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1. OZET

Kan Orneklerinde Polimeraz Zincir Tepkimesi Yontemi ile Candida DNA’siin

Saptanmasi

Kandidemilerin prognozunun uygun sagaltimdan sonra bile iyi olmadigi, yiiksek
mortalite oranina sahip oldugu ve tamisinda altin standart kabul edilen kan kiiltiiriiniin
olgularin %42’inde negatif kalabildigi bilinmektedir. Kandideminin hizli ve giivenilir olarak
erken tanmist antifungal sagaltima baslanmasi1 agisindan biiyilk ©6nem tasimaktadir.
Calismamizin amaci; kandidemi kuskulu olgularm kan o&rneklerinde polimeraz zincir
tepkimesi (PZT) yontemi ile Candida tiirlerinin saptanmasi i¢in yontemin simiile Srnekler

kullanilarak standardizasyonunun saglanmasidir.

Calismamizda, C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis
ATCC 90018, C. krusei ATCC 6258, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 gibi standart suslar ile Aspergillus fumigatus, C. kefyr, C. glabrata, C.
lusitaniae, C. guilliermondii, Rhodotorula sp. Kklinik izolatlar1 kullanilarak, saglikli
goniillillerden EDTA’D tiiplere alinan kan 6rnekleri ve kan kiiltiiriinde tireme saptanmayan
BACTEC 9240 kan Kkiiltiir siselerinde simiile ornekler hazirlanmistir. Ayrica kan kiiltiir
siselerinde tireme sinyali veren ve kati besiyerlerinde Candida tiirleri tireyen 23 hastanin kan

kiltiir 5rnegi de incelenmistir.

Tiim orneklerin DNA eldesi, eritrosit, 16kosit ve fungus hiicre duvari lizis tamponlari ile
on islemi takiben, MN Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Almanya)’in doku 6rnekleri
icin Onerdigi standart prosediir uygulanarak gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar 5S
rDNA bolgesinden secilmis sentetik oligoniikleotit onciillerinin kullanildig1r PZT yontemi ile
cogaltilmis ve %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Goriintiilerde 105 baz ciftlik (bp) iiriin

varlig1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Uyguladigimiz PZT ydnteminin hazirlanan simiile Srneklerde en diisiik saptama sinirt
100-1000 KOU/ml Candida olarak belirlenmistir. Calismaya alman tiim Candida suslari ile

hazirlanan 6rneklerde 105 bp’lik tirlin varligi gozlenmistir. E. coli, S. aureus, A. fumigatus ve



Rhodotorula sp. suslarindan hazirlanan ve negatif olan kan ornekleri ise Candida DNA’s1
acisindan olumsuz bulunmustur. Candida tiremesi olan kan kiiltiir 6rnekleri ile yapilan PZT

sonucunda da yine aym 105 bp’lik iiriin varlig1 gézlenmistir.

Bu c¢alismada uygulanan PZT yontemi yaklasik 7 saatte tamamlanmakta, buna karsin
rutin kan kiiltiir yontemleri ile Candida iiremesinin belirlenmesi en erken 24-48 saate kadar
uzamaktadir. Bunun yaninda yontemin hem kan hem de BACTEC 9240 siselerine alinan
orneklere uygulanmasi 6nemli bir avantaj gibi goriilmektedir. Yontemimizin hasta basina
maliyeti 8 YTL olarak belirlenmis olup, bu para hastaya uygulanacak yanlis ya da gereksiz

antifungal sagaltim ve hastane masraflari g6z &niine alindiginda ¢ok diisiik kalmaktadir.
Sonug¢ olarak; kandidemi kuskulu olgulardan alinan gerek kan gerekse BACTEC kan
kiiltiir 6rneklerinde 5S rDNA genine 6zgii PCon 1 ve PCon 2 PZT onciillerinin kullanildig:

PZT yontemi ile daha kisa siirede Candida DNA’sinin saptanabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Candida, kan, PZT



2. SUMMARY

Detection of Candida DNA in blood samples by polymerase chain reaction

It is known that even after appropriate treatment, the prognosis of candidemia is poor
and candidemia has high mortality rates. The blood culture which is accepted as the gold
standard for the diagnosis, can remain negative in %42 of the cases. Therefore rapid and
reliable diagnosis of candidemia is very important to start the antifungal treatment. The aim of
our study was to standardize the polymerase chain reaction (PCR) method by using simulated

samples in order to detect Candida species in blood samples of candidemia suspected cases.

In this study, simulated samples were prepared by using blood samples of healthy
volunteers which were inoculated into tubes with EDTA and BACTEC 9240 blood culture
bottles in which no growth was detected and standard strains as C. albicans ATCC 90028, C.
tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C. krusei ATCC 6258, Escherichia coli
ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and clinical isolates of Aspergillus
fumigatus, C. kefyr, C. glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, Rhodotorula sp.
Furthermore, blood culture samples of 23 patients whose blood culture bottles signaled as

positive and showed growth of Candida in agar plates were examined.

DNA extraction of all samples were performed according to the standard procedure
proposed by the MN Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Germany) for tissue samples;
following the pre-treatment with erythrocyte, leukocyte and fungus cell wall lysis buffers.
DNAs were amplified with the PCR method, using synthetic oligonucleotide primers selected
from the 5S rDNA region and PCR products were “electrophoresed” in 2% agarose gel.

Presence of a 105 base pair product was considered as positive.

The lowest detection limit of PCR has been determined as 100-1000 CFU/ml Candida
for our simulated samples. The presence of a 105 bp band has been observed in samples
prepared with all Candida strains included in the study. Blood samples spiked with E. coli, S.

aureus, A. fumigatus and Rhodotorula sp. and negative blood samples has been found as



negative in terms of Candida DNA. The same 105 bp product has been observed in the PCR

products of blood culture samples with Candida growth.

The PCR method applied in this study takes approximately 7 hours, whereas the
detection of Candida growth takes at least 24-48 hours by routine blood culture method. Also
the application of this method to both blood samples and samples obtained from BACTEC
9240 blood culture bottles seems to be an advantage. The cost of this method per patient is
determined to be approximately 8 YTL and this amount is very small when compared with the

cost of wrong or unnecessary antifungal therapy and hospital expenses.

As a result, it has been determined that Candida DNA from either blood or BACTEC
blood culture samples, taken from candidemia suspected cases, can be detected in a shorter

time by PCR using PCon 1 and PCon 2 primers which are spesific for 5S rDNA gene.

Key words: Candida, blood, PCR



3. GIRIS ve AMAC

Fungal infeksiyonlarin prevalansi, son yillarda immiin yetmezIlikli hastalarin sayisinin
artmasi, genis spektrumlu antibiyotikler ve damar i¢i kateterlerin yaygm kullanimlar
nedeniyle artmistir (1). Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar tiim infeksiyonlara 6zellikle de
mantar infeksiyonlarma duyarhdir. Funguslar bu hastalarda hizli gelisen, oldiiriicii ve

sagaltimi zor klinik tablolar olusturmaktadir (2).

Amerika Birlesik Devletleri’nde, hastane kokenli fungemiler 1980°lerde %5.4 iken
1990’larda %9.9°a yiikselmis olup, tim nozokomiyal kan dolasimi infeksiyonlarinin %8-
10’unun Candida tiirlerinden kaynaklandig1 bildirilmistir (1, 3, 4, 5). Invaziv kandidoz
tablolarinmm temel etkeni olan Candida albicans immiin yetmezlikli hastalarin  kan
kiiltiirlerinden en sik izole edilen fungal patojendir. Bunun yaninda C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis ve C. krusei gibi diger Candida tirlerinin de artan oranda soyutlandigi

bildirilmektedir (6).

Candida tirleri birgok farkli klinik tabloya neden olan en yaygin insan kommensali
olup, dnemli nokta immiin yetmezlikli hastalarda artmis oranlarda goriilen yaygin hematojen
infeksiyonlardir (7). Candida tiirlerinden kaynaklanan kan dolasimi infeksiyonlari; koagiilaz-
negatif stafilokok, Staphylococcus aureus ve enterokoklardan sonra glinimiizde en sik
dordiincii septisemi nedeni olarak izlenmektedir (8, 9). Kandidemilerin prognozunun uygun
sagaltimindan sonra bile %50-80’lik bir mortalite orani ile iyi olmadig1 saptanmistir (10). Bu
nedenle kandideminin erken tanisi ve antifungal sagaltim i¢in gelismis yontemlere gereksinim

s6z konusudur (6).

Infeksiyon hastaliklarmin tiimiinde oldugu gibi kandidemide de tanm koydurucu temel
yontem kiiltiir ile mayanin soyutlanmasi ve tiiriiniin belirlenmesidir. Fakat sistemik kandidoz
tablolarinda altin standart kabul edilen kiiltiir ve 6zellikle kan kiilttriiniin genellikle negatif
sonug verdigi bildirilmektedir (11, 12). Tani, rutin olarak kullanilan kiiltiir ortamlarinda

Candida’nin yavas tiremesi nedeni ile gecikmekte ve bu nedenle erken tanmi her zaman



miimkiin olamamaktadir. Rutin veya fungus’a 6zel kan kiiltiirlerinin giivenilir olmadig1 ve
inkiibasyon i¢in biiyiik miktarda kan gerektirdigi belirtilmistir (13, 14). Invaziv kandidoz igin
kan kiiltiiriiniin, olgularin sadece %58’ inde pozitif oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica
notropenik hastalarda, kanda Candida tiirlerinin tiremesinin basarisizligi olagan olarak kabul
edilmektedir (11). Sistemik kandidozun klinik tamsinda, temel yontem olan kan Kkiiltiiriinde,
kemoterapinin bir sonucu olarak tiremenin inhibisyonu veya organizmalarin kana aralikh
olarak ge¢meleri nedeni ile kanitlanmis olgularda bile C. albicans’in saptanmasinin zor
oldugu bildirilmektedir (15). Sistemik kandidozu tamimlamak i¢in siklikla iki veya daha fazla
kan kiiltiirii kullanilmasma ragmen, standart kan kiiltiir yontemlerinin tani igin iki ile ii¢ giin
hatta daha uzun bir siire gerektirdigi belirtilmektedir. Invaziv Candida infeksiyonlari hastanin
hayatini ciddi bigimde tehdit eden ve sagaltiminin ¢ok hizli bagslanmasi gereken infeksiyonlar
olmasi nedeni ile immiin yetmezlikli hastalarda bu infeksiyonlarin zamaninda ve dogru tanisi

icin daha hizh, 6zgiil ve duyarl bir yontemin gerekli oldugu vurgulanmistir (12).

Sistemik fungal infeksiyonlar i¢in hizli ve tam koydurucu stratejiler antikor, antijen veya
DNA saptanmasini igermektedir (16). Ozgiil antikorlarin saptanmasma veya Candida
antijenlerinin kandidoz tanisinda kullanilmasina ragmen, bu yontemlerin duyarlihk ve
ozgiilliik gibi bircok noktada yetersiz olduklari diisiintilmektedir (17). Ornegin kemik iligi
alicilarinda antikor saptanmasinin beklenmedik humoral yanitlar nedeni ile sinirli oldugu
rapor edilmistir (16). Bunun yaninda serolojik testlerin immiin yetmezlikli kanser hastalar

icin giivenilir olmadigi bildirilmistir (18).

Sistemik kandidoz tamsinda kanda Candida’nin saptanmast i¢in PZT y&nteminin
gelistirilmesi 6nemli bir ilerleme olarak goriilmektedir. PZT deki asamalarin kiiltiire goére
daha kisa stire aldig1 rapor edilmistir (19). Boylece sistemik kandidoz tanisinda kiiltiire gére
belirgin bir siire avantaji s6z konusu olmaktadir. Bunun yaninda sagaltimin en kisa siire i¢inde
baslamasi, 6liim oranimnin, hastanede yatis siiresinin ve infeksiyonun getirecegi maddi yiikiin
azaltilmasini saglayacaktir. Candida tiirlerinin polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile kandan
belirlenmesinin, sistemik kandidozun tanisi i¢in alternatif ve daha duyarli bir yontem oldugu

belirtilmistir (12, 16, 19). Sistemik kandidoz infeksiyonlarinin sik goriildiigii hasta grubunda



profilaktik antifungal sagaltim uygulamalarinin maliyeti oldukg¢a yiiksektir. Buna ek olarak
sistemik kandidoz tanisinin konulabilmesi i¢in yapilan radyolojik incelemeler ile tekrarlanan

kan kiiltiirleri de maliyeti oldukga yiikseltmektedir (20).

Projemizin amaci, hastanemizde kandidemi kuskulu olgularin kan rneklerinde PZT
yontemi ile Candida tirlerinin saptanmast ic¢in yontemin simiile &rnekler kullanilarak

standardizasyonunun saglanmasi ve rutin laboratuvar uygulamasi haline getirilmesidir.



4, GENEL BILGILER

4.1. Tarihce

M.O. dordiincii yiizyilda Hippocrates ve Galen’in oral lezyon olarak tanmimladiklari
pamukgugun altta yatan ciddi hastaliklar ile ilgili klinik bir eleman oldugu bilinmekteydi.
1839°da Almanya’da Bernard Langenbeck, tiftislii bir hastanm oral lezyonlarindan soyutladigi
organizmay1 “Typhus-Leichen”(tifiis cisimcikleri) olarak tanimlamis, 1841°de ise Emil Berg
tarafindan saglikli bebeklere “aftéz membran materyal” inokiile edilerek, infekte olmus
saglikli bebeklerde pamukcugun fungal etyolojisi arastirilmistir. Candida albicans ilk kez
1842°de Gruby tarafindan tanimlanmistir (21, 22).

1843°de, Charles Robin organizmaya Oidium albicans olarak ilk ismini vermistir. O
zamandan beri, bu mantar i¢in 100°den fazla sinonim kullanilmistir; bunlar arasinda 1890’da
Zoph’un bildirdigi Monilia albicans ve 1923’de Roth Berkhout’un onerdigi C. albicans yer
almaktadir (21, 22).

1861°de Albert Zenker sistemik kandidoza ait ilk kez kayith bir vaka tanimlamistir.
Tarihi olarak, kandidoz arastirmasi i¢in en ilging donem antibiyotiklerin kesfi ile ayn1 zamana
rastlamaktadir. Candida’nin neden oldugu ilk endokardit vakast da antibiyotiklerin
kullaniminin biiyiik oranda yayginlastigi 1940°da bildirilmistir (21, 22). O zamandan bu yana
kandidoz insidansinda biiyiik bir artis oldugu kadar, bu fungusun viicudun tiim doku ve

organlar ile iligkili vakalar1 da kayitlanmistir (22).

Candida tiirleri i¢inde C. albicans, C. catenulata, C. dattila, C. famata, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C.
pulcherrima, C. tropicalis, C. zeylanoides olmak {izere 15 tiiriin patojen oldugu ve artan ilag
kullanimi, cerrahi girisimler, organ nakilleri ve AIDS gibi bireyin bagisikligin1 zedeleyen

cesitli sebeplerle diger Candida tiirlerinin de patojen olabilecegi bildirilmistir (23).



4.2. Genel Ozellikler

Candida tiirleri tek hiicreli, 6karyotik ve kemoheterotrof olup, tomurcuklanma ile iireyen

3 ile 6 um biiyiikliigiinde, oval veya yuvarlagimsi maya mantarlaridir (21).

Heterojen Candida cinsi Deuteromycotina (Fungi Imperfecti) iginde Cryptococcaceae
ailesine aittir. Cins yaklasik 200 tiir igerir. Candida tiirlerinde eseysiz ¢ogalma, multilateral
tomurcuklanma ile gergeklesir (24). Tomurcuklanan bu hiicrelere blastokonidya adi verilir
(21, 25, 26, 27). Organizmalar agirlikli olarak Gram pozitif boyanirlar (28). Arka arkaya
tomurcuklanan blastokonidyalarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda bogumlar
olusturarak yaptiklar1 hiicre zincirleri yalanci hifleri olusturur (25, 26). C. glabrata harig,
tiimi uygun kosullar altinda yalanci hif {iretir. Azalmis oksijen miktari, %5 ile %10 CO,,
37°C’lik inkiibasyon sicakligi, kismi glukoz eksikligi ve zengin bir protein icerigi kanli agarda
tireyen Candida kolonilerinin alt kisminda tiiylii goriinlime neden olan yalanci hif tiretimini
desteklemektedir (28). Candida tiirleri arasinda C. albicans blastokonidya ve yalanci hif
yaninda gercek hif de olusturarak dimorfik 6zellik gosterir (25, 26).

Candida tirleri Sabouraud dekstroz agar (SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda isisinda
veya 37°C’de 24 saat icinde genellikle kirli beyaz veya krem rengi, nemli, diizgiin veya
burusuk kenarli, diizgiin yiizeyli veya gobekli; uzayan inkiibasyonla birlikte kivrimh hale
gelen, mat yada parlak, maya kokulu yumusak koloniler olustururlar. Koloninin besiyeri
izerinde kalan yiizeyi blastokonidyalardan olusmustur. Besiyeri yiizeyinin altinda ise yalanc

hifler bulunur (25, 26, 27).

C. albicans’in ¢ogu izolati kanh agar, cikolata agar gibi zengin besiyerlerinde koloni
sinirlarindan gelisen kisa uzantilarla “ayakli koloniler” fiiretir, diger mayalarin ¢ogu bdyle
koloniler olusturmaz, ancak C. tropicalis ve C. krusei izolatlarmin da ayakli koloniler
olusturdugu not edilmistir. Bu koloniler belli hif/yalanct hif morfolojileri nedeniyle ¢imlenme

borusu deneyinde kullanilmamalidir (29, 30).



Tim Candida tiirleri glukozu fermente eder, higbirisi nitrat1 asimile edemez (27). Bu
tiirlerden, sadece C. guilliermondii dulsitol’ii ve C. krusei laktozu asimile eder (29). Candida
tirleri genellikle iireaz iiretmez ve KNOj5’ii kullanmaz, ancak bazi C. krusei izolatlan iireaz
pozitif olabilir (29). Bu gruptaki maya benzeri mantarlarin kiiltiirlerinde etanol, asetoin ve
asetik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, piruvik asit, suksinik asit gibi organik

asitlerden zengin metabolik son {iriinler olusur (27).

