/57373

T.C
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

ENFEKSIYON ETKENI OLARAK iZOLE EDILEN CANDIDA ALBICANS SUSLARI
LE KOLONIZE SUSLAR ARASINDAKI GENOTIPIK FARKLILIKLARIN
PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS VE ARBITRARILY PRIMED PCR
YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi
Baris Otlu
Tez YOneticisi

Prof. Dr. Semra Kustimur

ANKARA
2004



ICINDEKILER

GERIS.....ooeeee e s asseaes s assnsaes 5
GENEL BILGILER.........ooiiriiecirte i ssessenssssssssessesssens 8
TAKSONOMILL ...ccveveiirieriireesieriteneenteresteseseeeeesssesserssesssasesssssessessssesseesssnrensns 8
Morfoloji ve Ureme OzellIKIEri........ovueeverereeierireierrerereerereesecsneesesessnenenns 8
ANLIENIK YAPLeveirteereererenrirneeerieriseeseesesssssasssesesesssssssssssessessosssssesssnnseses 10
Virulans FaKLOTIEi. ... eeeveererenrrenrenreneeesereeneseersenseesesseesssesssssesseesnssssnone 10
PatOGENEZ......everreeeeerreeeereeecrereiersresrensreeesssssssnessessesessssssssssasssssessessssssnnanses 11
Kandidozda Savuma Hiicrelerinin Rolfi........cocceeeeueeeueeecruecnrereceecneeranneene 12
Polimorf niikleuslu I6KOSItIEr. ..c.cc.ecvevriirererireereereeercrnrrrreeeeeeeseeeane 12
Monosit ve Makrofajlar..........coccvveeceereeieeeeniieniriecreecesrnnersesnnnseesecnnennns 13
Hiicre aracill immilnite.........cocerervererueremeeereererersesesneeceseesisasseressneessnesns 14
PatOlOJi...ueeeeeeeriinrireeiricceeeiteeresieseressecssavaeseetesesessessassasssssasseressessasasssnsane 14
Hastane Enfeksiyonlar1 ve Candida albicans.....................cocueevceeeecnnnce. 14
Laboratuvar TanISL.........ccoereiererieieieteeeeeeeetestsesseesee s cvaesessesaeeeseennnens 16
Mikroskobik INCElEME.......coueeueerereerrreereireeeereereeeeenereenesesnsnsressnnesesnone 16
KU .. vveeeerresreeereeeessree e reseessessessesste s e e aees st sresesnssasmnnnsessestasassesennresenses 17
SEr0lOJiK TESIET....veereieerrrerrerierrenreeirerereesseesrsressseeeeeaesssesosessessessssnnes 17
Molekliler YONEMIET.......cccoveeverriinerriereeeeenreesneseeeeessssssessessessesssssssnens 18
Tiplendirme YONtemIEri.....coueereereerrriereeerrerreensreresseeeesssseessassssncsaessssnesns 20
Fenotipik y('i.ntemler ................................................................................ 21
Serotiplendirme........cceeeeieerierceiiiecreeeeererrernseereeeseessesseessesessessesssnseans 21
Koloni morfolojisi ile tiplendirme............ccocevecrrceeerecnreenreninenrneeeseeenne 22
RezZiStotiplendirme.......c.cevviererreereriernrnreeessennesineessnseessseesssesserassesessaene 22
Biyotiplendirme..........ccceveeiriieeerteeccierecteeec et 23
Oldiiriicti maya tiplendirilmesi.........cervererrerienserenrrsesersssenseesesssesesnns 23
Protein yapilarina gére tiplendirme...........ccooeveveveerveeninnnnincrenecnnnenes 24
Genotipik YONIEMIET......cccevvrrrierreenreieereerecrretreraereeecestnesnsenesreesensaneeres 24
Pulsed-field jel elektroforez sistemi.........coceveveveereveccnverrensnnrereeessanennes 24

PFGE-Elektroforetik karyotip analizi.........ccceceeeervueeeseenereveessrunenns 25



PFGE-Restriksiyon enzim analiZi.........ceceeeeerneererireresseeesresecseessanerees 25
Niikleik asit cogaltma yontemlerine dayali tiplendirme...................... 26
“Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (PCR-RFLP).......... 26
“Arbitrarily Primed PCR” (AP-PCR).....cccoovvemrimrnrreenerreereenveseesenns 27
Candida albicans Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi.....c.ccecveereecueervennanes 27
Antifungaller ve etki mekanizmalart ........ccocoveeeeeeeernrnvenenseeesreeeseessseennes 29
Antifungallere direng mekanizmalari........cocceeeerveerreevereereeesreeesreesseensens 31
MATERYAL METOD........ccoiiintrtrereninrerireneaeneesesessesessessesssessessosesses 33
Hastalar ve Candida albicans 1zolatlari...........cccveeeevvevenrncveesveeveeessensueens 33

Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktérlerine Ait Bilgilerin Toplanmast.... 33

Kiiltlir ve Suglarin Identifikasyonu............cocevvereereeervereerereererenesereneserans 33
Molekiiler Tiplendirme.........covcevereeeeieciierieninrieeeeireeeseerersesiessssesssessaessenns 36
AP-PCRucvtieeetecrterteterintecessteesseesesssesesseessasesstesessssesssansssssassseseanes 36
PFGE-Karyotiplendirme...........ccoeceereeemivenneseeenesnresenieenseeseseseneesaesanes 39
Yontemlerin ayrim glicti (Diskriminasyon).........c..ceeeevceeceerevecceeaveeenenae 41
BULGULAR........oonevvvvessesrnesessssssssssessssssssssss st sssssssssssssssssssssssssssnen 43
TARTISMA ve SONUC ........cconiriereerrecernreieeenresesseseseeeeesessseesseesesnes 70
KAYNAKLAR.....ctiteeectecteeseesnesesetsseesassesressssesessesssesssessesssenees 85
OZET ...ttt seeese s e ssssisiesse s s srsmessesessssessasassasesens 98
INGILIZCE OZET (SUMMARY)......coooirieeerereeeenesrnsesssesssssssssssssnssns 100

OZGECMIS......oooeeeeeeeeeeereeees st stsssssseesesesesessssasessesssssssasssensassases 102



SIMGELER VE KISALTMALAR

NCCLS :
PCR

PFGE
RFLP
AP-PCR:
PNL

MPO

OAS
NNIS
SDA
EIA

RAPD
EK

ml
°C
Bp

National Committee for Clinical Laboratory Standards

: Polymerase Chain Reaction (polimera zincirleme reaksiyonu)
: Pulsed Field Gel Electrophoresis
: Restriction Fragment Lenght Polymorphism

Arbitrarily Primed PCR

: Polimorf Niikleuslu Lokositler

: Miyeloperoksidaz

: Mononiikleer Hiicreler

: Owatrol aluminium stain

: National Nosocomial Infections Surveillance
: Sabouraud Dekstroz Agar

: Enzim Immunoassay

: Restriksiyon Endontikleaz Analizi

: Megabaz

: Random Amplified Polymorphic DNA
: Elektroforetik Karyotiplendirme

: Mikrolitre
: Mililitre

: Santigrat derece

: Base Pair (baz ¢ifti)



GIRIS

Son yillarda nem kazanan enfeksiyon etkenleri arasinda mantarlar
6n sirada yer almaktadir. Bagisiklik sistemi baskilanmig konakta hastane
enfeksiyonu etkeni olarak bakterilerden sonra dérdiincii sikhikta Candida tlirleri
gelmektedir. Candida enfeksiyonlar bagisiklik sistemi baskilanmig kisilerde, ¢ok
kisa siirede hayat1 tehdit eden klinik tablolar olugturabildikleri i¢in etken patojen
mikroorganizma en kisa siirede tanimlanmali ve tedaviye baslanmahdir !.

Candida tirleri arasinda bulag, olusturduklart klinik tablo,
antifungal ilaglara cevap, morbidite ve mortalite gibi pek g¢ok konuda farkliliklar
bulunmaktadir. Tiirler arasindaki farklarin yaninda, aym tiire ait olan fakat farkh
genotipik 6zellikleri bulunan suslar da tammlanmaktadir 2. Bu nedenle tiir
taniminin yaninda genotip ve serotip tayininin de yapilmas: Snerilmektedir >.

Candida enfeksiyonlarimin tedavi edilmesinde kullanilabilecek
siirl: sayida antifungal ila¢ bulunmaktadir. Bu ilaglardan 6zellikle azol grubuna
ait flukonazol yan etkilerinin az olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Son yillarda
mantar enfeksiyonlarinda ki artiga paralel olarak antifungal ilaglarin kullaniminda
da bir artis gorillmektedir. Antifungal ilaglarin 6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis konaklarda ampirik olarak kullanimi, ilaca diren¢ gelismesinde en
Onemli faktdrdiir. Bu nedenle antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi
zorunluluk haline gelmigstir. Tedaviye cevapsiz olgularda, tekrarlayan mantar
enfeksiyonlarinda bu testler bazi1 merkezler tarafindan uygulanmaya baslanmigtir
4. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) tarafindan

Onerilen antifungal duyarlilik yonteminin uzun zaman aldig1, uygulama zorluklar



oldugu ve merkezler arasinda onemli standardizasyon farkhiliklar1 goriildiigi
bildirilmektedir °. Klinik &rnegin izole edilmesinden sonra, en sik kullalan
antifungal ilaglara duyarlilik sonuglarinin verilmesi tedavinin en erken ve en

dogru sekilde baslamasinda Snemli olmaktadir.

