi hastanin kan killtiriinden C.albicans izole edilmistir.

:5.5. Kandidemi’nin Tanis1

Invaziv Candida infeksiyonlarmn tamsi, mantann kiiltir ile izolasyonu,
éaniijen ve antikorlarin serolojik olarak aragtirtlmasi, invaze dokunun
histopatolojik olarak incelenmesi ve/veya radyolojik olarak gérlntilenmest.
Candida niikleik asitlerinin molekiiler yéntemler kullamlarak gdsterilmesi ile
konmaktadir. Hastaligin klinik tamsi 6zgiil klinik belirtiler ve semptomlann
olmayist nedeni ile giictiir. Ancak, kan kiltirlerinde Candida tremesi ve
molekiler yontemlerle Candida DNA st varh@min ispatlanmast invaziv

kandidivazisi kabul ettirecek verilerdir (71).

5.5.1. Kiiltiir

Dissemine kandidiyaziste Mikrobiyolojik dogrulama, kan kilttrlerinin biyopsi
ve otopsi ile ispatlanmig derin kandidiyazis vakalarinda % 50°lere varan oranlarda
negatif olusu ve geg infeksiyonlarda pozitifiesmesi nedeni ile zordur (71).

Febril nétropenik hastalarin kan kiiltiirlerinde inkiibasyonunun ardindan klasik
yontemler ile Candida spp. var demek igin gereken ortalama siire 4-5 gin
arasindadir. Lizis santrifiigasyon yéntemi gibi yeni gelistirilen teknikler sayesinde
kan kiiltiirtintin duyarlih@ yitkseltilmigtir. Ancak bu yoéntemde yiiksek oranda
yanlis pozitiflik problemi ile karsilagilmistir. Bu nedenlerle kandideminmn erken
tamist kan kiiltiirti gibi konvansiyonel yontemlerle ge¢ olmaktadir (71).

Gecen sire zarfinda hastaya uygulanan ampirik antibiyotikler ve profilakuk
dozda uygulanan antifungal ilaglar ile kandideminin etkin tedavisi gecikmektedir.
Febril nétropenik hastalarn ampirik olarak ¢okiu antibiyotik tedavi almasi
endojen floramn dengesini dedistirmekte, kolonizasyon ve derin dokulara

ilerlemeyi kan yoluyla yayihm izlemekiedir.




Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda tedavi segeneklerinin daha az basar

sansina sahip oldugu mfeksivonun ilerlemig diizeyine ulastldigr dénemde alinan

kan kiiltiirlerinde genellikle Candida izo0je edilebilmektedir.

Oysaki, kandidemilerin erken tamis1 ile dzelijkle hematolojik malignensili

hastalarda &zgiin antifungal tedavive heniiz fungal kitleler biiyimeden baslanmas;

yasam  stresini  uzatmaktadir, By nedenferle  hizii  molekiiler vontemlere

gereksinim duyulmaktadsr.

5.5.2 Molekiiler yontemler ve PZR

Molekiiler tamsal uygulamajar mikroorganizmalarn  kiiltiiy ortamlarinda
biyolojik olarak tretilmelerinin  verini  alargk stratle  mikroorganizmalarin

genotipik belirlenmelering saglamaktadirlar Candidalar 1 yava tireme gésterdisi
= s o o

veya Gretilemedigi durumlar ile serolojik tamnm gergeklestirilemedidi immun

yanisizhik durumlarinda molekiiler tam yontemler bir zorunluluk olarak ortava

cikmaktadir,

Maaroufi Y. ve ark.’mn yaptiklar: bir ¢alismada kandideminin PZR temejli

tanisinin gelencksel kan kiilttirlerinden daha duvarl (%

100}, &zgiin (% 97} ve
tekrarianabilir (%

96-99) oldugunu gOstermislerdir (72).
Kalkanc: A. ve ark.'nin vaptiklarn ¢alismada 32 notropenik hastanm kan

orneklerinde Candidg tlirlerinin gésterilmesi igin tiire 6zgi] primerlerin (Pcon I,

Pcon 2) kullaruidigr bir PZR protokolii ile incelenmistir. 32 hastadan dirdi (%

12.5) PZR ile pozitif iken kan kiiltirii ile by dort hastadan sadece bir tanes; pozitif

olarak saptanmis ve sonu¢ olarak PZR yonteminin, kandan Candidy tirlerinin

g0sterilmesinde ¢ok duyarl bir teknik oldugu ve kandidemi kuskulu olgularn

tanisinda kullantlmasinin, yararl: olacag: vurgulanmistir (73),

Candida DNA’sinin ekstraksiyonu

Kandan Candida DNA’simin ekstraksiyonu i¢in gelistirilmis, in  house

yOntemler ve birgok ticari kit bulunmaktadir.