Candida tirleri dogada ¢ok sayida bitki {izerinde bulunan ve insanlarin mukokutanéz
membranlar1 ile memelilerin sindirim sisteminde normal flora tiyesi olan firsatgi
mikroorganizmalardir (29). Dogumdan hemen sonra mukozalarda kolonize olur ve endojen
infeksiyon i¢in risk yaratirlar. Candida turleri insan viicudunda basta gastrointestinal sistem
(GIS), orofarenks, vajen ve deri olmak iizere gesitli bolgelerden izole edilebilir (27). Normal
flora iiyesi olarak Candida turleri dokulara gecer, immiin savunmalart azalmis hastalarda

yasam1 tehdit edici hastaliklara neden olur (29).

Candida’nin 150°den fazla tirli vardir, fakat sadece dokuzu insanlarda en c¢ok
karsilasilan patojenlerdendir. Bunlar C. albicans, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. kefyr, C. lusitaniae, C. dubliniensis ve C. glabrata’dir. C. albicans uygun
kosullar altinda en sik patojen olan tiirdiir. C. albicans belli kosullar altinda in vivo veya
serumda, 37°C’de in vitro birkag¢ saat icinde ¢imlenme borusu iiretimi ile maya formundan
derin dokulara gecebilen agresif bir form olan hif fazina doniisebilir (21).Cimlenme borusu bir
blastosporun kenarindan filizlenen, onlarin uclarinda biiyiiyen, blastospora baglanan

bolgelerinde ¢entik gdriilmeyen silindirik filament6z yapilardir (28).
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4.3. Hiicre Yapisi

Hiicre duvari sert bir yapida olup, hiicreye sekil verir ve maya hiicresinin degisik
ylizeylere tutunmasinda dogrudan gorev alir. Duvar yapisinda bulunan bazi maddeler
antifungal ajanlar i¢in hedef olustururken, bazilar1 ayn1 zamanda antijenik determinantlari
tagir. Duvar komponentlerinin %80-90°1 karbonhidratlar, %5-15’i protein ve %2-5’i
lipidlerden olusur. Karbonhidratlarin ise %20-30’u mannoprotein,%50-60’1 B-glukanlar ve
9%0.6-9°u kitin yapisindadir. C. albicans’in maya ve hif formlarinda glukan ve mannan icerigi
benzerdir fakat, hif hiicrelerinde kitin miktar1 maya hiicresine gore li¢ kat fazladir. Elektron
mikroskobik calismalara gére Candida’larm hiicre duvar1 en az 5 katmanhdir. Maya-hif
doniistimii siirecinde bu say1 ve kalinlik degisir. Ayrica ortamda yiiksek yogunlukta seker

varliginda en distaki mannoprotein kalinlagir ve fibriler olusumlar artar (27).

Hiicre membram tasidigi ozmoenzimler araciligi ile molekiillerin i¢ ve dig ortama
gecisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi, duvar komponentlerinin sentezinde rolii olan enzimler
de membranda bulunurlar. Ayrica C. albicans’in morfogenezi (maya-hif doniistimii ve hif
ucundan uzama) icin gerekli olan sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz,
proteaz gibi enzimler de membranda yer alirlar. Candida’larin hiicre membraninda; fosfotidil
serin ve fosfotidil inozitol gibi fosfolipidler bulunur. Tiim mantarlarda oldugu gibi, bu tiiriin
de hiicre membraninda bulunan sterol, membran lipidlerinin %20’sini olusturur ve steroliin
%95°1 ergosterol formundadir. Bilindigi gibi ergosterol antifungal ilaglar i¢in 6nemli bir

hedeftir (27).

Hiicre duvari ve hiicre membrani ile baglantili olan hiicre iskeleti turgor basincina karsi
koyan dinamik bir sistemdir. Aktin, miyozin gibi iskelet komponentlerinin birbirleri ile
iligkileri agisindan Ca™, Mg"™ ve H' iyonlarinin yogunluklari 6nemlidir. Organellerin
hareketliligi ve hif seklinde uzama, bu iyonlarm hiicre icine giris, cikislari ile diizenlenir.
Iyonlar ek olarak mitoz, mayoz, tomurcuklanma, septum olusumu yani morfogenez ile protein

kinaz gibi bazi enzimlerin regiilasyonunda da rol alirlar (27).
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4.4. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Candida turleri genellikle genel durumu bozuk, birden fazla predispozan faktore sahip
bireylerde hastalik olusturur ve hastaligin olusumunda konak faktorleri ile mayanin sahip

oldugu virulans faktorleri son derece 6nemli rol oynar (26).

Candida infeksiyonlarina zemin hazirlayan faktorler; genis spektrumlu antibiyotik
sagaltimi, hiicresel immiin yetmezlik, notropeni, deri ve mukoz membranlarin degisimi,
normal floranin baskilanmasi, intravendz ilag kullanimi, T-hiicre bozuklugu, travma,
inflizyonlar igin kullanilan kateterler, renal transplantasyon, cerrahi islemler, metal veya
plastik protez kapaklarin kullanimi, kortikosteroid ve immiinbaskilayici sagaltimlar, peptik
iilser, diabet, AIDS, endokrin hastaliklar (hipoparatroidizm, adrenokortikal yetersizlik,
Cushing hastaligi) ve ciddi yaniklar seklinde siralanabilir (26, 31, 32).

Deri, infeksiyona direncte onemli olup; deri maserasyonuna neden olan herhangi bir
islem saglikli bireylerde bile Candida invazyonuna yol agabilir. Organizma dermise veya kan
dolagimina girdiginde, polimorfniiveli 16kositler (PNL) savunmada rol oynar ve yalanci hiflere
zarar verme, blastosporlar1 fagosite etme ve 6ldiirme kapasitesine sahiptir (21). Ozellikle
myeloperoksidaz ve hidrojen peroksit gibi fungisidal molekiiller, PNL’lerin C. albicans’i
eradike edebilmesi icin gereklidir. Ayrica PNL’lerin aziirofil graniillerinde bulunan
antimikrobik maddelerden defensin’lerin Candida tiirlerine karsi aktivite gosterdikleri
saptanmistir. Bazi defensinlerin C. albicans’y dogrudan Sldiirebildikleri belirlenmistir. Yine
ayni graniillerde bulunan cathepsin G’nin de antifungal aktivitesi mevcuttur. Ancak PNL’lerin
belirtilen kandidasidal etkilerine karsi, C. albicans’m da PNL islevlerini bozma ya da
degistirme yetenegi bulunmaktadir. Eozinofillerin de Candida tizerinde PNL’ye benzer
etkileri s6z konusudur. Yapilan ¢aligmalar, monositlerin myeloperoksidaz bagimli ya da
bagimsiz oksidatif mekanizmalarla Candida’ya karsi savunma islevini yerine getirdigini
gostermektedir. C. albicans’in pulmoner dokudan eliminasyonunda PNL’ler kadar alveoler

makrofajlarin da onemli oldugu saptanmistir. Lenfositlerin Candida infeksiyonlarindaki rolii
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tam anlasilmis degildir. Aktif lenfositlerden salinan lenfokin benzeri maddelerin C. albicans

tizerinde toksik etkisi bulundugu &ne stiriilmiistiir (33).

Serum ve plazma, antikor ve kompleman komponentlerini icermesine karsin, tek basina
Candida’lan  6ldiirmede yetersizdir. Calismalar myeloperoksidaz, hidrojen peroksit ile
stiperoksit anyon sitemi, veya bunlarin tlimiiniin C. albicans’in hiicre i¢i 6liimiinden sorumlu
olan en 6nemli mekanizma oldugunu gostermektedir. Ek olarak, arastirmalarda hiicre igi
oldiirmede etkili olan bir ferréz iyon-hidrojen peroksit-iyodiir sistemi tanimlanmistir.
Fagositler i¢in bir sonraki hiicre i¢i ¢ldiirme mekanizmasi kimotripsin-benzeri katyonik
proteinlerle iliskilidir. Bu proteinler muhtemelen kandidal membran gegirgenligini arttirmada
rol oynamaktadir. Makrofaj ve retikiiloendotel sistem hiicrelerinin de savunmada rolii oldugu

One siiriilmektedir (21).

Cok sayida arastirma Candida’ya karst immun yanitta humoral faktorlerin Gnemini
dogrulamaktadir. Serum demir-baglayan proteinlerin tahminen bir Candida biiytime faktorii
olan demiri baglamakla Candida’nin tiremesini inhibe ettigi belirtilmektedir. Sonugta, yalanci
hif olusturmak ve in vitro kosullarda organizmalar kiimelestirmek icin C. albicans’1 uyaran
humoral maddeler oldugu gibi, Candida liremesi {izerinde inhibitdr etkiye sahip ¢ok sayida

baska humoral madde de bulunmaktadir (21).

Kompleman in vitro kosullarda Candida blastosporlarinin optimal opsonizasyonu ig¢in
gereklidir. Alternatif kompleman yolaginin aktivasyonunda kusurlu olan hayvanlarin
Candida’ya karst daha duyarh oldugu saptanmistir. Candida hiicreleri, 6zellikle insan

kompleman reseptor CR2 ve CR3’e benzeyen yiizey molekiillerine sahiptir (21).

Konak bagisikligimi yenmek igin birlikte rol oynayan ve patogenezde 6nemli yeri olan
Candida virulans faktorleri; adezyon, morfolojik degisim, fenotip degisimi, toksinler,
proteinazlar, fosfolipazlar, biyofilm yapimi, hidrofobisite, molekiiler benzeme, hiicre duvari

yapist ve ¢esitli sideroforlar1 kullanma yetenegi seklinde siralanabilir (21, 34).
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4.4.1. Yapisma (Aderans)

Adherans, mayanin konak ile iliskisinde ilk basamagi olusturur ve hiicrelerin ylizey

ozellikleri ile iliskilidir (35).

Candida’larin mukoza epitel ve endotel hiicrelerine yapismast kolonizasyon ve
infeksiyonun ilk asamasidir. Yapilan bir ¢calismada Candida spp. i¢in in vivo kolonizasyon ve
invazyon ile adezyon arasinda patojenik bir iliski oldugu saptanmistir (36). C. albicans’1 bu
cins icerisinde en sik karsilasilan tiir olarak ©ne ¢ikaran Ozelliklerin basinda mukoza
yiizeylerine yapisma yetenegi gelir (23). C. albicans’in diger albicans dis1 Candida tiirlerine
gore kan damarlan, epidermal korneositler, endotel hiicreleri, epidermal keratinositler gibi

konak hiicrelerine daha fazla aderans yetenegi oldugu bildirilmistir (37).

Cogu C. albicans adezini glikoproteindir ve Als (Agglutinin-like sequence) ailesi, Ala 1
ve Hwp 1’i icermekte ve 8 gen ile kodlanmaktadir. ALS genleri, iireme durumlarina bagl
olarak farkli sekillerde eksprese edilmektedir. Ornegin ALS3 hife 6zgii iken, ALS4 iireme fazi
ile baglantilidir. Ala 1 (agglutinin like adhesin), Als familyasi proteinlerine benzer. Hwp 1 ise
C. albicans hiicrelerinin konak epiteline ¢apraz baglanmasi i¢in gerekli hife 6zgii bir hiicre

duvar proteinidir (38).

C. albicans konagin epitel ve endotel hiicrelerine tutunmasinda iCsb, Csd, fibronektin ve
ostrojen reseptorleri, mannoprotein, salgisal aspartik proteinaz, faktor 6 (antijen 6), laminin

reseptoril ve fibrinojen baglayan proteinler gibi molekiillerin rolii bulunmaktadir (27).

4.4.2. Morfolojik Degisim

Candida tiirleri icinde, sadece C. albicans ve C. dubliniensis; tomurcuklanan maya
hiicreleri, uzun mayamsi hiicre zincirlerinden olusan yalanci hifler ve gercek bdlmeli hifler

halinde gelisebilmekte olup, yalanci hifin maya hiicreleri ile gergek hif arasinda ara form
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olusturdugu diistiniilmektedir. Maya veya hif formunda iireyebilen bu tiirler polimorfik olarak

tanimlanmaktadir (38, 39).

Maya-hif dontisiimiinde siireci etkileyen dig faktoérlerden CO,, pH (7.5-8.0), 1s1 (37°C),
N-asetil glukoz, prolin ve aminoasitler maya hiicre membranindaki reseptorler tarafindan
algilanan sinyaller olup, hiicre icine iletilmekte ve hiicre icinde cAMP, ¢cGMP ve baz
iyonlarin miktarlarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Olusan iyon akimi sonucunda hif
seklinde uzama gerceklesmekte olup, bu forma doniistimiin ilk basamagin ¢imlenme borusu
olusturmaktadir. Sinyal zay1f, 1s1 ve pH diisiik ise septum yapimi gecikir, iyon akim1 olmaz ve

buradan disar1 dogru balonlasma sonucu tomurcuk sekillenir (27).

Infekte dokularda C. albicans’in hem maya hem de hif sekli bulunsa da, hif seklinin
maya sekline gore dokuya daha fazla yapismasi, fagositler tarafindan sindirilememesi, aktif
semptomlu infeksiyonla iliskili olmasi, plastik ylizeylere yapismayi saglayan fibriler yiizey
tabakalar1 olusturmasi, ¢imlenmekte olan hiicrelerin daha virulan olmasi, hifin patogenez ve

virulansdaki roliinii kanitlayan bulgulardir (23, 34).

4.4.3. Fenotip degisimi

C. albicans kolonileri yiiksek siklikta (10*-10™), yildiz, sapka, diiz, piirtiiklii, diizensiz
kirigik ve tiiylii gibi farkli fenotipler arasinda degisim gostermektedir. Bununla birlikte
fenotipik degisimin ana mekanizmasi ve bu degisim ile C. albicans’in virulansi arasindaki
iliski agik degildir. Bu degisimin daha Once belirtilen tomurcuk-hif degisimini etkildigi
bildirilmistir (41). Fenotipik degisim yeteneginin, organizmanin farkli mikrogevrelerde canh
kalabilme ve immiin yanittan kac¢is durumlarinda rol oynadigi diistiniilmektedir. Fenotipik
degisimine ugramis izolatlarin antifungallere daha yiiksek seviyede direng gosterdigi ve
fenotipik degisimin; antijenik yapiyi, adezyonu, hif olusumunu, nétrofillere ve oksidanlara

duyarliligr ve de antifungallere duyarhligi etkiledigi bildirilmektedir (38, 41).
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C. albicans’in duzgiin yiizeyli, beyaz renkli koloniler olusturan yuvarlak-oval,
tomurcuklu “beyaz” faz hiicreleri; genis yiizeyli, yassi, yiizeyi piirtiiklii, gri renkli koloniler
olusturan uzun, biiyiik “opak™ faz hiicrelerine doniismektedir (W-O degisimi) (35). Derleme
bir makalede cesitli c¢alismalarda C. albicans yaninda C. glabrata, C. tropicalis, C.

parapsilosis ve C. lusitaniae tiirlerinde bu doniisiimiin izlendigi bildirilmistir (42).

4.4.4. Toksinler

C. albicans’m maya fazinda endotoksin benzeri maddeler ve hemolizin {iretimi
gosterilmistir. Bu toksinler; glikoprotein toksinler ve kanditoksin olup, glikoprotein toksinler,
toksik bilesikler olarak karbonhidrat (mannoz, glikoz) ve protein igeren maddelerdir. Ozellikle
mannoproteinler toksik rollerine ek olarak, viicut yiizeylerinde kolonizasyonda adezin olarak

da gorev yaparlar (23).

4.4.5. Enzimler

Infeksiyon siiresince hidrolitik enzimlerin salgilanmasi, adezyonu kolaylastirmak igin
konak yiizeylerinin degredasyonuna, konak immiin faktorlerinin yikimima ve ek olarak besin
kazanimina yol acar. C. albicans’in salgiladigi onemli hidrolazlar; salgisal aspartik proteinaz

(Sap), fosfolipaz ve lipaz ailelerini icermektedir (38).

4.4.5.1. Proteinazlar:

Proteinazlar; serum albiimin, ovalbumin, hemoglobin, keratin, kollajen, laminin,
fibronektin, IgA ve IgG’nin Fc kismi ve komplemanin C3 komponentini hidrolize ederek
organizmalarin virulansini ve dokulara invazyonunu arttirict etki gosterir (27, 35).
Calismalarda proteolitik aktivite ile virulans ve mukozal infeksiyonlar arasinda bir korelasyon
saptanmigtir (43, 44). Bir ¢ok patojen Candida tiiriiniin 6zellikle C. albicans, C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. lusitaniae’nin ekstraselltler proteinaz salgiladig:

saptanmustir (45, 46).
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C. albicans’da ekstraselluler asit proteinaz ailesini olusturan 10 gen (SAP)
tanimlanmistir (38). Ayrica SAP gen ekspresyonunun organizmanin mayadan hife gegisi ve
fenotip degisimi ile ilgili oldugu ortaya konmustur. SAP1, SAP2, SAP3 genlerinin yalnizca
maya hiicrelerinde; SAP4, SAPS, SAP6’nin ise hif yapilarinda; SAP1’in C. albicans’in opak
fenotipinde, SAP2 ve SAP3’iin ise hem opak hem de beyaz fenotipte eksprese oldugu
belirtilmistir (34). Sap 1-3 enzimlerinin yiizeyel, mukozal ve kutandz infeksiyonlarda, Sap 4-6

enzimlerinin ise sistemik infeksiyonlarda patojen rol oynadigi gosterilmistir (47).

4.4.5.2. Fosfolipazlar:

Konagin membran fosfogliseridlerini hidrolize ederek invazyonda rol oynayan
fosfolipaz enzimi, patojen Candida’larda %30-50 oraninda saptanmaktadir. Kothavade ve
Panthaki (48) calismalarinda C. albicans’daki in vitro fosfolipaz aktivitesi ile virulans
arasinda bir korelasyon saptamiglardir (48). Fosfolipaz enzimi A, B, C ve D ile lizofosfolipaz
ve lizofosfolipaztransagilaz olarak simiflandirilmis olup; fosfolipaz B, fosfolipaz aktivitesinde
ilk sirada yer almaktadir. Fosfolipaz B ailesi (PLB [-5)’nden, PLB [’in ekstraseliiler
fosfolipaz aktivitesinin c¢ogundan sorumlu oldugu ve maya ile yalanci hiflerde, hif

hiicrelerinden daha ¢ok eksprese edildigi bildirilmektedir (35, 38).