Candida tiirlerinin genotiplendirilmelerinde referans yontem olarak
“Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yontemi 6nerilmektedir. Bu yontem;
restriksiyon enzimleri ile DNA’nin parcalanmasi veya parcalanmadan
elektroforez yapilmasi seklinde uygulanmaktadir 6.7 PFGE yonteminin Candida
tiirlerinin genotiplendirilmesinde “Restriction Fragment Lenght Polymorphism”

(RFLP) den iistiin oldugu bildirilmektedir ®°.

Candida tirlerinin genotiplendirilmesi, enfeksiyon etkeni olan
suslar ile kolonizasyon etkeni suslar arasindaki genotipik iligkinin aragtiriimas: ve
mortalitesi ¢ok yliksek olan kandidemi geligiminde kolonizasyonun 6nemini
ortaya koymaktadir.

Bu tezin amaci; ¢esitli kliniklerde takip edilen hastalardan izole
edilen Candida albicans suslarinin PFGE ve “arbitrarily primed polymerase chain
reaction” (AP-PCR) yontemi ile genotiplendirilmesi, enfeksiyon olusturmadan
hasta ve saglikli kisilerde kolonize olarak bulunan Candida’larin genotipik
Ozellikleri ile karsilagtirilmasi yapilacaktir. B6ylece hastadan hastaya, saglik

personelinden hastaya Candida tiirlerinin gegisi gosterilmis olacaktir. Ayrica



gliniimiizde antifungal ilag olarak en ¢ok kullamilan flukonazole direngli olan

suslar arasindaki klonal iligki aragtirilacaktir.



GENEL BILGILER
Taksonomi

Candidalar Deuteromycota subesinin Blastomycetes sinifinin
Cryptococcales takimindaki Cryptococcaceae ailesi iginde smflandinlan,
blastosporlarla ¢ogalan, yalanci hif yapan, nadiren gergek hif yapan ve eseyli
sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan bir grup anamorf mayadir 10,11

Candida’lann bugiin i¢in 200 kadar tiirii bulunmaktadir. Bunlann
yaklagik %20’si insanlarda enfeksiyon olusturabilmektedir. Bu cins igerisinde C.
albicans (Robin Berkhout 1923) enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiirdiir.
Insanlarda hastalik olusturabilen diger Onemli tiirler ise; C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. keyfr, C. krusei ve C. glabratadir. Ancak
bunlarin disinda C. lusitaniae, C. zeylanoides, C. norvagensis, C. fomata, C. utilis
gibi tiirlerde sik olmamakla birlikte enfeksiyonlardan izole edilebilmektedir 10-13,
Bugiinkii yaklagim; artan ilag kullanimi, cerrahi girisimler, organ nakilleri,

malignite, ciddi yaniklar ve AIDS gibi bireyin bagisiklik sistemini baskilayan

cesitli sebeplerle diger Candida tiirlerinin de patojen olabilecegi yoniindedir 1,

Morfoloji ve Ureme Ozellikleri

Candida lar klinik rneklerde ve kiiltiirlerde 3-6pum boyutlarinda,
kiire seklinde, ovalimsi veya silindirik olabilen, tomurcuklanan hiicreler
(blastokonidyum veya blastosporlar) olarak goriiliirler. Tomurcuklanarak

meydana gelen yavru hiicre ana hiicrenin aymidir. Ana hiicreden ayrilmay1



basaramayan yavru hiicreler yalanci hif geklinde zincirler olustururlar. Seyrek

olarak C. albicans’da gergek hif olusumu da goriilmektedir ',

it 4

Sekil 1. C. albicans’da ¢imlenme borusu ve hif gérintimil.