Calismanuzda kullandigimiz ekstraksivon kitleri ile birlikte Loffler ve ark.'mn
(74) kullandiklar in house yontem ve hazir ekstraksiyon kiti: duyarlilik, siire ve
maliyet agisindan kargilastirdmis ve ¢izelge 2°de gosterilmistir.

Calismamizda toplam 78 hastanin EDTA’h tiiplere alinan kan &mekleri farkl:
iki ekstraksiyon kiti ile cahsildi (QIAamp DNA mini kit, MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit).

Kullandigimiz her iki ekstraksiyon kiti ile saflastirilan ve standart PZR (sPZR)
- yontemiyle amplifiye edilen Candida DNA’siin  analitik  duyarhliklar
aragtiricilarn - benzer  ekstraksiyon kitlerini  kullanarak  gergeklestirdikleri

caligmalar ile uyumiu bulunmustur (cizelge 5.2).
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Modifiye manuel (Lyticase + OlAamp) yontemi ile yapilan ekstraksiyon siives

dort saat iken MagNA Pure LC ekstraksiyon ydntem ile iki saatti ve diger
ekstraksiyon yénteminden %100 deha kisa stirede tamamlantyordu.

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

Calismamizda kullandifimuz MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il

_ .ekstraksiyon kiti, Loffler ve ark.’min 2002 yilinda kullandiklari kitin gelistirilmis
formu idi ve ekstraksiyon siiresi bu arastiricilarinkinden daha kisa 1di.

MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I, modifiye manuel (Lyticase + QlAamp
DNA Mini Kit-Qiagen) ekstraksiyon kitine gére kisa slirede sonuglanmas: ve
otomatize sistem olusu nedeni ile daha uygulanabilir bulunmustur.

Calismamizin maliyeti modifiye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Mini Kit-
Qiagen) ekstraksiyon kiti i¢in birim maliyeti 12 YTL iken MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit Il i¢in birim maliyeti 15 YTL dir. Ancak yurt disi yayinlarda

ekstraksiyon maliyetierinin daha ekonomik oldugu gozlenmistir.

Amplifikasyon ve goriintilleme

Candida infeksiyvonlarimn tanisi i¢in ilk PZR ydntemlerinden biri Crampin ve
ark. (1993) tarafindan yayimlanmstir (76). Cogaltim igin hedef olarak
C.albicans 'm heat shock protein 90 (HSP 90) gen kodu se¢ilmigtir. Duyarlik 1 ml]
drnekte 100 CFU/ml olarak saptanmustir (gizelge 3).

PZR vyontemlerinde secilen hedef bolge, gériintileme teknikleri, analitik
duyarlihiklar, kaynaklar ve zamanlan ile birlikte ¢izelge 3’de gosterilmistir.
Calismamizda 5 s TRNA gen bolgesi hedef ahmnarak yapilan sPZR sonucu
amplifive {riinler Et-Br boyalt agaroz jelde deferlendirilmis ve analitik ;
duyarliliginuz 10 CFU/ml olarak saptanmustir {gizelge 3).