4.4.5.3. Lipazlar:

Hidrolitik enzimlerin iiclincii grubu olan lipazlar da on iiyeli bir gen ailesi (LIP 1-10)
tarafindan kodlanir. LIP genlerinin bazilarinin tek karbon kaynagi olarak lipidler lizerinde
iireme siiresince eksprese edilmelerine ragmen, lipidlerin yoklugunda da eksprese edilebilirler.
LIP 2 ve LIP 9 sadece lipidlerin varliginda eksprese olur, bu da bu lipazlarin besin
kazaniminda alternatif bir rol oynadigim desteklemektedir (38). C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis ve C. krusei suslarinin lipaz aktivitesi gosterdigi ve bu genleri eksprese ettigi

saptanmigtir (49).
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4.4.6. Biyofilm Yapum

Sistemik Candida infeksiyonlar: siklikla kateter, yapay eklem ve protez kalp kapagi gibi
medikal aletlerin varlig1 ile iliskilidir. Candida tiirleri bu aletlerin yiizeylerine yapisip,
biyofilm tiretimi ile kolonizasyon olusturabilir ki, bu kateter ile iligkili antifungal direng ve
kandidemide artisa yol agar. Virulansin derecesi ve biyofilm olusturma yetenegi arasinda

pozitif bir iliski varlig1 bildirilmistir (35, 38).

Kateterde ortaya c¢ikan biyofilmlerde hem mikroorganizmaya hem de konaga ait
faktorlerin rol oynadigi; bu yapisma ve kolonizasyon i¢in mantarin “slime” faktortintin,
konagin da fibrin ve fibronektinlerinin gerekli oldugu bildirilmektedir. Biyofilmlerdeki
hiicrelerin ana (planktonik) hiicrelerden tamamen farkh fenotipik 6zellikler gosterdigi, klinikte

kullanilan antifungallere de planktonik hiicrelere gére daha direngli oldugu bildirilmistir (50).

Biofilm yapimi, 6zellikle C. parapsilosis i¢in 6nemli bir virulans faktorii olup, kateter
kaynakli infeksiyonlarda yiiksek oranlarda rol oynamaktadir. Ayrica C. albicans, C. glabrata,

C. kefyr’in de slime tirettigi saptanmistir (37, 51, 54).

4.4.7. Molekiiler Benzeme

Candida infeksiyonlarinda molekiiler benzeme oldugu saptanmistir. Ornegin kronik

vajinal kandidoz olgularinda timus ve overlere kars1 antikorlar saptanmistir (53).

4.4.8. Sideroforlart Kullanma Yetenegi

Demir ¢cogu canlh tarafindan indirgenme-yiikseltgenme enzimlerinin kofaktorii olarak

kullanilir. Candida tiirlerinin patojenligini etkileyen Onemli bir faktoriin de hem diger
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Candida’larin hem de Candida dist mikroorganizmalarin sideroforlarinin kullanilabilmesi

oldugu bildirilmistir (54).

4.5. Candida Tiirlerinin Neden Oldugu infeksiyonlar

Candida tiirleri invaziv olmayan ylizeyel infeksiyonlardan, derin dokulari tutan ¢ok
sayida organ sistemi ile iligkili sistemik, yasami tehdit edici infeksiyonlara kadar genis bir
hastalik spektrumuna sahiptir (55). Infeksiyonlar klinik olarak kutandz ve mukozal, kronik

mukokutandz ve sistemik kandidoz olmak iizere baglica 3 tipte incelenmektedir (25).

4.5.1. Kutanoz ve Mukozal Kandidoz

Kutan6z Candida infeksiyonlar1 genellikle dogal olarak olusmakta ve travma, diabet,
AIDS, gebelik, geng veya ilerlemis yas, dogum kontrol haplari, kortikosteroidler veya
antibiyotiklerle sagaltim, kan glukoz duizeyinin yiiksekligi, hiicresel immiin yetmezlik,
endokrin dengesizlik ve derinin uzun siire nemli kalmasi gibi baz1 kosullar nedeniyle artis
gostermektedir (21, 25). Miikoz membranlarin kandidozu; siklikla oral kavite ve vajinal kanal

ile iliskilidir (56).

Pamukcuk: Dil, dudaklar, dis etleri ve damak gibi oral mukozal yiizeyler iizerinde
kremsi beyaz, yamalar seklinde yalanci membranlarin bulundugu lezyonlar ile karakterize
olan oral kandidozun 6zel bir formudur (25). Membranlar kazinarak kaldirilabilir ve yerini
nemli, kanayan ve agrili bir ylizeye birakir. Bu membranlar maya, yalanci hif, epitel hiicreleri,
16kositler, bakteriler, keratin, nekrotik doku ve besin artiklarini icerir (21). Pamuk¢uk yeni
doganlarda oldukg¢a yaygin bir hastalik olup, organizma dogum esnasinda vajinal kandidoza
sahip anneden yeni dogana kolonize olur (22). Endojen pamukcuk ise bakteriyel florayi
azaltarak Candida tiremesine neden olan Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin veya
immiinbaskilayici ajanlarin kullanilmasi sonucu gelisir (57). Pamuk¢ugun insidansinin yiiksek

oldugu diger hastalar kanser ve AIDS hastalaridir (21). Oral kandidozun giiniimiizde AIDS’li
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hastalarin hemen hemen %100’{inde go6riilen AIDS’i tanmimlayici bir durum oldugu

bilinmektedir (56).

Intertriginz Kandidoz: Genellikle koltuk alti, kasik, memealti, perianal bolge ve ayak

parmak arasi gibi viicut bolgelerinde, karsilikli gelen deri yiizeylerinin sicak ve nemli bir
ortam sagladig1 alanlarda vezikiil ve piistiillerin gelisimiyle karakterizedir. Infekte bolgeler
kirmizi ve nemli, dokiintiiliidiir, vezikiil gelisebilir. Bu infeksiyon siklikla diabetik, obez ve

suyla sik temas eden bireylerde yaygindir (25, 56).

Onikomikoz ve Paronisya: Onikomikoz, tirnak materyalinin sertlesmesine ve

kalinlasmasina neden olan bir tirnak infeksiyonudur. Siklikla tirnak ¢evresindeki deri ile de
iligkilidir, tirnak subkutandz dokularinin bu infeksiyonu paronisya olarak bilinir. Bu

infeksiyon tirnaklarin uzun siire suyla temasindan kaynaklanmaktadir (25, 58).

Candida Ozofajiti: Altta yatan hastahg bilinmeyen hastalarda az sayida goriilmesine

ragmen, daha ¢ok hematopoetik veya lenfatik sistem malignitelerinin sagaltimi ve AIDS ile
iliskilidir. Candida 06zofajiti, O©zellikle yeni doganlarlarda pamukgugun yayilimi ile
ger¢eklesmektedir (21, 56). Siklikla asemptomatiktir, fakat substernal agri1 yapabilir veya
yutmay1 engelleyebilir. Cogu lezyon 6zofagusun distal tigiincii kismindadir ve endoskopide

kirmizilik ve 8dem, yerel beyaz yamalar veya iilserler goriilmektedir (31).

Vajinal Kandidoz (Vulvovajinit): Vajinal mukozanin maya ile invazyonu; inflamasyon,

iritasyon, kaginti ve vajinal akint1 ile karakterize olan vulvovajinite yol agar. Bu yaygin
infeksiyon siklikla mikrobiyal flora ve lokal pH’y1 degistiren diabet, gebelik, dogum kontrol
ilaglar1 ve antibakteriyal ilag sagaltimi ile iliskilidir (21, 22, 25). Antibiyotik sagaltimi,
Candida vajinitinden sorumlu en Onemli faktordiir. Normalde bu bolgede diisiik pH
olusturarak Candida tiremesini kontrol edebilen mevcut laktobasillerin herhangi bir faktor
nedeniyle sayica azalmasi, Candida tiirlerinin iiremesine yol agmaktadir. Vajinal kandidoz

cinsel iliskiyi takiben eslerde de kandidoza yol agabilir; bu nedenle cinsel yolla bulasan
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hastalik olarak da dusiiniilebilir. Erkeklerde bu durum “kandidal balanit” olarak ortaya ¢ikar

ve kasint1 ile yanmaya eslik eden yiizeyel maserasyonlar ile karakterizedir (21, 22).

4.5.2. Kronik Mukokutanoz Kandidoz (KMK)

Lokosit fonksiyonu veya endokrin sistemle ilgili ¢ok sayida genetik kusur ile iligkili deri
ve mukoz membranlarin kronik, direngli yiizeyel infeksiyon ile karakterize firsatgi bir
infeksiyonudur. KMK ile iligkili endokrin bozukluklar arasinda hipoparatroidizm,
hipoadrenalizm, hipotiroidizm, pernisiydz anemi, gonadal yetmezlik, Addison hastalig1 ve
diabetes mellitus sayilabilir (55, 56). Hastalik T-hiicre bozuklugu olan ¢ocuklarda goriilmekte
olup, erken ¢ocuklukta baslar (25). KMK’iin birlikte goriildiigli 6zel bir tiimo6r timoma’dir.
Timoma ile birlikte olan KMK tipik olarak daha ileri yaslarda ortaya ¢ikar. Mukokutanz
kandidal infeksiyonlar tiimor saptanmadan dnce ortaya cikabilecekleri gibi tiimorle es zamanh

da olabilir (33).

4.5.3. Sistemik Kandidoz

Sistemik kandidoz; Candida tiirlerinin hematojen yayilimmdan kaynaklanmaktadir ve
viicudun herhangi bir doku veya organ ile iliskili olabilir. Infeksiyonun en sik yerlestigi
bolgeler; kalp (perikardit, miyokardit, endokardit), meninksler (menenjit), idrar yolu (iiretrit,

sistit), deri, goz, karaciger ve dalaktir (26, 57).

Sistemik kandidoz, kandidemiyi izler. Kandidemi, kanitlanmis organ tutulumu
olmaksizin, infeksiyon belirti ve bulgular1 olan bir hastada en az bir yada daha fazla kan
kiiltiiriinde Candida iiremesi anlamina gelmektedir (27). Immiin sistemi baskilanmis hasta
populasyonundaki artis ve hastanede kalis siiresinin uzamasi kandidemi gelisiminde rol
oynayan onemli risk faktdrleri olarak bildirilmektedir. Bunun yanisira kandidemi siklikla uzun
siire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, kortikosteroid veya diger immiin baskilayici

ilaglar, santral vendz kateterler, cerrahi girisimler, deri veya gastrointestinal mukozadaki
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harabiyet, damar i¢i ilag kullanim1 ve nétropeni ile iligkili olarak da ortaya ¢ikmaktadir (25,
26). Konak savunmasinin normal oldugu durumlarda, kandidemi gecici olup, viicut kisa
siirede mantar1 uzaklastirir. Buna karsihik immiin yetmezlik durumlarinda Candida kandan
uzaklagtirilamaz, kanda g¢ogalip herhangi bir organ veya sisteme yerleserek infeksiyon

odaklar1 olusturur (26).

C. albicans kan kiiltiirlerinden soyutlanan temel fungal patojen olmakla birlikte, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. krusei gibi diger Candida tiirlerinin

soyutlanmasinda da artan bir oran mevcuttur (6).

Candida endokarditi ¢cogu kez maya ve yalanci hiflerin kalp kapagi protezlerinde

birikimi ve tiremesi ile iligkilidir (25). Infeksiyon 6zellikle immiinyetmezlikli hastalarda ve
intravenoz ila¢ kullanicilarinda goriilmektedir (56). Tiim endokardit olgularinin %2’si

Candida’lara bagh olarak gelismektedir (27).

Bronkopulmoner kandidoz temelde bakteriyel pulmoner hastalik i¢in alinan antibiyotik

tedavisinden kaynaklanan sekonder bir infeksiyon olarak gézlenmektedir. (59).

Sistit ve pyelonefrit gibi {iriner sistem kandidozu nispeten nadirdir. Siklikla C.

glabrata’mn etken oldugu sistit, tipik olarak mesaneye yapilan girisimler sonucunda gelisir ve
cogunlukla gebelik, diabet, kateter ve antibiyotik kullanimi ile iliskilidir. Pyelonefrit ise uzak

bir odaktan hematojen yayilim veya mesane infeksiyonu sonucunda meydana gelir (26, 56).

Hastane infeksiyonlar1 arasinda da funguslarm ve ozellikle bunlardan Candida
infeksiyonlarinin ayri bir 6nemi s6z konusudur. Hastane kokenli Candida infeksiyonlari,
immiin yetmezlikli hasta grubunda morbidite ve mortalitenin giderek daha 6nemli konuma

gecen temel nedenidir (60).
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Son 10-15 yil i¢inde hastane kokenli infeksiyonlarin %15’inden, tiim hastane kokenli
mantar infeksiyonlarinin %86’sindan ve hastane kokenli kan infeksiyonlarinin % 8-10’undan
etken olarak Candida tiirleri soyutlanmaktadir. Candida tiirleri ile gelisen hastane kokenli
fungeminin hastanede kalis siiresini ortalama 30 giin uzattigi ve tek basina % 38 mortaliteye
neden oldugu gosterilmistir (61). Kandidemi insidansmin hastaneler icin genel populasyondan
daha fazla, fakat kanser ve ciddi hastalikli hastalardan daha diisiik oldugu gosterilmistir (9).
Hastane kokenli kandidoz etkeni olarak en sik goriilen tiiriin C. albicans oldugu, bunu non-
albicans Candida tiirlerinden C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. glabrata’nn izledigi

bildirilmektedir (56).

4.6. Candida infeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi

Candida infeksiyonlarinin tanisi i¢in almacak Srnekler, yiizeyel lezyonlardan kazinti ve
stirlintiiler, kan, beyin omurilik sivis1 (BOS), doku biyopsileri, idrar, eksuda ve intravenoz

kateter materyallerini kapsamaktadir (25).

4.6.1. Direk Baki ve Kiiltiir

Tam i¢in alinan Orneklerden ilk yapilmasi gereken islem direk bakidir. Bu amacla
balgam, eksiida, santrifiij edilmis BOS ve diger 6rneklerden yas preparat hazirlanir. Burada
mayanin sekil ve biliylikliigli, tomurcugun baglanma durumu ve yalanci hif, ger¢ek hif veya
artrokonidya varligi incelenir (29). Daha sonra Orneklerden yalanci hif ve tomurcuklanan
hiicreler agisindan Gram boyali preparatlar hazirlanir. Preparatta sadece mayalar bulunuyorsa,
kolonizasyon diistiniilmelidir, yalancit ve gerg¢ek hif yapilarmin gézlenmesi ise invazyonu
gosterir. Candida’lar Gram pozitif olarak izlenir (25, 58). Deri ve tirnak kazintilar1 %10’ luk

KOH ve kalkoflor-beyazi ile hazirlanan preparatlarla incelenir (21, 25).

Klinik orneklerden Candida tiirlerinin soyutlanmasi i¢in en sik kullanilan besiyeri

SDA’dir. Tiim &rnekler SDA besiyerine ekilerek 30°C’de inkiibe edilir. Candida tiirleri 24
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saat i¢inde genellikle kenarlari diizgiin, biraz kubbeli veya diiz ve tereyag kivaminda,
yumusak, krem renkli, maya kokulu koloniler olustururlar, ancak 48 saatte koloniler daha
belirgin hale gelir. Siklikla koloninin periferinden Sriimcek ag1 benzeri uzantilar olugsmasina
ragmen, aerial hif gelistirmezler (26, 56). SDA disinda; beyin kalp infiizyon (BHI) agar,
Sabouraud beyin kalp infiizyon (SABHI) agar veya “yeast-phosphate” agar gibi besiyerleri de
kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri icine sikloheksimit gibi antimikotik; kloramfenikol ve
gentamisin gibi antibiyotikler katilarak sirasiyla kontaminan saprofit mantarlar ve bakterilerin

tiremesi engellenmektedir (62).

Cimlenme borusu (“germ tube”) testi, klinik orneklerden tanimlanan mayalarin yaklasik
%75’ ini olusturan C. albicans’n, diger Candida tiirlerinden ayrilmasini saglayan hizli, kolay
ve degerli bir testtir (56, 63). Cimlenme borusu testinde koloninin kii¢iik bir miktar1 0.5 ml
tavsan ya da insan plazmasi veya serumu iceren deney tiibiinde siispanse edilir. Tiip 35°C’de 2
saatten uzun olmamak kosulu ile inkiibe edilir. Daha sonra maya-serum siispansiyonundan
lama bir damla damlatihr ve lamel ile kapatilip, ¢imlenme borusu varligi agisindan
mikroskobik olarak incelenir. Cimlenme borusu, maya hiicresinin boyunun yaklasik 3-4 kati
ve genisliginin yarist kadar, paralel kenarh, septasiz filamentdéz bir uzama olarak
tanimlanmakta olup, ¢ikis noktasinda bogumlanma yoktur (56). Eger c¢imlenme borusu
gozlenirse; etken olasilikla C. albicans’dir, gozlenmezse; C. albicans dist Candida oldugu
dustiniiliir; ancak, C. albicans’larin yaklasik %5’inin de ¢imlenme borusu yapmadiklari
belirtilmektedir. Bu durum uzun inkiibasyon ve yoZun maya inokulumu kullanilmasi
nedeniyle ortaya ¢ikabilecegi gibi antifungal sagaltim uygulanmasi durumunda da goriilebilir.

(29, 56).

Dabha ileri tanimlama i¢in mayalar misir unu-tween 80 agar, piring oziitii-tween 80 agar
ve “trypan blue” agar gibi besin agisindan fakir besiyerlerine inokiile edilerek lam Kkiiltiirii
yapilir (57, 63). Bu amagla misir unu-tween 80 agara ekim i¢in yeni iiremis bir koloniden 6ze
ile ¢cok kii¢iik bir miktar alinip, 6ze 45°°lik ag1 ile tutularak besiyeri yiizeyine 3 paralel ¢izgi
cekilir. Agarin yiizeyine, inokiilasyon cizgilerini ortecek sekilde steril bir lamel kapatihr.