Sabouraud-dekstroz-agar (SDA) besiyerinde oda 1sisinda ve 37
°C’de iireyip genellikle hamur kivaminda, kirli beyaz veya krem renginde ve tipik
olarak maya kokulu koloniler olugturur. Koloninin besiyeri iizerinde kalan b6l{imii
blastokonidyumlar tarafindan olugturulurken, yiizeyin altinda kalan kisimlar da ise
yalanc1 hifler bulunur 1,13,

Candida hiicreleri misir unlu jeloz gibi besince fakir ortamlarda
yedek besin depolayan klamidosporlar olusturur. Hiflerin iginde, kenarinda veya
uclarinda geligebilen, biiyiik (8-12um), yuvarlak ve kalin duvarli bu olugumlar,
aclia ve diger degisik sartlara karsi hiicreyi korur. Misir unlu jelozda C.

Pre Yy

albicans'm 4 degisik morfoloji olusturarak tiredigi goriiliir. Bunlar; 1) yalanci
misel, 2) blastosporlar, 3) klamidosporlar, 4) seyrek olarak gergek hiflerdir'' 12,
Klamidosporlar C. albicansin en belirgin &zelligidir. C.
tropicalis’in baz1 kokenleri ve C. dubliniensis de klamidospor yaparlar. Ancak
bunlar C. albicans'a ait klamidosporlardan morfolojik olarak farklidir ve C.

tropicalis sonraki pasajlarinda klamidosporlarim kaybeder. Buna karsilik

klamidospor olusumu C. albicans'da sabit bir 6zelliktir n,
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C. albicansh diger Candida’lardan ayirdetmek i¢in kullamlan bir
diger test de ¢imlenme borusu (germ tiip) testidir. C. albicans'in maya hiicreleri
37°C'de 2 saatte fasulye filizini andiran ¢imlenme borusu olustururlar. C. albicans
kokenlerinde pozitif olan bu deneyin diger sik rastlanan higbir Candida tiiriinde

bu kosullarda gériilmemesi tanisal agidan son derecede dnemlidir 10,11,13,15

Antijenik Yap:

Mantarlarda  hiicre duvan  kuru  agirhgmmn  %80-90"
karbonhidratlardan, %10-20’si protein ve glikoproteinden olusur. Karbonhidratlar
mannan, glukan, galaktan, kitin ve kitozan polimerlerinden meydana gelir.
C. albicans’da polisakkarit igeriginin %40°1 potent immunojen olan mannandir.
Mannan yapisal farklihgina gére A ve B olmak iizere iki serotipe ayrlir.
C. albicans’da mannan disinda salgisal proteazlar, enolaz ve 1s1 sok proteinleri
gibi bagka antijenlerde saptanmigtir. Dogumdan itibaren Candida ile temastan
dolay1 ¢ogunlukla serumda mantara karg1 hem 6zgiil antikorlar hem de hiicresel
bagisiklik vardir 13,

Sistemik kandi(iozda ¢esitli Candida antijenlerine karsi olusan
antikor diizeylerinde artis saptanmugtir. Ayrica bu hastalarda hiicre duvan

mannani, lateks agliitinasyon veya enzim immunoassay ile gosterilebilmistir 12,13

Virulans Faktorleri

Farkl: Candida tiirlerinin konagi hastalandirma dereceleri farklidr.

Diger yandan deneyler C. albicans kikenleri arasinda da konag1 hastalandirabilme
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derecesinde farkliliklarin olabilecegi yani virtilans farkliliklarinin varliini ortaya
koymustur 14 Hiicre duvari, adezyon ve hiicre disi1 proteolitik enzim tiretimi en
onemli ti¢ virulans faktoriidiir. Ozellikle konakg epitel ve endotel hiicrelerine
adezyon, ¢imlenme borusu olugturma ve proteinaz enziminin iiretimi Snemli
virulans faktorleri olarak bildirilmistir. Ayrica fosfolipaz enzimi, toksinler, fenotip
degisimi, hiicre duvan ve yiizey degisimi ile hidrofobisite gibi faktdrler de

virulans ve patogenezde 6nemli rol oynamaktadn'lo’m.

Patogenez

Candida tiirleri normal florada bulundugundan, gelisen enfeksiyon
¢ogu kez endojen kaynaklidir. Genellikle enfeksiyondan once kolonize olan
mantar sayisi artig gosterir ve kolonizasyonu enfeksiyon izler B

Candidalar yiizeysel ve derin enfeksiyonlar oln;ak {izere baglica iki
grup enfeksiyona neden olurlar. Yiizeysel kandidozlar deri ve mukozalarin, derin
kandidozlar ise i¢ organ ve sistemlerin enfeksiyonlaridir 13,15