Kullandiginuz ekstraksiyon, amplifikasyon ve goriintiileme ydntemiyle aym
yontemi kullanan diger aragtirteilarm ulastiklar analitik duyarhlik dizeyine yékm

sevivede bulunmustur (gizelge 2).
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Flahaut ve ark.‘mm (53) yaptiklart bir ¢alismada Candida DNA’smmn
arastirilmasina  yonelik, modifiye Qiagen Candida DNA ekstraksiyon protokol
{;’};gulama51 ile (OIAamp Tissue kit kullanilarak) Candida DNA’si saflagtirdmigur.
Ardindan,C.albicans sekretuar aspartik proteinase (SAP) gen bolgesinin hedef
aflmd1g1 PZR ybntemi ile Candida DNA’s1 ¢ogaltilmustir. Sonrasimda EtBr ile boyah
égaroz gel ve ELISA metodlars ite amplifiye Candida DNA’st gbriintilenmistir. EtBr
.iie boyali agaroz gel goriintiileme yonteminde Candida DNA’smm alt saptanma
“limiti 10 CFU/mI iken ELISA ife 1 CFU/mI olarak bildirilmistir.
Calismamizdan daha alt analitik duyarliliklarn (<10 CFU/ml) saptandign Candida
'PZR calismalarinda; nPZR, snPZR yada RT-PZR yontemleri kulanidmis ayrica
ELISA vyontemi ile gerceklestirilen goriinttleme tekniklerinin daha alt limitleri
saptayabildigi gdzlenmistir.

Kandidemi tanisinda kan kiiltiirii pozitiffigini duyarlilik ve &zgiillik ybniinden
gold standart kabul edersek PZR’1n pozitif oldugu tiun hastalarda kan kiltirti pozitif
bulunmus iken PZR’mn negatif oldugu tiim hastalarda kan kiiltirl negatif olarak

saptanmnugtir,



10.

11.

SONUC

Cahismaya aldigimiz Febril notropenik hastalanin  yedisinin (% 9) kan
kiiltlirlerinde Candida tredi.

Ureyen Candidalar  timil C.albicans idi.

Ureme olan febril ndtropenik hastalar’m altisiun (% 85.7) altta yatan primer
tanist hematolojik malignite iken birinin (% 12.5) altta yatan primer tamisi solid
malignite (Noroblastom) idi.

Febril Nétropenik hastalarin % 9’unda PZR ile Candida DNA’si saptandr.
Candida DNA’si saptanan hastalarin tiimiintin kan kiilttirlerinde C.albicans
tiredt.

Kan kiiltiird ve PZR’1 pozitif olan hastalarin timiiniin ndtropeni diizeyl < 500/nl
olup kan kiiltiiril ve PZR’1 negatif hastalarin ise 14’tinlin (% 19.7) notropent
diizeyi < 500/p! idi. . Bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml idi
(p= 0.000044).

Kan kiiltiirii ve PZR’1 pozitif olan hastalarin median ndtropeni siireleri dokuz
giin olarak tesbit edilmis iken kan kiiltlirii ve PZR’y negatif olan hastalarin
median notropeni stireleri yedi glindii. Bu iki grup arasindaki fark istatistikse
olarak anfamli idi (p= 0.001).

Kullandigmuz iki ekstraksiyon yontemi (MagNA Pure LC DNA Isolation Kit
Hi-Roche, modifiye manuel (Lyticase + QlAamp DNA Minj Kit-Qiagen)) ile
ckstrakte edilen Candida DNA’smm analitik duyarliliginda fark yokw (10
CFU/mI).

5 s TRNA gen bolgesi hedef almarak yapilan amplifikasyon ile ml’de 10 CFU
iceren Candida DNA’s1 Et-Br ile boyall agaroz jelde goriintiilendi .

Ancak MagNA Pure LC sistemi, modifiye manuel {Lyticase + QlAamp DNA
Mini Kit-Qiagen’e gore % 100 zaman tasarrufu saglamasi ndeni ile tercii}
edilmelidir.

Kan kiiltiirt: maliveti tiplendirme harig, bes Y'TL dir. PZR yéntemine gbre
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bir miktar daha ucuz olmasina ragmen, dissemine kandidiyaziste kan kiilttirii
yontemi ile 96 saatte alinan sonug geg olmaktadir. Erken tani tedavinin basar
sansini arttiracaktir.