30°C’de 24 ile 48 saat inkiibe edilir ve mikroskobik olarak incelenir. Misir unu-tween 80

24



agarda yalanci hif ve/veya gercek hif varligi, blastokonidyalarin buytiklugi, sekil ve

dizilimleri, klamidospor olusup olusmadig1 incelenir (26, 56).

Misir unu-tween 80 agarda hiflerin uglarindan genis, kalin duvarh, genellikle tekli
terminal klamidosporlar ve yalanci hif boyunca dagilmis yogun kiimeler halinde diizenlenmis

blastokonidyalarin goriilmesi C. albicans olarak yorumlanir (30, 56).

Zarif, uzun yalanci hifler boyunca, bogumlanma noktalarinda tekli veya kii¢iik diizensiz
kiimeler halinde az sayida blastokonidya iiretimi ve nadiren yalanci hiflerin uglarinda ince
duvarh, goz yasi damlasi seklindeki hiicreler C. tropicalis’i tamimlamaktadir. Gergek hif de

gozlenebilir (30, 56).

C. guilliermondii az sayida, kisa yalanci hif ve bunlarin bogumlari ¢evresinde kiiciik

blastokonidya kiimeleri olusturur. Gergek hif tiretmez (30).

C. parapsilosis buikiik veya egri goriiniimdeki kisa yalanci hifler boyunca tekli veya
kiiciik kiimeler halinde dizilmis blastokonidyalar ve nadiren dev hiicreler olarak ismlendirilen

biiyiik hifler iiretir (30).

C. krusei kesisen gapraz kibrit ¢opleri veya agag benzeri bir goriiniime sahip uzamis

blastokonidyalar ve yalanci hifler olusturur (30).

C. glabrata terminal tomurcuklanma ile sadece kiiciik (2-3x3.5-4.5 pm) oval maya
hiicreleri tiretir, yalanci hif olusturmaz, siklikla oval hiicrelerin birkag¢ kiiciik zinciri goriiliir

(30).
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C. kefyr tipik olarak bir derede yiizen kiitiikler goriiniimii veren belirgin sekilde daginik,
capraz giden kiimeler olusturan dikdortgen seklinde uzamis blastokonidyalar ile yalanci hifler

olusturur (30, 56).

Candida tiirlerinin tamsinda metabolik testler olarak karbonhidrat asimilasyon ve
fermentasyon ile iireaz iiretimi reaksiyonlari da kullanilabilmektedir (21). Karbonhidrat
asimilasyon (glukoz, galaktoz, maltoz, siikroz, trehaloz, nisasta, D-ksiloz) testleri mayanin
oksijen varliginda karbonun tek kaynagi olarak 6zel bir karbonhidrattan yararlanma 6zelligini

Olcer (29).

Candida tiirlerinin identifikasyonu icin karbonhidrat asimilasyonu ve/veya enzim
saptama amaciyla ticari olarak testler bulunmaktadir. Bacti-Card Candida (Remel
Laboratories, Lenexa Kan), Murex C. albicans-50 (MurexDiagnostics, Norcross Ga.), ve
Albicans-sure (Clinical Standards Laboratories, Rancho Dominguez, Calif.) p-galaktoz
aminidaz ve L-prolin aminopeptidaz enzimlerini saptamak i¢in tasarlamistir. API 20C AUX
(bioMeriux-Vitek, Hazelwood,Mo.), API Candida (bioMeriux, France), Uni-Yeast-Tek kit
(Remel Laboratories, Lenexa, Kan.) ve Microscan Yeast Identification Panel (Baxter-
MicroScan, West Sacramento, Calif.) gibi testler belirli bir kimyasal profil tiretmek i¢in farkh

substratlari iceren kuyucuklardaki turbiditede artis1 veya renk tiretimini kullanir (64).

Tiir identifikasyonunda kullanilan diger sistemler; ID 32Cstrip system (bioMeriux),
Vitek Yeast Biochemical Card system (bioMerieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.), Vitek 2 ID-
YST card system (bioMerieux Vitek, Inc.), Quantum II (Abbott Laboratories,USA), Biolog
YT MicroPlate system (Biolog, USA) ve RapidID Yeast Plus system gibi otomatize

biyokimyasal sistemleri icermektedir (63, 64).

Karbonhidrat fermentasyon (glukoz, galaktoz, maltoz, siikroz) testleri ise mayanin CO,
ve alkol tiretimini arastirir (29). Endojen karbonhidratlarin hiicre duvarina baglanabilmesi

nedeniyle siklikla yanlis pozitif reaksiyonlar goriilebilmektedir (56).
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Candida tirlerinin identifikasyonunda tireaz testi de kullanilabilmektedir. Hemen tiim

Candida tiirleri, C. lipolytica ve C. krusei’nin bazi suslari harig iireaz negatiftir (29).

Candida tirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu icin CHROMagar Candida
(CHROMagar, Paris, France), Albicans ID2 agar (AID; bioMe Trieux, Marcy 1’Etoile, France),
Candida 1D (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), Candiselect medium (Sanofi Diagnostics,
Marnes-La-Coquette, France), BiIGGY agar (Oxoid, Basingstoke, UK), Fluoroplate Candida
(Merck, Germany), Fongiscreen 4H (Sanofi Diagnostics Pasteur), Murex Candida albicans
(Murex Diagnostics, USA) gibi c¢ok sayida kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Bu
besiyerlerinde tam, tiir spesifik ekzoenzim aktivitesi ile ¢esitli kromojenik substratlarin
pargalanmasi sonucu farkli kromojenik ayrisma triinlerinin ortaya g¢ikmasina bagl olarak

farkli morfoloji ve degisik renkte koloni olusumu temeline dayanmaktadir (29).

Yapilan ¢alismalarda, bu kromojenik besiyerleri i¢cinde 6zellikle CHROMagar Candida
ile Albicans 1ID2 ve Candida 1D agar’in basta C. albicans olmak {izere bazi non-albicans
Candida tiirlerini tanmlayabilen kolay ve degerli besiyerleri olduklar: bildirilmektedir (65, 66,
67, 68).

4.6.1.1. Kan Kiiltiirii

Kandidemide tani koydurucu temel yontem Kkiiltir ile Candida’nin izolasyonu ve
tirtiniin belirlenmesidir (19). Kan kiilttirti pozitifliginin yakalanabilmesi icin yeterli miktarda
kanin besiyerine ekilmis olmasi 6nemlidir. Eger kan hacmi yeterli ise, genellikle 2 veya 3 kan
kuiltiirti optimum kan kiiltiir duyarliligini saglamak icin yeterlidir (69). Eger fungemi siiresince
kanda az sayida organizma mevcut ise, kiiltiir siklig1 ve alinan toplam kan hacmi kan kiiltiir

tekniginden daha fazla olarak fungemi saptanmasi olasiligini etkilemektedir (28).
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Kan kiiltiirii igin kullanilan baglica kan kiiltiir sistemleri 3 grupta toplanmaktadir:

4.6.1.1.1. Klasik Sistemler- Bu sistemler i¢in laboratuvarda hazirlanmis ya da ticari
olarak satilan agzi kapali, igerisinde triptikez soya buyyonu, beyin kalp infiizyon buyyonu
veya Columbia buyyonu gibi besiyerleri iceren siseler kullanilir. Bazi siseler hem sivi hem de

kat1 kisimlari icerir (bifazik).

4.6.1.1.2. Lizis Santrifiigasyon Sistemi- Isolator (Wampole Laboratories) sistem ozellikle

yavas-lireyen organizmalarm tanisi igin gelistirilmis otomatize olmayan lizis temelli ticari bir
kan kiiltiir sistemidir (70). Bu sistemde Isolator tiiplerine alinan kanin, konak hiicrelerini
pargalayan ve funguslarin canliligina zararli olabilen bazi antimikrobiyal ajanlar1 inaktive
eden karisimda lize olmasi saglandiktan sonra santrifiijlenerek olusan ¢okelti kati bir
besiyerine inokiile edilmektedir. Isolator sistemin avantaji; fagositlerden mikroorganizmalarin

serbest kalmasini saglayan lizis islemi ile canli mikroorganizma sayisini arttirmasidir (64).

Bile ve ark. (71) mayalarin klasik sistemlerle ortalama 4.90 giinde, Isolator sistemle ise
2.12 giinde saptandigini gostermislerdir. Ayrica ¢alismacilar Isolator sistemin kullanilmast ile
kan kiiltiirlerinden mantarlarin saptanmasinda %36.6’nin iizerinde bir artis oldugunu da
bildirmislerdir. Ancak bu sistemin kullaniminda klasik sistemlere gore kontaminasyon
oranlarinda 2 ile 8 kat artis izlenmesi 6nemli bir sorun olarak gériilmektedir. Bu sistem 6rnek
islemlenmesinin pahali ve zor olmasi, 6rneklerin ve inokiile edilmis plaklarin manipulasyonu
nedeniyle biraz daha yiiksek oranda kontaminasyona neden olmasi ve laboratuvar personeli
icin risk olusturmast gibi dezavantajlara sahiptir Atesli, n&tropenik hastalarm
degerlendirilmesinde, Isolator tiiplerin rutin kullanim kontaminasyon ve yanhs pozitif

sonuglari nedeniyle dnerilmemektedir (64, 70, 71, 72).

4.6.1.1.3. Otomatize Siirekli Izlemeli Sistemler- Bu sistemler bilgisayar destegi ile hazir

kiiltiir sigeleri icerisinde farkli tireme indikatorlerinde meydana gelen degisimlerin izlenmesi

esasina dayanir. Genel olarak sistemlerin icerisinde baz besiyeri (beyin kalp infiizyon
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buyyonu, Columbia buyyonu, triptikez soya buyyonu...vb.), antikoagiilan olarak
antilizozomal ve antikompleman aktiveli sodyum polianethol sulfonat (SPS), tercihe gore
antimikrobiyallerin inaktivasyonu ig¢in iyon degistirici regine ya da polimerik absorbanlar
bulunmaktadir. Ureme kontrollii otomatik sistemlerde duyarlilik, manuel yontemlere gore
daha yiiksek olup, is yiikiinii de hafifletmektedir. Ad1 gegen sistemlerin sise kapasitesi, ireme
indikatorleri ve veri tabanlari agisindan degisik tipleri gelistirilmis ve degisik modelleri
tilkemizde yaygin kullamim alami bulmustur. BACTEC (Becton Dickinson Microbiology
Systems) ve BacT/Alert (Organon Teknika) sistemleri mikroorganizmalarin metabolizmasi
sonucu besiyeri icinde agiga ¢ikan CO,’in spektrofotometrik ve kolorimetrik olarak ol¢iimii
prensibine dayanir (70, 73). BACTEC sistemleri ¢ok sayida besiyeri formulasyonuna sahip
olup; bunlardan “Myco/F-Lytic” mantar ve mikobakterilerin saptanmasi icin Ozel

tasarlanmistir, fakat bakteriyal patojenlerin tiremesini de desteklemektedir (73).

Otomatize iki kan Kkiiltiir sisteminin simiille ornekler kullanilarak karsilastirildigi bir
calisgmada, her iki sistemde aerop, anacrop ve mikolojik besiyerleri degerlendirilmis;
BACTEC sistemi icin Plus Aerop/F, Plus Anaerop/F, ve Myco/F litik siseleri ve BacT/Alert
sistemi igin MB siseleri kullanilmistir. Her iki sistem aerop kan kiiltiir besiyeri kullanildigi
zaman tiim Candida tiirlerinin tiremesi i¢in karsilastirilabilir sonuglar vermistir. BACTEC ve
BacT/Alert sistemleri Candida izolatlarinin %90 ve %100°nii saptamistir. Ayrica her iki
sistemle de 6zel mikoloji besiyeri kullanilarak 50 Candida izolatinin tiimii belirlenebilmistir.
Bununla birlikte, aerop Kkiiltir ortaminda bircok antifungale duyarlilii azalmis C.
glabrata’min liremesinin saptanmasi igin ortalama siirenin BacT/Alert sisteminde BACTEC’e

gore belirgin olarak daha kisa oldugu izlenmistir (74).

Kolorimetrik veya floresan izlem yerine siirekli manometrik izlem kullanan bir
otomatize kan kiiltiir sistemi olan “Difco Extra Sensing Power” (ESP) kan kiiltiir sistemi (Trek
Diagnostic Systems) her 12-dakikada sise icindeki gaz basicimin Olctimii  esasina
dayanmaktadir. BacT/Alert ve BACTEC 9240/9120 sistemlerinden farkli olarak; CO, iiretimi
manometrik olarak belirlenir ve hem gaz tiiketimi hem de iiretimi saptanir (70). Bu

mikroorganizmalarin metabolik faliyetleri ile tirettigi ya da tiikettigi gazlarin (O, , Ha, N ve
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CO,) olusturdugu basing degisiklikleri kan kiiltiir siselerine baglanan duyarlt bir dedektor ile
izlenir (69, 73). Burada okuma H; ve O, tiiketimi fazi siiresince olur, O, tiiketimi replike olan
mikroorganizmalar {iremenin log fazina girince hizlanmaktadir. Bu nedenle bu okuma
saptanabilir miktarda CO, iiretilmeden Once inkiibasyon periyodunun erken ddéneminde
miimkiindiir. Okumalarin sadece CO, iiretimine bagh olmaksizin genellikle 1-8 saat dnce
gerceklesmesi bu sisteme farkli bir avantaj saglamaktadir (70). Vital kan kiiltiir sisteminde
(bioMeriux) ise CO, konsantrasyonu, pH degisiklikleri ve oksidasyon-rediiksiyon
modifikasyonu varh@inda floresan verimini azaltan floresan bir molekiil, buyyon solusyonu

icindedir ve Kkiiltiirde var olan mikroorganizmalari saptayan bir indikatdr olarak gérev yapar

(69).

Sistemik kandidozu tanimlamak igin siklikla iki veya daha fazla kan kiiltiirii
kullanilmasia ragmen, standart kan kiiltiir metotlar1 tan1 i¢in iki ile ti¢ glin hatta daha uzun bir
siire gerektirmektedir. Ustelik tanida altin standart olan fungal kan kiiltiirii i¢ organlarda
Candida’nin genis ¢apta yayilimima ragmen negatif kalabilmektedir (12). Kan kiiltiirleri, derin
yerlesimli kandidozun otopsi ile ispatlanmis vakalarinmn %350°sine yakininda negatif veya

sadece ge¢ pozitif olabilmektedir (64).

4.6.2. Serolojik Tan

Sistemik Candida infeksiyonlarinda tam amaciyla Candida tiirlerine 6zgii antikor,

antijen veya metabolitlerin saptanmasi temelinde ¢esitli serolojik testler gelistirilmistir.

4.6.2.1. Antikor Saptanan Testler:

Sistemik kandidoz tanisi i¢in antikor saptanmasi tanimlayici degerinin diisiik olmasi ve
de saptanamayan antikor seviyelerine sahip immiin yetmezlikli hastalarda yanlis negatif
sonuglar ve yiizeyel kolonizasyonlu hastalarda yanlis pozitif sonuglar nedeniyle sinirlidir (64,

75). Insan serumunda anti-Candida antikorlarini saptayan ¢ok sayida yontem tanimlamistir
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(64, 75). Bu yontemler C. albicans’in kaba ekstratlarina karsi presipitinlerin saptanmasindan
radyo immun assay (RIA) ve enzim immun assay (EIA) ile 6zgiin antijenlere kars1 antikorlarin

kantitasyonuna kadar degismektedir (28, 75).

Sistemik Candida infeksiyonlarmin tanisinda mannan, 46, 47 kDa’luk sitoplazmik
protein antijenleri, enolaz, C. albicans blastokonidya ve ¢imlenme borusu, salgisal aspartik

proteinaz (Sap) gibi cesitli Candida antijenlerine karsi olusmus antikorlar arastirilmistir.

47 kDa-29 kDa antijenlerin kullanildig1 bir ¢alismada EIA yontemi kullanilarak invaziv
kandidozlu olgular ile saghkl bireylerin ayirt edilebildigi ve yontemin duyarliliginin %81.5
ve ozgulliigiiniin %97 oldugu bildirilmistir (76). Blastokonidyalara kars1 IgM tipi antikorlarin
arastirtldigi bir diger ¢alismada yontemin %100 duyarlilik ve 6zgiilliik ile sistemik kandidoz
tanisi agisindan anlamli oldugu belirtilmistir (77). C. albicans ¢imlenme borusuna karsi olusan
antikorlarin arastirildigi bir arastirmada ise sistemik kandiozlu olgularda bu antikorlarin kan
kiiltiirlerinden daha once saptandigi ve duyarlihgin %87.5, 6zgiilligiin ise %95.2 oldugu

belirtilmistir. (78).

C. albicans’n hiicre duvar mannant (HDM), diger Candida tiirlerinin HDM’1 ile
antijenik determinantlar paylagsmaktadir. Anti-HDM diizeylerinin serumda RIA ve EIA ile
incelenmesinde, bir simir (“cut-off”) degeri olusturuldugunda, gbzlenen en iyi duyarhhk
vaklasik %65 olmustur. Ancak hastalarin 6nemli bir kisminda bu test, doku biyopsi tanisi

yapilmasi sonrasina kadar pozitif bulunamamaktadir (28).

Na ve Song (79), doku invazyonu siiresince agiga ¢iktig1 varsayilan bir virulans faktorii
olan salgisal aspartil proteinaza karsi antikorlarin saptanmasi i¢in bir ELISA testi
tamimlamuslardir. Invaziv kandidozlu 33 hastanin retrospektif degerlendirmesinde bu test i¢in
duyarhilik ve ozgiilliik %70 ve %76 olarak belirlenmis ve invaziv kandidoz tanisi i¢cin Sap

antijen saptama testlerinden daha az cazip oldugu sonucuna varilmistir (79) .
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Immiinyetmezlikli hastalarda antikor iiretiminin olmadig1 veya degisken oldugu gercegi
sistemik kandidoz tanisinda antikor saptama testlerinin bu hasta populasyonunda daha az
yararli oldugunu ortaya ¢ikartmaktadir. Sonug olarak, antikor testlerinin invaziv kandidoz i¢in
riskli immiinyetmezlikli hastalarda kullanilmasinin uygun olmadigi sdylenebilir (28). Bununla
birlikte, bu grup hasta i¢in antijen saptanmasi invaziv kandidoz tanis1 i¢in potansiyel olarak
daha basarili bir stratejidir (64).

4.6.2.2. Antijen Saptanan Testler:

1976’dan beri, ¢ok sayida arastirmacinin infekte hasta serumlarinda C. albicans
antijenlerinin saptanmasi i¢in testler gelistirdikleri ¢alismalar rapor edilmistir (28). Antijen
saptayan testler ii¢ tiptir: birincisi HDM antijenlerini saptar, ikincisi HDM disi Candida

antijenlerini belirler. Ugiinciisii ise tanimlanmamis bir antijeni saptamak icin diistiniiliir (28).

Mannan, C. albicans’n temel hiicre duvar mannoproteini olup, tanimlayici bir
antijendir. Dolasimdaki mannanm saptamak i¢in RIA, ELISA, lateks agliitinasyon (LA) gibi
testler kullanilmaktadir. Invaziv kandidozlu hastalarda serumda HDM antijeninin
saptanmasini 6nleyen anti-HDM ve diger HDM-baglayan proteinler bulunmaktadir. Bu
nedenle HDM, serum incelenmeden ©nce bu baglayici proteinlerin parcalanmasi ile
saptanabilmektedir. Bu antijen 1s1ya dayanikli, kaynatmaya, proteinaz ile islemlenmeye ve asit
pH’a direnglidir Bu nedenle antijen-antikor kompleksleri enzimatik islemleme veya EDTA
varliginda kaynatma ile ayrilabilir. Ayrica HDM dolasimdan hizlica temizlenir, bu da diisiik
serum konsantrasyonlari ile sonuglanir ve optimal saptama ic¢in ¢oklu serum Grneklemesi
gerektirir. Mannanemi Ornekleme sikliga, altta yatan hastalifa, immiin yetmezligin
derecesine, ilgili Candida tiirlerine, sistemik kandidozun tamimlanmasina, baglayici
antikorlarin titresine, 6zgiilliigiine ve kullanilan test yontemine gore sistemik kandidozlu

hastalarin yaklasik %31 ile %90’ 1nda goriilmektedir (28, 64).

Altta yatan ¢esitli hastaligi olan hasta grubunda invaziv kandidoz tanisi igin mannan
antijenin tanidaki degeri incelenmis, tanimlayici duyarhiligin %19 ile %91 ve 6zgiilliigiin %89
ile %95 arasinda oldugu bildirilmistir (28). Diisiik duyarlilik LA testinin yiiksek saptama

sinirindan ~ veya mannan antijeninin  dolasimda  gegici olmasi  &zelliklerinden
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kaynaklanabilmektedir. En iyi duyarliliklarin seri halindeki drneklerin haftalik elde edildigi

hasta gruplarinda goriilebildigi bildirilmistir (75).

HDM disindaki antijenleri saptamak icin gelistirilen testlerin duyarlihigt %55 ile %100
arasinda degismektedir (28).

(1> 3)-p-D-Glukan’in Zygomycetes hari¢ tiim funguslarin karakteristik bir hiicre duvar
bileseni olmasi nedeniyle glukanin kan ve diger steril viicut sivilarinda saptanabilmesi
sistemik fungal infeksiyon i¢in iyi bir belirleyici olmaktadir (75). Saeki ve ark. (80)'nin bir
calismasinda Candida tiirleri agisindan kan kiiltiirleri pozitif olan hastalarin serumlarinda
“Glucatell test” ile B-D-Glukan %93°iin iizerinde duyarhilik ve o6zgiillilk ile saptanmistir.
Odabasi ve ark. (81)’nin bir ¢aligmasinda ise bu test ile kemoterapi alan 100 16semi hastasinin
serumunda kandidozu da i¢ine alan invaziv fungal infeksiyonlarin degerlendirilmesi i¢in B-D-
Glukan arastirilmis ve dolasgimdaki seviyeleri invaziv fungal infeksiyon ile korele
bulunmugstur (80, 81). p-D-Glukan tesleri infeksiyona neden olan fungusu 6zgiin olarak
tanimlayamamasina ragmen, sonuglarin kisa siirede elde edilebilmesi, bu testleri invaziv

fungal infeksiyon icin tarama testi olarak cazip hale getirmektedir.

Sistemik Candida infeksiyonlarinda antijen olarak salgisal aspartik proteinaz (Sap)
aranabilmektedir. Sap’in C. albicans ve diger baz1 Candida tiirleri tarafindan aktif doku
invazyonu siiresince dretildigi ve invaziv hastalik ile korele oldugu bildirilmistir (64). Na ve
Song (79) serumda Sap antijeninin etkinligini saptamak i¢in bir inhibisyon EIA ve bir de
antijen “capture” EIA olmak tizere 2 farkl testi karsilastirmistir. Bu testlerin duyarhhk ve
ozgiilliikleri antijen “capture” icin %94 ile %92 ve inhibisyon EIA i¢in ise %94 ile %96 olarak
bulunmugstur. Bu veriler inhibisyon EIA’nin, invaziv C. albicans infeksiyonlarinin tanisi i¢in

kullanilabilecegini gostermistir.

4.6.2.3. Kombine Testler:
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Invaziv kandidoz tamisi icin alternatif bir yaklasim da antijen ve antikor saptama
testlerinin birlikte kullanilmasidir. Sendid ve ark (82) nin bir ¢alismasinda mikolojik ve klinik
olarak kandidoz oldugu ispatlanmis 43 hastadan alinan 162 serum Orneginin retrospektif
degerlendirmesinde, 2 ticari EIA testi kullanilmistir: biri C. albicans HDM'a kars1 antikorlari
(Platelia Candida antikor test, Bio-Rad Laboratories, France), digeri ise mannan serum
antijenini (Platelia Candida antijen test, Bio-Rad) saptamaktadir. Bu hastalarm %40’ mm
serumlarinda mannan, %53’iinde ise antikor saptanabilmistir. Calismada yalnizca antikor testi
icin duyarlilik ve ozgiilluk goreceli olarak %53 ve %94 olarak rapor edilmistir. Oysa bu
antikor ve antijen testleri birlikte ¢alisildigt zaman, bu degerlerin %80 ve %93 arasinda
degistigi ve her iki testin kombine kullaniminin invaziv kandidoz tanisi i¢in yalmzca birinin

kullanimindan ¢ok daha yararh oldugu bildirilmistir (82).

Bir diger calismada ise Yera ve ark. (83) pozitif kan kiiltiir zamanlan ile iligkili olarak
invaziv kandidoz tanisi ig¢in bu iki testi incelemis, en azindan bir pozitif kan kiiltiirii olan
hastalarda, bir veya her iki serolojik testin en az 2 giin i¢inde hastalarin %73’tinde pozitif ve
baz1 hastalarda kan Kkiilttirleri pozitif olmadan 15 giin 6ncesine kadar pozitif oldugunu
bildirmistir. Sistemik kandidoz icin riskli hastalarin degerlendirilmesinde her iki serolojik
testin es zamanh c¢alisilmasinin, kan kiiltiir sonuglarindan 6nce erken tani sagladigi sonucuna

varilmistir (83).

4.6.2.4. Metabolit Saptayan Testler:

Invaziv kandidoz, serumda veya idrarda Candida tiirleri (C. krusei ve muhtemelen C.
glabrata hari¢) tarafindan dretilen bir metabolit olan D-arabinitol’ii saptayarak da
tanimlanabilmektedir. Bununla birlikte insan, arabinitolin bir veya her iki formunu
iiretebilmektedir. Bunun yaninda, Candida ve kolonize olan diger mikroorganizmalar ve
konagin beslenme sekli de arabinitolim serum ve idrardaki seviyelerine katkida
bulunmaktadir. Arabinitol, kreatinin gibi yaklasik olarak aym etkinlikte bobrekler vasitasiyla

temizlenir ve bu nedenle renal kayiplarn olan hastalar daha yiiksek arabinitol seviyelerine
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sahip olmaktadir. Bu agidan arabinitoliin kreatinine orani, arabinitol konsantrasyonlarmin

gozlenmesi ve yorumlanmasinda kullanilmaktadir (64).

Walsh ve ark. (84) kanserli hastalardan alinan serum orneklerini enzimatik-kolorimetrik
yontem ile inceledikleri g¢alismada, kandidemili hastalar arasinda ortalama serum D-
arabinitol/kreatinin oranmin saglikli kan dondrlerinden 11 kat fazla oldugu ve bu oranlarin

kandidemili 34 hastanin %85’ inde sagaltim yanitlari ile de korele oldugu bildirilmektedir (84).

4.6.3. Deri Testleri

Candida infeksiyonlarinda deri testi; Candida ekstrelerinin (6rnegin, kandidin) deri-ici
injeksiyonu ile gergeklestirilir. Normal saghkli kisilerin %94°iinde, 48 saat sonra 10 mm
capinda bir endiirasyon ortaya cikar. Bu tip reaksiyonlar gecirilmis ya da subklinik
infeksiyonlar1 gosterir. Candida antijenleri ile deri testleri normal yetiskinlerde hep ayni
sekilde pozitif olup, bu testler Candida infeksiyonuna tan1 koymaktan ¢ok, hiicresel immiinite
yetenegini belirlemek i¢in ve geg tip asir duyarhhgin Slgiilmesinde kullanilir. Deri testinde;
Candida antijenlerine yanit vermeyen kisinin yetersiz immiiniteye sahip oldugu varsayilir (58,

85).

4.6.4. Molekiiler Yontemler

Sistemik Candida infeksiyonlarmin tanisinda kullanilabilen kiiltiir dis1 yontemler
arasinda polimeraz zincir tepkimesi (PZT), kiiltiir-temelli yontemlerden daha duyarh olma,
cok sayida fungal cinsi kapsama ve ¢esitli 6rnek tiplerine uygulanabilir olma gibi avantajlara
sahiptir (6, 16). Kandan Candida DNA’simin arastirilmasi icin gerceklestirilen PZT
uygulamalarinda ITS 1-2, 18S, 5.8S, 5S rDNA, lanosterol-14-a-demetilaz (L1A1),
mitokondriyal DNA, aktin, kitin sentaz, salgisal aspartik proteinaz, 1s1 sok protein 90 genleri

gibi bir ¢ok bolgeye 6zgii onciiller kullanilmistir.
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Son yillarda gelistirilen “real time” PZT yontemi ile molekiiler tanida duyarlilik daha
iyilestirilmeye c¢alisilmis, kontaminasyon riski minimale indirilmis ve kantitasyon olanagi

saglanmistir.

4.7. Candida infeksiyonlarinda Sagaltim

Mukoza ve deri kandidozlarinda genellikle topikal nistatin, kristal viole, ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol veya mikonazol gibi bir azol tiirevi uygulanir (25, 26, 57, 58). Yiizeyel
kandidozlarin sagaltiminda ayrica 6nemli olan; nem, antibiyotik, diabetes mellitus gibi zemin

hazirlayici faktorlerin ortadan kaldirilmasi veya kontrol edilmesidir (25, 26).

Kronik mukokutan6z kandidoz ketokonazol ve diger azollere iyi yanit vermekte olup,

hastalar genetik bir defekte sahip oldugundan siklikla yasam boyu tedavi gerekir (25, 58).

Sistemik kandidoz sagaltimi; organ iligkisi ve hastanin immiin durumuna gore
degismektedir. Sistemik kandidoz amfoterisin B ile, bazen oral flusitozin, flukonazol veya
kaspofungin birlesimi ile tedavi edilir (25). Sistemik kandidozlu immiinyetmezlikli hastalarda,
klasik amfoterisin B nin etkili olmadig1 veya yan etkilerinin tolere edilemeyecegi durumlarda

amfoterisin B lipid veya lipozomal formlar1 denenebilmektedir (26, 57).

Antifungal tedavinin onemli bir zorlugu diren¢ gelisimidir. Nyugen (86) gelisen
flukonazol direncinin 6nemli &lgiide flukonazol kullanimi ile iligkili oldugunu gdstermistir.
Ayni g¢alismada amfoterisin B sagaltiminin siiresi ile bu ajana karsi duyarliligin azalmasi
arasinda da bir iliski gosterilmistir. Flukonazol kullaniminin bir diger sonucu ise C. albicans
dis1 Candida tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlardaki artistir. Bu tiirler antifungal ajanlara
farkl1 duyarliliklar gosterirler. C. glabrata ve C. krusei flukonazole az duyarli veya direnglidir.
C. lusitaniae genellikle amfoterisin B’ye daha az duyarli, fakat azollere duyarhidir. Bu

nedenle, antifungal ajanlarin se¢iminde klinik tani ile birlikte etken Candida tiiriiniin ve ilacm
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farmokinetik ozelliklerinin de buiyiik onemi vardir. Candida tiirleri ig¢in verilecek sagaltim;

flukonazol ve amfoterisin B arasinda se¢im gerektirmektedir (31, 32, 86).

Mevcut bilgiler temelinde flukonazoliin kandidemi, peritonit ve {iriner sistem
infeksiyonu icin secilecek ilk ilag oldugu; amfoterisin B’nin flukonazol direngli Candida
varhiginda veya flukonazoliin bulunmadigi vakalarda, amfoterisin B - flusitozin
kombinasyonunun ise septik sok, endokarditler ve diger endovaskiiler infeksiyonlar, ciddi

endoftalmiler veya menenjit olgularinda kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir (32).
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5. GEREC ve YONTEMLER

5.1. Suslar

Candida tiirlerini belirlemede kullanilan PZT yonteminin saptama smirlarimi belirlemek
amaciyla simiile 6rnekler hazirlandi. Bu hazirlik i¢in C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis
ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C. krusei ATCC 6258, Escherichia coli ATCC
35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923 gibi kontrol suglari ile bir Aspergillus fumigatus
klinik izolat1 ve kan kiiltiir 6rneklerinden soyutlanmis C. kefyr, C. glabrata, C. lusitaniae, C.
guilliermondii, Rhodotorula sp. olmak lizere maya ve bakteri suslar1 kullanildi. Bu izolatlar
kat1 besiyerlerinde iiretilmis olup; maya suslar1 igin %50, bakteri suslar1 igin %10 gliserol
iceren beyin kalp infiizyon buyyonunda (BHI) -80°C’de stoklandi. Bu suslarla simiile 6rnekler
hazirlamak igin; saglikli goniillillerden EDTA’I tiiplere alinan kan &rnekleri ve 5 giinliik
inkiibasyon sonunda kan kiiltiiriinde iireme saptanmayan BACTEC 9240 (plus+ aerobic/F ™,
Becton Dickinson, Almanya) kan kiiltiirii siseleri kullanildi. Hazirlanan simiile kan Srnekleri,
1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipleri i¢inde daha 6nce bir ¢calismada en uygun 1s1 olarak belirlenen

-80°C’de dondurularak sakland1 (87).

5.2. Klinik Ornekler

BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif iireme sinyali veren, Gram boyamada maya
goriilen ve kat1 besiyerlerinde Candida tiirleri tireyen hasta kan 6rnekleri ¢alismaya alindi.
Rutin tamimlama y6ntemleri uygulanan bu kan kiiltiirleri PZT yontemi ile de incelendi Ayrica
BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif tireme sinyali veren ve kat1 besiyerlerine yapilan
pasajlarinda S. aureus ve E. coli iireyen 2 hastanin kan 6rnegi de aym PZT yontemi ile
calisildi. Calismaya alman bu 6rneklerden 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine ikiser aktarim

yapildi ve dondurularak -80°C’de saklandi.

5.3. Rutin Tanimlama Yontemleri
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BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif iireme sinyali veren, Gram boyamada maya
goriiliip, kanl ve ¢ukulata agar plaklarina yapilan pasajlarinda maya iireyen kan kiiltiirleri
mikoloji laboratuvarinda rutin maya tanimlama prosediirleri ile islemlendi. Bu plaklarda
iireyen maya kolonileri saf kiiltiir halinde degil ise, se¢ilen bir maya kolonisinden SDA’a
pasaj yapilarak, saf kiiltiir elde edildi. Bu suslar sirasiyla ¢imlenme borusu testi, misir unu
tween 80 agardaki morfolojileri, CHROMagar Candida (CHROMagar, Fransa) besiyerindeki

goriiniimleri ve API 20 C AUX (Biomérieux, Fransa) identifikasyon sistemi ile tamimland.

5.4. PZT Yonteminin Optimizasyonu

PZT yontemi once DNA eldesinde sorun yasanmayacagi diisiiniilerek SDA’da iremis ve
%0.9°1luk NaCl’de siispanse edilmis C. albicans ATCC 90028 susuna, daha sonra da tiim

simiile ve klinik 6rneklere uygulandi.

5.4.1. Candida Kolonilerinden DNA Eldesi

C. albicans ATCC 90028 susunun stogu agilarak, SDA’a pasajlandi ve 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Ureyen maya kolonileri ile steril %0.9’luk NaCl soliisyonunda hazirlanan
yogun maya siispansiyonuna DNA eldesi ve PZT yontemi uygulandi.

5.4.2. PZT Yontemi ile Pozitiflik Saptama Svmrlarimn Belirlenmesi

5.4.2.1. Saghkli Goéniillillerden Alinan Kanlardan Hazirlanan Simiile Orneklerde PZT

Yontemi ile Pozitiflik Saptama Sinirinin Belirlenmesi:

C. albicans ATCC 90028 susunun stogu acilarak, SDA’a pasajlandi ve 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Ureyen maya kolonileri ile steril %0.9’luk NaCl soliisyonunda McFarland
standart 10 (10° KOU/ml maya) olacak sekilde siispansiyonlar hazirlandi (88). Saglikl
goniilliilerden EDTA’ tiiplere alian kan 6rnekleri ile bu stispansiyonun 10 katl diliisyonlart
yapildi. Koloni saymm teknigi ile her diltisyondan 10ul kan 6rnegi, SDA plaklarma ekilerek,

37°C'lik etiivde 48 saat inkiibe edildi ve her diliisyon icin koloni sayilari belirlenerek,
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dogrulandi. 107 - 10°- 10°- 10*- 10° - 10* ve 10" KOU/mI maya iceren bu simiile érneklerden
ard arda 2 kez DNA eldesi yapildi ve PZT uygulandi.
5.4.2.2. Ureme Saptanmayan BACTEC 9240 Kan Kiiltiirlerinde Hazirlanan Simiile

Orneklerde PZT Yontemi ile Pozitiflik Saptama Sinirinin Belirlenmesi:

C. albicans ATCC 90028 susu SDA’a pasajlandi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Ureyen maya kolonileri ile steril %0.9’luk NaCl soliisyonunda McFarland standart 10 (10®
KOU/mI maya) olacak sekilde siispansiyon hazirland1 (88). Bes giinliik inkiibasyon sonunda
kan kiiltiirtinde tireme saptanmayan BACTEC 9240 kan Kkilltiir siselerinin igerigi ile bu
siispansiyonun 10 katli diliisyonlar1 yapildi. Koloni sayim teknigi ile her diliisyondan 10ul kan
ornegi, SDA plaklarina ekilerek, 37°C'lik etiivde 48 saat inkiibe edildi ve her diliisyon icin
koloni sayilari belirlenerek, dogrulandi. 107 - 10°- 10° - 10*- 10’ - 10? ve 10' KOU/ml maya
iceren bu simiile 6rneklerden ard arda 2 kez DNA eldesi yapildi ve PZT uygulandi.