12. PZR vonteni ile ekstraksiyon 2 saat, amplifikasyon ve gorimtiiieme 3 saat olmak

iizere toplam 5 saat gibi kisa bir stirede kandidemi tanisina gidilebilmektedir,
Sonuc olarak; Ozellikle mortalite riskinin yiiksek oldugu hematolojik
malignensili ve immun sistemi baskilanmig febril notropenik olgularda,

kandidemiden siiphe duyuldufunda, duyarhh@ ve 6zgilligii yiksek ve hizla

taniya giden Candida PZR yapiimasinin zoruniu oldugunu diislinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: PZR, Kandidemi, Hematolojik malignite, Febril ndtropeni.
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OZET

Candida tirleri bagisikhk sistemi baskilanmis hastalarda, firsatgr mantar
infeksivonlarina neden olan invaziv fungal etkenler arasinda ilk sirada yer alirlar.

Bagisiklik sistemi baskilanmis hematolojik malignensili nétropenik hastalarda,
kandidemi tamsimin konmasinda PZR hizli ve duyarh olusu nedeni ile tercih
edilmektedir. Kandideminin erken tamst kan kiiltiris gibi konvansiyonel yontemlerle
gec olmaktadir.

Calismamizda; bir yil siiresince Akdeniz Universitesi Hastanesi l¢. Hastaliklar
ABD biinyesindeki Hematoloji BD, Cocuk Sagligi ve Hastaliklart ABD Hematoloji-
Onkoloji BD"1 servislerinde ve KHT {initesinde yatan ve ilgili birimlerce malignite
tamst konan; kandidemi &n tamilh toplam 78 hastamizin, gtinlitk 16kosit sayitarr ve :
atesleri izlenerek prospektif olarak febril nétropenik donemleri saptandi.

Hastalardan atesin yikselmeye basladigi ilk saatlerde antifungal tedaviye heniiz
basianmadan alman vendz kan srneklerinde: PZR yontemini kullanarak erken tanmun
konulabilmesi icin Candida DNA’s1 arastirildi. Uygulanan PZR yontemi nitelik ve
nicelik ydniiyle konvansiyonel otomatize kan kiiltiirt sistemi ile karsilastiidi.
Nétropeni derecesi ile kan kiiltiirdt ve PZR pozitifliklerinin uyumu belirlendi.

Bu incelemelerin sonucunda, ¢ahismaya alman toplam 78 malignensili febril
nétropenik hastann yedisinin (% 9) tam kan oreginden PZR yontemi ile Candida
DNA's: tesbit edilmistir ve ayni hastalarm kan kiiltiiriinden Candida izolasyonu
gerceklestiritmistir. Candida PZR ' negatif oldugu 71 hastamn ise kan kiiltiiriinde
Candida izole edilmemistir.

Kan kiiltiirti ve PZR’1 pozitif olan hastalarin timinin notropeni diizeyi < 300/ul
olup median notropeni siireleri dokuz giin olarak tesbit edilmis tken kan kiiltiirll ve
PZR'1 negatif hastalarn ise 14’tntn (% 19.7) nétropeni diizeyl < 500/pl idi ve
median notropeni stireleri yedi giindii. Kan koltlrd ve PZR’t pozitif olan hastalar ile

kan kiltiiril ve PZR’1 negatif hastalarin nétropeni diizeyi arasindaki fark istatistiksel




olarak anlamls idi {(p= 0.000044). Yine bu iki grup arasinda median nétropeni siireleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi (p= 0.001).

Kan kaltirll maliyeti tiplendirme harig, bes YTL dir. PZR ybntemine gére bir
miktar daha ucuz olmasina ragmen, dissemine kandidiyaziste kan kiiltliri yéntemi ile
96 saatte alinan sonug ge¢ olmaktadiy,

Kandidemililerin erken tanist ile hematolojik malignensili hastalarda &zgiin
antifungal tedaviye heniiz fungal kitleler bilyimeden baslanmasi yasam stiresini
uzatmaktadir.

Ozellikle altta yatan hematolojik malignensisi olan ve uzun siredir cokiu
antibiyotik kullanmasina ragmen atesi diismeyen febril notropenik hastalarda,
mortalite riskinin yiiksek oldugu bilinen kandidemiden siiphe duyuldugunda; cok
dzgill, duyarli ve hizli tanisal sonug veren Candida PZR ‘in uygulanmasinin zorunlu

oldugunu disiinmekteyiz.
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