5.4.3. PZT Yonteminin Farkly Mikroorganizmalarla Hazirlanan Simiile Kan Ornekleri ile

Denenmesi

Maya ve kiif suslar1 yukarida tanimlandigi gibi SDA’da, 37°C ve 30°C’de; bakteri
suslart ise kanli agarda, 35°C’de 48 saat inktibe edildi ve iireyen kolonilerden %0.9°luk NaCl
soltisyonunda stispansiyonlar hazirlandi. Bu siispansiyonlarin saglikli géniilliilerden EDTA’
tiiplere alinan kan &rnekleri ve iireme saptanmayan BACTEC 9240 kan Kkiiltiirlerinde C.
albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C. krusei
ATCC 6258, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923 gibi kontrol suslari ile A.
fumigatus, C. kefyr, C. guilliermondii ve Rhodotorula sp. igin 10® KOU/ml ve C. glabrata ile
C. lusitaniae izolatlar icin ise 10° ve 10° KOU/ml olacak sekilde diliisyonlart yapildi. Koloni
sayim teknigi ile bu diliisyonlardan 10ul kan 6rnegi, SDA veya kanli agar plaklarma ekilerek,
37°C, 30°C veya 35°C'lik etiivde 48 saat inkiibe edildi ve koloni sayilar belirlendi. Farkli
mikroorganizmalarla hazirlanan bu simiile 6rneklerden ekstraksiyon yontemi ile DNA eldesi

ve PZT yapildu.

5.4.4. DNA Eldesi
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SDA’da tiretilmis ve %0.9’luk NaCl’de siispanse edilmis C. albicans ATCC 90028 ile
tiim simiile kan orneklerinden DNA eldesi; Loeffler J. ve ark. (88) ile van Burik JA. ve
ark.’nin (16) tanimladig1 bir yontem ile birlikte Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel,

Almanya) prosediirii uygulanarak gerceklestirildi.

5.4.4.1. DNA Ekstraksiyon Yontemi:

5.4.4.1.1. Kullanilan Cozeltiler:

Eritrosit lizis tamponu; 10 mM Trizma “base” (Sigma T 6066) (pH: 7.6), 5 mM
magnezyum kloriir (Sigma M 1028), 10 mM sodyum kloriir (Applichem A 2942,0500) ile

hazirlandi ve +4°C’de sakland:.

Lokosit lizis tamponu; 10 mM Trizma “base” (pH: 7.6) (Sigma T 6066) , 10 mM
EDTA (pH: 8.0) (Applichem A 5097,0250), 50 mM sodyum kloriir (Applichem A 2942,0500)
9%0.2’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) (Applichem A 2263,0100) ve 200 pg/ml proteinaz
K’dan (Applichem A 3830,0025) olusmaktadir. 10 mM Tris (pH:7.6), 10 mM EDTA (pH:
8.0), 50 mM sodyum kloriir ve %0.2’lik SDS ile tampon hazirland1 ve +4°C’de sakland:.
Uygulama sirasinda her ornek i¢in &nceden hazirlanmis Iml tampon ve hemen ardindan
konsantrasyonu 200 pg/ml proteinaz K olacak sekilde 4000ug/ml’lik proteinaz K’dan 50ul
kullanildi.

Hiicre duvan lizis tamponu; 100 ul'sinde 2U litikaz (Sigma L 2524) bulunan lizis
tampon 50 mM Tris (pH: 7.6) (Sigma T 6066), 1 mM EDTA (Applichem A 5097,0250),
%0.2°1ik B-merkaptoetanol’den (Applichem A1108,0100) olusmaktadir. 50 mM Tris (pH:
7.6), 1 mM EDTA, %0.2’lik B-merkaptoetanol ile tampon hazirland1 ve +4°C’de saklandi.
Uygulama sirasinda her o6rnek icin onceden hazirlamis 500 pl tampon ve hemen ardindan

5U/ul’lik litikazdan 2 pl kullanildi.
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5.4.4.1.2. Yontem:

Ugyiiz mikrolitre kan &rnegi 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 300 pul kan
ornegine, 900 ul eritrosit lizis tamponu eklendi. Yatay calkalayicida oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 8,000xg’de 10 dakika santriftijlendi ve siipernatan atildi. Cokelti
tizerine tekrar 900 pl eritrosit lizis tamponu eklenip, ayni islem tekrarlandi. Elde edilen ¢okelti
tizerine 1 ml 16kosit lizis tamponu ve hemen ardindan 50 pl 4000 pg/ml’lik proteinaz K
eklendi ve cokelti iyice ezildi. Ornek 65°C’de 45 dakika kuru 1s1 blogunda inkiibe edildi,
8,000xg’de 15 dakika santrifiijlendi ve siipernatan atildi. Maya hiicre duvari ¢okelti tizerine
500 ul lizis tamponu ve 2 pl 5U/ul’lik litikaz eklenerek pargalandi. Ornek 37°C’de 45 dakika
inkiibe edildi, 8,000xg’de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatan atildi. Bu asamadan sonra;
MN Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Almanya)’in doku &rnekleri icin Onerdigi
standart prosediir dogrultusundaki uygulama basamaklar1 ile devam edildi. Bu amagla kit
prosediirii 6n-lizis basamagi ile baslatildi; 180ul tampon T1 ve 25ul proteinaz K solusyonu
kalan cokelti iizerine eklendi, vortekslendi ve ornekler, 56°C'de su banyosunda (“shaking”
inkiibator) 1 saat inkiibe edildi. Vortekslenen orneklere 200ul tampon B3 eklendi, tekrar
vortekslendi ve 70°C'de 10 dk. inkiibe edilerek lizis islemi tamamlandi. Ornege 210ul etanol
(%96-100) eklendi ve vortekslendi. Ornek 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis olan
NucleoSpin Tissue kolona dolduruldu ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiijlendi. Sivinin
toplandig toplama tiipii atildi ve kolon yeni bir toplama tiipii icine yerlestirildi. Bu islem ile
DNA’nin silika membrana baglanmasi saglandi. 500ul tampon BW eklendi ve 11,000xg'de 1
dakika santriftijlendi. Sivinin toplandig1 toplama tiipii atildi ve kolon yeni bir toplama tiipii
icine yerlestirildi. Kolona 600ul tampon B5 eklendi, 11,000xg'de 1 dakika santrifiijlendi ve
yine sivinin toplandigt toplama tiipti atildi, bdylece silika membranini yikama islemi
gerceklestirildi ve kolon yeni bir toplama tiipii i¢ine yerlestirildi. Silika membran1 kurutmak
icin 11,000xg'de 1 dakika santrifiij uygulandi. Kolon 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi. Yiksek iiriin ve konsantrasyonda DNA eldesi i¢in silika membran iizerine
onceden 1sitilmig (70°C) 50ul eliisyon tampon BE eklendi, oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildi
ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiijlendi; aym islem tekrarlandi. Boylece DNA eldesi 100ul

hacimde tamamlandu.
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5.4.5. PZT Uygulamasi

Elde edilen DNA’lar Holmes AR. ve ark. (89) tarafindan onerilen ve 5S rDNA

bolgesinden segilmis sentetik oligoniikleotit &nciillerin kullanildig1r PZT yontemi ile ¢ogaltildi.

5.4.5.1. PZT icin Kullanilan Malzemeler:

Tamponlar:

0.5 M Na,EDTA (pH: 8.0); 186.1 gr disodyum etilen diamin tetra asetat-2 H>O, 800 ml

suda eritildi. NaOH pelletleri kullanilarak pH’s1 8.0°e ayarlandi ve hacim, su ile 1 litreye

tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

10X TBE; 108 gr Trizma “base” (Sigma T 6066), 55 gr borik asit (Sigma B 6768) 900
ml suda ¢6ziildii. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) eklendi ve hacim, su ile 1

litreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

TE Tamponu (pH: 8.0); 2.5 ml 1 M Trizma “base” (Sigma T 6066) (pH: 8.0), 0.5 ml 0.5
M NaEDTA (Sigma E 5134) (pH: 8.0) karistirilip, hacim 250 ml’ye tamamlandi. Karigim

otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Jel Yiikleme Tamponu (6X);
0.25 gr bromfenol mavisi (Sigma B 5525), 0.25 gr “xylene cyanole” FF (Sigma X 4126)
ve 29.5 ml gliserol (Riedel-de Haén 15524) (~%86-88°lik) karistirilip, karigim steril distile su

ile 100 mI’ye tamamlandi.

10X “Taq Buffer” [(NH4)2SO4’ 1] (MBI Fermentas EPO 402)

25 mM MgCl, (MBI Fermentas EPO 402)

“Taq Polimeraz” [SU/ul] (MBI Fermentas EPO 402)
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dNTP (Intron Biotechnology) Karigimi: Her biri 10 mM olan dATP, dGTP, dCTP ve
dTTP’den esit hacimde karistirilarak hazirlandi. 50 ul’lik PZT igin son konsantrasyonu
200uM olacak miktarda (1ml) kullamlda.

Onciiller:

PZT igin; PCon 1 (5’- AGT TTC GCG TAT GGT CTC CC -3’) ve PCon 2 (5’- GTT
GCG GCC ATA TCT AGC AG -3’) onciilleri kullanildi. Her 6nciil 1 ml TE’de sulandirildi ve
bu ana diliisyondan steril distile su ile 50 pmol/ul ve 10 pmol/ul’lik stoklar hazirlanarak-
20°C’de saklandi.

DNA Ladder: PZT ile elde edilen DNA fiiriiniiniin tanimlanmasi i¢in MBI Fermentas
pBR322 DNA/Bsu RI (Haelll) Marker, iiretici firma tarafindan onerilen sekilde hazirlanarak
kullanildi.

Agaroz: (Sigma A 5093)

Etidyum Bromiir: (Applichem A 1152,0100) (%1°lik solusyon)

5.4.5.2. PZT Karisimi ve Is1 Dongii Programi:

Reaksiyon i¢in Kalkanci A. ve ark. (19)’nm 6nerdigi PZT karisim optimize edilerek; 5
ul 10X buffer, 5 pul 25 mM’hk MgCl,, 1’er ul 10 pmol’liikk PCon 1 ve PCon 2 onciilleri, 1 pl
10mM’lik d NTP karisimi, 0.5pl SU/ul’lik Taq polimeraz enzimi, 26.5 pl steril distile su ve
10 pl kalip DNA olmak {izere toplam 50 pl’lik karigim 0.2 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerinde ve

buz iizerinde hazirland.

Is1 dongiti programi

94°C’de 3 dakika 6n denatiirasyon

94°C’de 30 saniye denatiirasyon

60°C’de 45 saniye birlesme 30 dongii
72°C’de 1 dakika uzama
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72°C’de 5 dakika son uzama

+4°C’de elektroforez uygulamasina kadar saklandi.

5.4.5.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi:

TBE tamponu ile %2’lik agaroz jel hazirlandi, icine %5 oraninda etidyum bromiir
solusyonu eklendi ve karisim jel kalibina dokiildii. 10 pl PZT {irtinii, 2 pl yiikleme tamponu
ile karigtirildi. 3ul DNA ladder ve tirlinlerin 10 ul’si jel kuyucuklarina yiiklendi. Elektroforez
tank1 1X TBE tamponu ile doldurularak, jele bu tank i¢inde 120 V’da 40 dakika elektroforez
vapildi. Sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelendi ve bilgisayarli goriintiileme cihazinda
(Syngene GeneSnap, Synoptics Ltd., USA) goriintiilendi. 105 baz ¢iftlik (bp) iiriin varhgi
pozitif olarak degerlendirildi.

5.4.6. Klinik Kan Kiiltiir Orneklerinden DNA Eldesi ve PZT

BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif iireme sinyali veren, Gram boyamada maya
goriilen, kati besiyerlerinde Candida tiirleri iireyen 23 hasta kan 6rnegi ve BACTEC 9240 kan
kiiltiir sisteminde pozitif iireme sinyali veren, iireyen bakterinin bakteriyoloji laboratuvarinda
rutin tanimlama yontemleri ile S. aureus ve E. coli olarak tanimlandig1 iki hasta kan kiiltiir

orneginden belirtilen ekstraksiyon yontemi kullamlarak DNA eldesi yapildi ve PZT calisildu.
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6. BULGULAR

6.1. PZT Yonteminin Optimizasyonu

6.1.1. Candida Kolonileri ile Elde Edilen Sonuclar
Tanmimlanan ekstraksiyon yontemi ile DNA eldesi yapilan farkli zamanlarda hazirlanmis

iki C. albicans ATCC 90028 siispansiyonunun PZT sonuglarinda, 5S rDNA bdlgesine ait 105

bp’lik {iriin varhig1 gézlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 1°de goriilmektedir.

[sinem_ozer_tez_sekil 1.jpg dosyasi]

Sekil 1. Candida koloni ornekleri ile elde edilen PZT iiriinlerinin jel goriintiisii
1. DNA Ladder, 2. C. albicans ATCC 90028 siispansiyonu (I.), 3. C. albicans ATCC
90028 stispansiyonu (II.), 4. Negatif kontrol

6.1.2. PZT Yontemi ile Pozitiflik Saptama Swmirlarinin Belirlenmesi ile Ilgili Sonuclar

6.1.2.1. Saglikli Goniilliilerden Alinan Kanlardan Hazirlanan Simiile Orneklerde Saptama

Sinirinin Belirlenmesi Sonuglari:

C. albicans ATCC 90028 susundan saglikli goniillillerden alinan kanlarda on kath seri

diliisyonlar hazirlanarak yapilan ve iki kez tekrarlanan ¢alismada PZT nin en diisiik saptama
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siir1 10> KOU/ml Candida olarak belirlendi. On kath seri diliisyonlara uygulanan PZT

sonrasi elde edilen goriintiiler Sekil 2°de izlenmektedir.

[sinem_ozer_tez_sekil 2.jpg dosyasi]

Sekil 2. Saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinde PZT saptama sinirint belirlemek
icin uygulanan PZT sonrasi elde edilen jel goriintiisii

1. DNA Ladder, 2. 107, 3. 10°, 4. 10°, 5. 10%, 6. 10°, 7. 10°, 8. 10' KOU/ml C. albicans
ATCC 90028 9. Negatif kontrol

6.1.2.2. Ureme Saptanmayan BACTEC 9240 Kan Kiiltiirlerinde Hazirlanan Simiile

Orneklerde Saptama Sinirinin Belirlenmesi Sonuclari:

C. albicans ATCC 90028 susundan BACTEC 9240 kan Kkiiltiirlerinde on kath seri
diliisyonlar hazirlanarak yapilan ve iki kez tekrarlanan ¢alismada PZT’nin en diisiik saptama
sinir1 10° KOU/ml Candida olarak belirlendi. Bu amagla uygulanan PZT sonrast belirlenen jel

goriintiileri Sekil 3 de izlenmektedir.
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[sinem_ozer_tez_sekil 3 + sekil 6.jpg dosyasi]

Sekil 3. BACTEC 9240 kan kiiltiirlerindeki 6rneklerde PZT saptama sinirmi belirlemek

icin yapilan PZT sonrasi jel goriintiisii

1. DNA Ladder, 2. 107, 3. 10%, 4. 10°, 5. 10*, 6. 10°, 7. 10%, 8. 10" KOU/ml C. albicans
ATCC 90028 9. Negatif kontrol

6.1.3. PZT Yonteminin Farkli Mikroorganizmalarla Hazirlanan Simiile Kan Orneklerine

Uygulanmasi Sonuglari

6.1.3.1. Saglikli Goniilliilerden Alinan Kanlardan Farkli Mikroorganizmalarla Hazirlanan

Simiile Orneklerde PZT Sonuclari:

C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C.
krusei ATCC 6258, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923 gibi kontrol suslar ile A.
fumigatus, C. glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr ve Rhodotorula sp.
suslarindan 10° KOU/ml maya olacak sekilde hazirlanan simiile Srnekler PZT yontemi ile
degerlendirildi. C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC
90018, C. krusei ATCC 6258, C. guilliermondii ve C. kefyr suslarindan hazirlanan simiile
ornekler i¢in 5S rDNA bolgesine ait 105 bp’lik {riiniin varligim gosteren bandin iyi, C.
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glabrata ve C. lusitaniae suslart igin ¢ok zayif oldugu gozlendi (Sekil 4) Bu nedenle C.
glabrata ve C. lusitaniae suslarindan 10 KOU/ml maya olacak sekilde yeni Ornekler
hazirlandi ve tekrar PZT uygulandi. Bu kez 6rnekler icin 5SS rDNA bdlgesine ait 105 bp’lik
tirtintin varhigimni gosteren bandin digerine gore nispeten daha iyi ancak yine de zayif oldugu
gozlendi (Sekil 6). E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923, A. fumigatus ve Rhodotorula
sp. suslarindan hazirlanan 6rnekler ise Candida DNA’s1 agisindan negatif bulundu. Ayrica
saghkli goniilliiden alinmis, mikroorganizma eklenmemis bir kan &rnegi de PZT de negatif
olarak degerlendirildi. Bu suslarin PZT f{iriinleri ile elde edilen jel goriintiisii Sekil 4°de

goriilmektedir.

[sinem_ozer_tez_sekil 4.jpg dosyasi]

Sekil 4. Farkli mikroorganizmalarla hazirlanan simiile Srnekler ile elde edilen PZT

sonuglari (I.)

1. DNA Ladder, 2. C. albicans ATCC 90028, 3. C. krusei ATCC 6258, 4. C. tropicalis
ATCC 1021, 5. C. parapsilosis ATCC 90018, 6. C. glabrata, 7. C. lusitaniae, 8. C.
guilliermondii, 9. C. kefyr, 10. Rhodotorula sp., 11. A. fumigatus, 12. E. coli ATCC 35218,
13. S. aureus ATCC 25923, 14. Saglikli goniilluden alinmis mikroorganizma eklenmemis kan

ornegi.
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6.1.3.2. Ureme Saptanmayan BACTEC 9240 Kan Kiiltiirlerinde Farkli Mikroorganizmalarla

Hazirlanan Simiile Orneklerde PZT Sonuglart:

C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C.
krusei ATCC 6258, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923 ile A. fumigatus, C.
glabrata, C. lusitaniae C. guilliermondii, C. kefyr ve Rhodotorula sp. suslarindan 10° KOU/ml
maya olacak sekilde hazirlanan simiile 6rnekler PZT yontemi ile degerlendirildi. C. albicans
ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 1021, C. parapsilosis ATCC 90018, C. krusei ATCC 6258,
C. guilliermondii ve C. kefyr suslarindan hazirlanan 6rnekler icin 5S rDNA bolgesine ait 105
bp’lik {iriintin varligimi gosteren bandin iyi, C. glabrata ve C. lusitaniae suslari i¢in digerine
benzer sekilde ¢ok zayif oldugu gézlendi (Sekil 5) Bu nedenle C. glabrata ve C. lusitaniae
suslarindan 10° KOU/ml maya olacak sekilde yeni ornekler hazirlandi ve tekrar PZT
uygulandi. Bu 6rnekler i¢in 5S rDNA bolgesine ait 105 bp’lik iirlintin varhigin1 gosteren
bandin izlendigi ancak yine de zayif oldugu gozlendi (Sekil 6). E. coli ATCC 35218, S. aureus
ATCC 25923, A. fumigatus ve Rhodotorula sp. suslaridan hazirlanan drneklerde ise Candida
DNA’s1 saptanmadi. Ayrica, lireme saptanmamis, mikroorganizma eklenmemis bir kan kiiltiir
ornegi de PZT yontemi ile negatif bulundu. PZT sonuglar ile elde edilen jel goriintiileri Sekil

5’de gosterilmistir.
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[sinem_ozer_tez_sekil 5.jpg dosyasi]

Sekil S. Farkli mikroorganizmalarla hazirlanan simiile Srnekler ile elde edilen PZT
sonuglar1 (II.)

1. DNA Ladder, 2. C. albicans ATCC 90028, 3. C. krusei ATCC 6258, 4. C. tropicalis
ATCC 1021, 5. C. parapsilosis ATCC 90018, 6. C. glabrata, 7. C. lusitaniae, 8. C.
guilliermondii, 9. C. kefyr, 10. Rhodotorula sp., 11. A. fumigatus, 12. E. coli ATCC 35218,
13. S. aureus ATCC 25923, 14. Ureme saptanmamis, mikroorganizma eklenmemis kan kiiltiir

ornegi
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[sinem_ozer_tez_sekil 3 + sekil 6.jpg dosyasi]

Sekil 6. 10° KOU/ml konsantrasyonda C. glabrata ve C. lusitaniae eklenmis Ornek
sonuglari

1. Negatif kontrol 2. DNA Ladder, 3. Saglikh goniilliiden alinan kanda C. glabrata ile
hazirlanan simiile rnek, 4. Ureme saptanmayan BACTEC 9240 kan kiiltiiriinde C. glabrata
ile hazirlanan 6rnek, 5. Saghklh goniilliiden alinan kanda C. lusitaniae ile hazirlanan simiile
ornek, 6. Ureme saptanmayan BACTEC 9240 kan kiiltiiriinde C. lusitaniae ile hazirlanan

ornek
6.1.4. Klinik Kan Kiiltiir Orneklerinden Elde Edilen Sonuclar

6.1.4.1. Tamimlama Sonuclari

BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif iireme sinyali veren, Gram boyamada maya
goriiliip, kat1 besiyerlerine yapilan pasajlarinda Candida tiirleri iireyen 6rneklerden elde edilen
suslarin tanimlanmasi sonucunda, 14’1 C. albicans, 6’1 C. parapsilosis, 2’1 C. glabrata ve 1’1

C. tropicalis olarak belirlendi.
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6.1.4.2. PZT Sonuglari

Tanimlanan ekstraksiyon yontemi ile calisilan 23 klinik kan kiiltiir 6rneginden elde
edilen ekstraktlar ile yapilan PZT sonucunda, tiim Orneklerde 5S rDNA bolgesine ait 105
bp’lik iiriin varlig1 gézlendi. Calismaya alinan S. aureus ve E. coli klinik kan kiiltiir 6rnekleri
ise negatif bulundu. PZT {irlinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 7 ve 8’de

izlenmektedir.

[sinem_ozer_tez_sekil 7.jpg dosyasi]

Sekil 7. Klinik kan Kkiiltiir 6rneklerinin PZT sonuglari (I.)

1. DNA Ladder, 2. C. albicans*, 3. C. glabrata*, 4. C.albicans, 5. C. parapsilosis, 6. C.
parapsilosis, 7. C. glabrata, 8. C. albicans, 9. C. albicans, 10. C. parapsilosis*, 11. C.
parapsilosis*, 12. C. albicans, 13. C. parapsilosis*, 14. C. albicans

[*’Iilar preparatinda maya goriilduigii, digerleri ise besiyerinde Candida tiremesi oldugu

zaman alinan kan kiiltiir 6rnekleridir.]
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[sinem_ozer_tez_sekil 8.jpg dosyasi]

Sekil 8. Klinik kan Kkiiltiir 6rneklerinin PZT sonuglar1 (I1.)

1. DNA Ladder, 2. C. albicans, 3. C. parapsilosis*, 4. C. albicans, 5. C. albicans, 6. C.
albicans, 7. C. albicans , 8. C. albicans, 9. C. albicans, 10. C. albicans, 11. C. tropicalis, 12.
E. coli, 13. S. aureus, 14. Negatif kontrol

[*’Iilar preparatinda maya goriilduigii, digerleri ise besiyerinde Candida tiremesi oldugu

zaman alinan kan kiltiir 6rnekleridir.]

6.2. Siire/Maliyet Belirlenmesi

Uyguladigimiz PZT yontemi ekstraksiyon siiresi de katildiginda yaklasik 7 saat stirmektedir.
PZT malzemelerini diisiinerek yontem icin belirledigimiz yaklasik maliyet 8 YTL dir.
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7. TARTISMA

Kandidemilerin tamsinda altin standart olarak kabul edilen kan kiiltiirii kemoterapinin
bir sonucu olarak tiremenin inhibisyonu, organizmalarin kana aralikli olarak ge¢cmeleri ve
rutin ya da fungus’a Ozel kan Kkiiltiirlerinin giivenilir olmamasi veya bu ortamlarda
Candida’nin yavas {liremesi gibi sebeplerden dolay1 olgularin sadece %58’inde pozitif olarak
bulunmaktadir (11, 13, 14, 15). Oysa ki kandidemi tablolarinin hizli ve giivenilir tanisi hem
uygun sagaltima baslanmasi agisindan hem de mortalite oranini azaltmak agisindan biiyiik
onem tagimakta dir. Bu nedenle tanida PZT gibi molekiiler yontemlerin kullanilmasi giindeme

gelmistir.

Pratikte PZT i¢in 6nerilen en yaygin 6rnek tam kan olup, genellikle heparin veya EDTA
gibi uygun bir antikoagulan iceren tiipe inokiile edilmekte ve DNA ekstraksiyonu Oncesinde
eritrosit ve lokositler lize edilmektedir. Kanin, ticari kan Kkiiltiir siselerinde 3 saatten fazla
inkiibe edilmesi durumunda, PZT yapilabilecegi bildirilmistir. Bu inkiibasyon muhtemelen
kandaki potansiyel PZT inhibit6rlerinin etkilerini diliile etmekte ve mantarin dogal
amplifikasyonunu saglamaktadir (60). Yapilan c¢alismalarda BACTEC 9240 kan kiiltiir
sisteminde {ireme saptanmasi i¢in gerekli zamanimn inokulum miktari, tiir ve besiyerine bagli
olarak degistigi, inokulum miktari arttikca saptama zamaninin kisaldigi ve Candida tiirleri (C.
glabrata harig) icin genellikle aerobik besiyerlerinin daha verimli oldugu bildirilmistir.
Hovarth ve ark. (91) 10 KOU Candida olacak sekilde hazirladiklar1 simiile kan kiiltiir
siselerinin BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde 35°C’de inkiibasyonu ile C. albicans, C.
tropicalis ve C. parapsilosis gibi Candida tiirleri igin ortalama iireme saptama zamaninin

kabaca 24 saat oldugunu bildirmislerdir (90, 91).

Bizim ¢alismamizda da BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde inkiibasyon sirasinda
pozitif iireme sinyali veren hasta kan Ornekleri ile yapilan PZT sonuglari Candida tiirleri

acisindan olumlu bulunmustur.
Kan iiriinleri arasinda serum, elde edilmesi kolay bir Ornek olmasina ragmen,

dolagimdaki l6kositlerin fungal hifleri fagosite ettigi bilinmektedir. Bu nedenle tam kan veya

plazma Orneklerinden daha yiiksek DNA fiirlinleri elde edilmektedir. Kan igin farkli DNA
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ekstraksiyon protokolleri tanimlanmakla birlikte, genellikle tiimii (i) ya ticari ya da “in-house”
ajanlar ve yontemler kullanilarak kan hiicrelerinin lizisi (ii) fungal hiicre duvarmin
parcalanmasi, (iii) hiicre membraninin lizisi ile DNA’nin acgiga ¢ikarilmasi ve (iv) DNA’nin
purifikasyonu basamaklarindan olusmaktadir. Tam kanda hiicresel materyalin lizisi genellikle
kombine 1s1-alkali muamelesi ile gerceklesmekte ve fungal hiicre duvarmi pargalamak icin
“zimolaz”, “litikaz”, “mureinaz” veya [-1,3-glukanaz gibi enzimler kullanilmaktadir. Fungal
sferoblast olusumu ozmotik duyarliligi arttirmakta olup, hiicre membran lizisi bir veya daha
fazla EDTA ve SDS veya proteinaz K muamelesi ile gergeklestirilmektedir. DNA
ekstraksiyonu icin standart fenol-kloroform prosediirleri de kullanilmistir, fakat bu prosediirler

giivenilir olmasina ragmen, zaman ahicidir. Ticari DNA ekstraksiyon kitlerinin siireyi kisalttigi

bildirilmistir (60).

Ticari olarak mevcut bes ekstraksiyon kiti ve manuel uygulanan isi-alkali-enzimatik
ekstraksiyon yonteminin duyarlilik, zaman ve maliyet agisindan karsilastirildig1 bir ¢alismada,
tiim ticari kitlerin DNA ekstraksiyonu i¢in harcanan siireyi kisalttigi, ancak maliyeti arttirdig
goriilmustiir. Bu ticari kitler arasinda QIAmpTissue kitin (Qiagen, Los Angeles, Calif.)
manuel yontem ile ayn duyarlilik (1-10 hiicre/ ml) ve saflikta fungal DNA aciga ¢ikardigi ve
95 kan &rnegi icin PZT sonuglarmin %99 uyumlu oldugu bildirilmistir (88).

Calismamizda uyguladigimiz ekstraksiyon yontemi de, EDTA, SDS, proteinaz K ve
litikaz enzimi iceren tampon solusyonlar ile muamele ve takiben 1s1 uygulamasi basamaklarini
icermektedir. Bu yontemde manuel olarak kan hiicrelerinin lizisi ve fungal hiicre duvarinm
parcalanmasi saglandiktan sonra, MN Nucleospin Tissue Kit kullanmlarak Candida tiirlerinden
DNA eldesi tamamlanmistir. Uygulanan yontem ile gerek koloniden gerekse kandan

ekstraksiyon asamasinda bir sorun yasanmamustir.

Kandan Candida DNA’sinin arastirilmasi igin gergeklestirilen PZT uygulamalarinda I'TS
1-2, 18S, 5.8S, 5S rDNA, lanosterol-14-a-demetilaz (L1A1), mitokondriyal DNA, aktin, kitin
sentaz, salgisal aspartik proteinaz, 1s1 sok protein 90 genleri gibi bir cok bolgeye 6zgii 6nciiller

kullanilmigtir.
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Hedef olarak tek veya c¢oklu kopya gen sekanslarinin se¢imi PZT’nin duyarhiligini
belirlemede onemli bir parametredir. Coklu-kopya gen hedefleri, saptanan hedef molekiiliin
sayismin ¢ok olmast nedeniyle daha yliksek duyarhihga sahiptir. Tiire 6zgii “probe”lar
tasarlanarak, bu genler i¢cinde degisik sekanslarin segici olarak saptanmasi da olasidir. Tek-
kopya genleri hedefleyen testler yiiksek oranda tiire 6zgiidiir, ancak az sayida organizmayi

saptamaya yetecek kadar duyarli olmayabilecegi bildirilmistir (60).

Coklu-kopya gen hedeflerinden ribozomal DNA (rDNA) geni tim funguslarin haploid
genomunda en azindan 50-100 kopya halindedir. Bunlar kiigiik alt birim (SSU) rDNA (18S)
geni, 5.8S geni, ve biiyiik alt iinite (LSU) rDNA (28S) genidir. 18S ve 5.8S ile 5.8S ve 288 alt
tiniteleri arasindakiler ITS1 ve ITS2 seklinde “intergenic transcribed” bolgelerdir (ITS). Bu
gruptan bagimsiz olarak, ikinci tekrar eden tinite “nontranscribed” bolgelerle kusatilmis 5S
rDNA genidir. Farkli funguslar arasinda rDNA genleri olduk¢a korunmustur, “internal
transcribed spacer” (ITS) veya “intergenic spacer” (I1GS) bolgeler ise oldukca degiskendir. C.
albicans genomunda en azindan iliskili dokuz iiyeden olusan kandidal- SAP ailesi, PZT ile C.
albicans’n saptanmast i¢in hedef olarak kullanilabilen diger bir ¢oklu-kopya gendir. Candida
tiirlerinin tek-kopya gen hedefleri; aktin, kitin sentaz, 1s1 sok protein 90 ve lanosterol-14-a-

demetilaz (L1A1) genlerini icermektedir (60).

Arastirmamizda da gerek korunmus ve tekrarlayan bdlge olmasi gerekse ¢oklu kopya
gen hedeflerinden olugsmasi sonucu daha duyarli olabilecegi diisiiniilerek ve de sonrasinda tiir
tanimlamasi igin bir restriksiyon enzim analizi (REA) yapilabilmesi amaciyla 5S rDNA

bolgesinden PConl ve PCon 2 6nciilleri se¢ilmistir.

Kalkanci ve ark. (19) nétropenik 32 hastadan alinan kan Orneklerinde 5S rDNA
bolgesinden secilen PCon 1 ve PCon 2 dnciillerini kullanan PZT yontemi ile Candida tiirlerine
ait DNA arastirmiglar ve 32 hastanin dordiinde (%12.5) pozitif sonu¢ bulmuslardir. PZT ile
pozitif olan bu 4 hastanin sadece birinde BACTEC otomatize kan kiiltiir sistemi ile yapilan
kan kiiltiirlerinde pozitif sonug elde edilmistir. Ardisik 4 6rnegi PZT ile pozitif bulunan tek
olgunun ti¢ kan kiiltiiriinden PZT ile es zamanl bir tanesinde Candida sp. izole edilmistir.

Calismacilar bu yontemin kandidemi tanis1 ig¢in duyarlihgi yiiksek, hizli sonug verebilen,
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sagaltim takibinde kullanilabilen bir yontem olarak &zellikle nétropenik hasta grubunda rutin

kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (19).

Holmes ve ark. (89) simiile kan 6rneklerinde Candida hiicrelerini saptamak i¢in 5S
rDNA genine 6zgii aym Onciiller (PCon 1 ve PCon 2) ile birlikte C. albicans NTS genine 0zgii
PSpA1 ve PSpA2 onciillerini ortak bir PZT karisiminda kullanmiglar ve C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr ve C. glabrata iceren tiim simiile kan
orneklerinde 105 bp, ancak C. albicans ile hazirlanan simiile kan drneginde biri 5S rDNA
genine Ozgii 105 bp’lik, digeri hem 5S hem de NTS sekansini iceren az miktarda 1,015 bp’lik
olmak tizere iki PZT {iiriinii elde etmislerdir. Bu testin kan 6rneklerinden hem maya, hem de C.

albicans varhigii saptayabildigi bildirilmektedir (89).

Aymi onciiller kullanilarak 5S rDNA bdlgesinden 105 bp’lik iiriiniin elde edildigi
calismamizda, uyguladigimiz PZT yonteminin Candida tirleri ile hazirlanmis simiile
orneklerde olumlu, diger mikroorganizmalar ile hazirlananlarda ise olumsuz oldugu ve C.
albicans ile hazirlanmis kan orneklerinde saptama smirmm 10*-10° KOU/ml oldugu
belirlenmistir. Bu bulgularimiz Holmes ve ark. 'nin (89) ayni onciilleri kullanarak elde ettigi

sonuglar ile paralel dogrultudadir.

Morace ve ark. (92) ise P-450 lanosterol 14 a-demetilaz geninin 350-bp’lik segmentine
0zgii onciiller (P450; ve P450,) kullanarak PZT ve REA yontemi ile hematolojik maligniteli,
notropenik, atesli ve genis spektrumlu antibiyotiklere yamt vermeyen 72 hastanin kan
orneklerinde Candida DNA’sm arastirmiglardir. Sadece dordii kiiltiir pozitif olan 31 hasta
PZT-REA ile olumlu bulunmustur. Arastirmacilar elde ettikleri sonuglardan bu y6ntemin
kandidemi tamisinda kan kiiltiirlerine gore daha kisa siirede sonug¢ alinabildigi ve daha duyarli
oldugu sonucuna ulasmislardir. Duyarliligt 5 KOU/ml olan bu yontemde sistemik kandidoz

tanist almis 14 olgunun 13’1 (%92.8) i¢in olumlu sonug alinmistir (92).

Morace ve ark.’nin (93) yaptiklart bir diger ¢alismada ayni 6nciiller kullanilarak bu PZT
yaklagiminin duyarhihigi 200 fg DNA olarak belirlenmis ve sonrasinda REA yapilarak tiir
tanimlamasina geg¢ilmistir. Bu nedenle bu teknigin dogrudan klinik orneklerden Candida

DNA’simin saptanmasi ve tanimlanmasi igin yararh oldugu diistintilmiistiir. Bu arastirmada
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ayrica kiiltiirde maya saptanmasini maskeleyen P. aeruginosa tireyen bir hastadan C. albicans
DNA’s1 da saptanabilmistir. Yine ayni geni hedef alan “nested” PZT yontemi ile Bunchman

ve ark. (94) klinik 6rneklerde duyarlihgi %76, 6zgiilliigli %95 olarak bulmuslardir (93, 94).

Bir baska calismada C. albicans r RNA’sinin 18S bolgesine 6zgii dnciillerin kullanildigi
PZT ve tiire 6zgli “probe”larla hibridizasyon yontemi uygulanarak duyarhhk 10-15 C.
albicans/100 pl kan olarak belirlenmistir. Bu yontemin duyarliliginin yaninda, gastrointestinal
olarak kolonize farelerin kan 6rneklerinin negatif, invaziv kandidoz olusturulan farelerin kan
orneklerinin ise pozitif olmasi nedeni ile bu yontemin hedef 6zgiinliigiiniin de s6z konusu

oldugu bildirilmistir (95).

Einsele ve ark. (96) fungal patojenlerin saptanmasi igin 18S rRNA geninin olduk¢a
korunmus bir sekansmi ¢ogaltan bir PZT yontemi gelistirmisler ve de PZT ve hibridizasyon
ile Candida ve Aspergillus tiirleri ig¢in bu yontemin duyarlihgmi 1 KOU/ml olarak
belirtmislerdir. Calismacilar bu yontem ile immiin yetmezlikli hastalarda klinik olarak énemli

fungal patojenlerin kolayca saptanabilecegi sonucuna varmislardir (96).

Talluri ve ark. (13) kandidemili olgularin ve kandidemi olusturulmus hayvanlarm kan
orneklerinde aktin genine 6zgii Onciiller kullanarak PZT ile kan ve idrar Orneklerinde C.
albicans arastirmiglardir. Calismacilar kandidiiri gelismis ve kan Kkiiltiirlerinde Candida
tiremesi goriilmeyen kritik hastalarda kandideminin erken tanisinda PZT’nin &nemini

belirlemislerdir (13).

Kan ve ark. (97) ise Candida aktin geninin 158-bp’lik segmentini cogaltan bir PZT ve P
32 isaretli “probe” ile hibridizasyon yontemi uygulayarak sistemik kandidoz olusturulmus
farelerde PZT yonteminin kan Kkiiltiirlerinden daha duyarli ve kolonize hayvanlarda negatif
olacak sekilde 6zgiin oldugunu gostermistir. Ayrica, kan kiiltlirii pozitif olan 14 hastadan

11’inin serum Orneklerinde de Candida DNA’sin1 saptanmistir (97).
Van Burik ve ark. (16) kan ve kemik iligi alicilarinin kan 6rneklerinde fungus tiirlerinin

saptanmasinda kullanilabilen ve en diisiik saptama sinir1 4 KOU/ml olan bir rRNA alt

tinitesinin 580 bp’lik gen sekansini saptayan PZT yontemi kullanmistir. Panfungal 6nciillerle
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amplifikasyon ve digoksigenin—isaretli bir “probe™ ile hibridizasyon yapilan bu calismada
invaziv olgularda olumlu, kolonize olgularda ve sagliklilarda olumsuz sonuglar alinmistir

(16).

Bir diger calismada akut sistemik kandidoz tavsan modelinde lizis santrifiigasyon kan
kiltiir yontemi ile rRNA bolgesinin kiigiik alt birimini kodlayan genin bir DNA fragmam
cogaltilarak yapilan PZT yontemi karsilastirilmistir. C. albicans ile hazirlanan simiile
orneklerde 10-50 KOU/100ul DNA saptanabilmistir. Ancak “nested” PZT kullanimi bu
saptama smirin1 10 kat arttirmistir. Aymi ¢alismada lizis santrifiigasyon y&nteminin
duyarhiligimin (%37.5), PZT ninkinden (%25) yiiksek, ancak “nested” PZT den diisiik oldugu
bildirilmistir. Lizis santrifiigasyon ile birlikte “nested” PZT kullanimi duyarlilik oranmi
%62.5’e yilkseltmistir. Bu durumda PZT’nin tamida tamimlayici bir ydntem olarak

kullanilmas1 6nerilmektedir (6).

C. albicans mitokondriyal DNA’sindan koken alan EO3 kismmin 1.8 kb’lik fragmani
hedef olarak kullanilarak PZT ile kandan etkenin saptanabilmesi i¢in 10*-10° hiicrenin
gerektigi bildirilmistir. Bu durum presipitasyon esnasinda kandan C. albicans hiicrelerinin
kaybedilmesi ve PZT i¢in uzun bir DNA hedefinin kullanilmasima baglanmistir. Ancak DNA
kalibt hazirlanirken C. albicans hiicrelerinin tasiyict  C. tropicalis hiicreleri ile
kopresipitasyonu ve EO3 bolgesinde daha kisa bir sekans (125 bp) kullanilarak, bu sorunlar
diizeltilmis ve 100ul kan érneginde yaklasik ti¢ hiicre saptanabilmistir (17).

Aspartik proteinaz genine 6zgii primerlerin kullamldigi bir PZT y&ntemi ile yapilan
arastirmada kanda 1-4 KOU/ml maya saptanabilmistir. Klinik rneklerde yapilan calismalarda

ise bu yontemin duyarhihgi %100, 6zgiilliigii ise %98 olarak bulunmustur (98).

Bir diger arastirmada kan Kkiiltiir siselerinde {ireyen Candida tirlerinin hizlh
identifikasyonu i¢in PZT sonrasi EIA yontemi gelistirilmistir. Bu yontem ile yapilan
calismada 73 kan kiiltiir sisesindeki tiim Candida tiirleri 3-5 saat gibi kisa bir siirede ve hig

yalanci pozitif sonu¢ olmadan, duyarliligi 1 hiicre/2ul 6rnek olacak sekilde saptanmistir (99).
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C. albicans’in Kkitin sentaz geninden birini (CHS 1) hedefleyen PZT yonteminde C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. glabrata gibi yenidogan kandidemilerinin %
90’indan sorumlu olan dort tiir i¢in farkh biiyiiklitklerde amplikonlar {irettigi tanimlanan bir
primer ¢ifti kullanilmis, tiire 6zgii “probe”lar ile saptama sinirt 10 KOU/ml kan olarak
belirlenmistir. 27 kan Orneginde kan Kkiiltiirli ve PZT nin karsilastirildigi calismada, 26’s1
kiiltlir ile uyumlu bulunmustur. Sonuglar Candida ile mukozal kolonizasyonlu kemik iligi
alicilant ve Candida infeksiyonu acisindan higbir belirti gdstermeyen yiiksek riskli yeni
doganlarda negatif bulunmus olup, ¢alismacilar yontemin bu vakalarda kan kiiltiirline gore

daha duyarli oldugunu ve hizli bir tiir tanimlamasi avantaji sundugunu belirtmislerdir (100).

Insan serum orneklerinden C. albicans DNA’simin saptanmasi amactyla yapilan bir
calismada ITS genine 6zgili 6nciiller ve biyotinlenmis hibridizasyon “probe”lari ile yiiriitiilen
PZT-DNA enzim immun assay (DEIA) yonteminin kan kiiltiiriinden daha duyarli oldugu ve
invaziv kandidoz agisindan riskli hastalarin tanmimlanmasinda degerli oldugu bildirilmistir

(12).

Klinik kan oOrneklerinde TagMan prensibi temelinde C. albicans tDNA geninin
kantitasyonu icin izl ve tekrarlanabilir bir PZT yontemi gelistirilmistir. Biri C. albicans
tiirline ozgil, digeri Candida cinsine 6zgii iki “probe”un kullanildigi bu “real-time” PZT
testinin en diisiik saptama sinir1 C. albicans i¢in 5 KOU/mI kan olarak belirlenmis olup, testin
kan kiiltiir sonuglarina kiyasla duyarliligmin %100 ve 6zgiilliigiiniin %97 oldugu bildirilmistir.
Bu testin klinik kan 6rneklerinde C. albicans’in kantitasyonu ve identifkasyonu i¢in iyi bir

alternatif oldugu diistiniilmektedir (101).

Loeffler ve ark. (102) PZT isleminin cam kapillerlerde yapildigi ve floresan rezonans
enerji transferi ve “light cycler” sistemi teknigini kullanan kantitatif bir “real time” PZT
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin fungal DNA yiikiinii belirledigi ve duyarliligimn 5
KOU/ml kan olmasi yaninda tekrarlanabilirliginin %96-99 arasinda oldugu, ayrica

kontaminasyon riskini de minimuma indirdigi belirtilmistir (102).

Bir bagka ¢alismada fungal patojenlerin tanisi i¢in ITS2 bolgesini hedefleyen PZT-REA

yontemi gelistirilmis ve bu yontemin uygulanabilirligi kanser ve notropenik ¢ocuklarda
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arastirilmigtir. Yontemin duyarlihigi simiile 6rneklerde 3 C. albicans/ml olarak belirlenmistir.
Calismacilar bu yontemin, ilk 4 saatte fungal DNA’nm varligini saptamasi ve ek olarak tiir
tanisi i¢in de 4 saat gerektirmesi gibi nedenlerle klinik 6rneklerde fungal patojenlerin hizh ve

duyarli tanisini sagladigi sonucuna ulagmislardir (18).

Serum Orneklerinde Candida tiirlerinin saptanmasi igin universal dis Onciiller ve C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata ve C. parapsilosis gibi sik karsilagilan dort tiir i¢in I'TS2
bolgesinden secilen ve 350-410 bp’lik fragmanlar {ireten tiire 6zgii Snciiller kullanilarak
“seminested” PZT (sn PZT) yontemi gelistirilmistir. Simiile serum orneklerinde sn PZT nin
Candida saptama duyarliligi yaklasik 1 organizma/ml olarak belirlenmistir. Kiiltiir ile
kandidemi oldugu saptanmis hastalarda sn PZT sonuglar1 kan kiiltiir sonuglar1 ile hem
pozitiflik, hem de tiir saptanmasi agisindan uyumlu bulunmustur. Ayrica bu PZT ydntemi
birden fazla Candida turiinden kaynaklanan bes kandidemi olgusunu, kan kiiltiiri ile saptanan
iic olguya kiyasla daha avantajli olarak tanimlamistir. Calismacilar sn PZT’nin serum
orneklerinde Candida tiirlerinin saptanmasi i¢in kiiltiirden daha duyarli ve 6zgiil oldugunu

bildirmektedir (14).

Bir diger calismada kandidemi gelisimi agisindan riskli hastalarin kan orneklerinde
universal funguslara 6zgii bir 6nciil ¢ifti kullanilarak ¢cogaltilan PZT iiriinleri sekanslanarak tiir
tayini yapilmistir. 225 hastadan alinan kan 6rneklerinden PZT y6ntemi ile 500-600 bp’lik iiriin
varlig1 gozlenen 49 hastanin PZT iirtinleri DNA sekanslama ile tanimlanmistir. 31 hastada,
PZT ve kan kiiltlirleri kandidemi tanisi agisindan uyumlu olup, ancak 26’sinda (%83.3) DNA
sekanslama ile tanimlanan Candida tiirleri kan kiiltiirii ile belirlenenler ile aymidir. En az bir
kan kiiltiirli pozitif olan hastalarda testin duyarhligi %72.1 ve ozgilliigii %91.2 olup, C.
albicans ile hazirlanan simiile 6rneklerde PZT yonteminin en diisiik saptama s 10

hiicre/ml olarak belirlenmistir (103).

Belirtilen ¢alismalarda da goriildiigii gibi farkli onciillerin kullamldig1r PZT ile birlikte
REA, hibridizasyon gibi yontemler uygulandiginda veya “nested” PZT ya da “real time” PZT
kullanildiginda yontemin saptama st daha da diisiik miktarlarda olmaktadir.
Arastirmamizda uyguladigimiz PZT yonteminin simiile drneklerde saptama smri 10°-10°

KOU/mI olarak belirlenmis olup, erken tani acgisindan bu simirin daha da diisiiriilmesi icin
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amaciyla ek ¢alismalar ve PZT yonteminden sonra Candida tiirlerini tanimlamaya yonelik
REA, hibridizasyon gibi ek testlerin yapilmasi planlanmaktadir. Yonteme identifikasyon
basamagmin eklenmesi yontemi daha degerli kilacaktir. Bununla birlikte yontemimizin sadece
C. albicans’1 degil, tim Candida tiirlerinin varligint saptayabilmesi onemlidir. Saptama
sinirlarmi belirlemeyi amacladigimiz testlerde C. glabrata ve C. lusitaniae ile zayif bantlar
elde edilmistir. Daha yogun siispansiyonlar hazirlandiginda bantlar nispeten daha iyi olarak
izlenmistir. Bu durumun bu Candida tirlerinin hiicrelerinin  kiiciik olmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak C. glabrata tireyen kan kiiltiir 6rneklerine PZT

uygulandiginda jel goriintiilerinde bantlar net olarak segilebilmistir.

Uygulanan yontem yaklasik 7 saatte tamamlanmakta olup, bu siire iireme sinyali
alindiktan sonra kan kiilturtinden yapilan pasajlarda Candida tiremesi icin gereken 24-48 saate
gore kisa kalmaktadir. Bu durum yOntemin kandidemi olgularmma erken tanit olanagi

saglayabilecegi diisiiniilerek bir avantaj olarak kabul edilebilir.

Uyguladigimiz PZT yontemi Candida tiirleri ile hazirlanan tiim 6rneklerde pozitif sonug
vermistir. Yontem c¢ok sayida Candida tiirtinii kapsamasi agisindan da avantajli gibi
goziikmektedir. Aspergillus, Rhodotorula gibi mantar tiirleri ve E. coli, S. aueus gibi bakteri
tirleri ile hazirlanan simiile 6rneklerde negatif sonug¢ alinmasi yontemin yalanci pozitifliginin

bu mikroorganizmalar ile izlenmeyecegini gostermektedir.

Calismamiz sadece simiile ornekler ve pozitif bulunan BACTEC 9240 kan kiiltiir
ornekleri ile gerceklestirilmis, kliniklerdeki kuskulu olgulardan kan 6rnekleri
saglanamadigindan c¢ahisilamamistir. Ancak yontemin kandidemi kuskulu olgularm kan
ornekleri ile de calisilmas1 uygun olacaktir. Bununla birlikte kullanilan yontemin BACTEC
9240 kan kiiltiir 6rneklerine uygulanabilmis olmasi, kan alma sorunu olabilecek kandidemi

olgularina uygulama kolayligi yaratabilecektir.
BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde ilireme sinyali veren ve kiiltiiriinde Candida

iiremesi saptanan az sayida (23) kan kiiltiir 6rnegi ¢alisilabildiginden, ¢alismamizda yontem

duyarlilik ve 6zgiillik agisindan degerlendirilememistir. Ancak PZT sonuglarinda 105 bp’lik
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iiriin varlig1 olan gozlenen 23 kan killtlir 6rnegi bu agidan altin standart kabul edilen kan

kiltiirti ile uyumlu bulunmustur.

Uyguladigimiz PZT yonteminin hasta basina maliyeti 8 YTL olup, bu para hastaya
uygulanacak yanhs ya da gereksiz antifungal sagaltim ve hastane masraflart gdz Oniine

alindiginda ¢ok duisiik kalmaktadir.
Sonug olarak; kandidemi kuskulu olgulardan alinan gerek kan gerekse BACTEC kan

kiiltiir orneklerinde 5S rDNA genine 6zgii PCon 1 ve PCon 2 onciillerinin kullanildigi PZT

yontemi ile daha kisa stirede Candida DNA’sinin saptanabilecegi belirlenmistir.

64



8. SONUC ve ONERILER

Calismamizda saglkli goniillilerden EDTA’h tiiplere alinan kan Ornekleri ile kan
kiiltiirtinde iireme saptanmayan BACTEC 9240 kan Kkiiltiir siselerinde hazirlanan simiile

orneklerde 5S rDNA bolgesini hedefleyen PZT ile 105 bp’lik bantlar elde edilmistir.

Ayrica BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde iireme sinyali veren ve daha sonra Candida
tiremesi saptanan 23 BACTEC orneginde de 105 bp’lik bant izlenmistir. Yontem bu agidan
altin standart kabul edilen kan kiiltiirii ile uyum gostermekte olup, PZT nin kiiltiirde tiremeye

gore daha kisa siirede tamamlanabilmesi bir avantaj olarak kabul edilebilir.

Yapilan PZT yonteminin simiile Srneklerde saptama siuri 10%-10° KOU/ml olarak
belirlenmis olup, erken tani1 agisindan bu smirin daha da diistiriilmesi i¢in ek ¢alismalar ve

PZT iirtiniiniinde tanimlama amactyla REA yapilmasi planlanmaktadir.

Calismamiz sadece simiile &rnekler ve pozitif bulunan BACTEC o&rnekleri ile
gerceklestirilmis olup, kliniklerdeki kuskulu olgulardan kan &rnekleri saglanamadigindan
cahisilamamistir. Yontemin kandidemi kuskulu olgularin kan 6rnekleri ile de cahisilmast uygun

olacaktir.
Sonug olarak; kandidemi kuskulu olgulardan alinan gerek kan gerekse BACTEC kan

kiiltiir 6rneklerinde 5S rDNA genine 6zgii PCon 1 ve PCon 2 onciillerinin kullanildigi PZT

yontemi ile daha kisa siirede Candida DNA’smin saptanabilecegi belirlenmistir.
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