Enfeksiyonun ilk asamasim Candida'larin mukoza epiteli ve
endotel hiicrelerine yapismast olusturur. C. albicans't bﬁ cins igerisinde en sik
kargilagilan tiir olarak One g¢ikaran ozelliklerin baginda mukoza yiizeylerine
yapisma yeteneginin fazla olmasi gelmektedir'®. Yiizeysel kandidozlarda Candida
deri veya mukozadaki bir ¢atlaktan yalanci hifleri ile doku igersine girer. Yalanci
hifler ve bunlardan tomurcuklanan blastokonidyumlarla enzimleri sayesinde epitel
hiicrelere girerek doku i¢ine invazyonunu gergeklestirir 17,

Derin veya sistemik enfeksiyonlarda Once gastro-intestinal

sistemde bir kolonizasyon vardir. Buradaki mukozayr gegen Candida’lar kan
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yoluyla 6zellikle bagigiklik sistemi yetersiz hastalarda hemen hemen her organ ve
sisteme yerlesebilirler. Kandidozun gelismesinde predispozan faktorler tablo 1°de
giisterilmis,tir13 .

Tablo 1. Yiizeysel ve derin kandidozlarda predispozan faktorler B,

e Derinin maserasyonu

e Diabetes mellitus

e Hiicresel immun yetmezlikler
e Genis etki alanh antibiyotikler
e Kortikosteroidler ve bagka immunsupresif ilaglar

e Notropeni(malignite veya malignitenin tedavisi nedeniyle)

e Baz ameliyatlar (organ transplantasyonlari, kalp veya gastrointestinal kanal
ameliyatlar)

e Ciddi yaniklar

e Damar kateterleri
o AIDS
¢ Kronik yataga baglayici hastaliklar

e Damardan narkotik kullamm

Kandidozda Savunma Hiicrelerinin Rolii
Polimorf niikleuslu lokositler (PNL):

C. albicans’in neden oldugu sistemik enfeksiyonlara kars1 konak -
savunmasinda ¢ok ©nemli bir role sahiptirler. PNL’lerin fungusidal
mekanizmalan oksidatif ve non-oksidatif olmak tizere iki tiptedir. Oksidatif
mekanizma nétrofilin bazi potent oksidanlari sentez etmesiyle basarilir. Bu
oksidanlar arasinda hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri, hipoklorik asitler ve
kloraminler sayilabilir. PNL’den hipoklorik asit ve kloramin sentezi yine kendi
sentez ettigi miyeloperoksidaz (MPO) enzimi sayesinde olur. Miyeloperoksidaz,

klorid iyonunun hidrojen peroksid tarafindan oksidasyonunu kataliz eder ve
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bdylece s6z konusu triinler ortaya cikar. Ozellikle, MPO ve hidrojen peroksid
gibi fungusidal molekiiller, PNL’in C. albicans’1 6ldiirmesi igin gereklidir. Buna
kars1 diger Candida tiirleri non-oksidadif mekanizmalarla yok edilebilmektedir.
Non-oksidatif mekanizmada, antifungal aktiviteye sahip bazi protein ve peptidler
rol oynar. PNL’in aziirofil graniillerinde bulunan antimikrobiklerin Candida
tiirlerine kars1 aktivite gosterebildikleri ve bazilarimmin C. albicans’t dogrudan
oldiirebildikleri, yine aym graniillerde bulunan katepsin G’nin de antifungal
aktivitesinin bulundugu kaydedilmistir .

PNL’in kandisidal etkilerine kars1 C. albicans’in PNL’in iglevini
bozma ya da degistirme yetenegi bulunmaktadir. C. albicans’in sentez ettigi bir
takim triinler PNL’in aziirofil graniil igeriklerinin salinmasin1 inhibe
edebilmektedir. Altta yatan bazi hastaliklar ve bunlarin tedavileri sirasinda,
PNL’in fonksiyonlar: bozulmaktadir. Akﬁt l6semililerde, genis yanikli hastalarda,
solid tiim6r ya da lenfoma nedeniyle kemoterapi veya radyoterapi goren

hastalarda PNL’in azalmis kandisidal aktivite gosterdikleri saptanmistir 7.

Monosit ve makrofajlar:

C. albicans’a karsi direngte PNL’in 6nemli bir rol oynadig
anlasilmaktadir. Monosit ve makrofajlar yani mononiikleer hiicreler (MN) ile ilgili
¢aligmalar ise, monositlerin oksidatif mekanizmalarla Candida’ya kars1 savunma
islevini yerine getirdigini gostermektedir. C. albicans’in pulmoner dokudan

eliminasyonunda PNL’ler kadar makrofajlarin da 6nemli oldugu saptanmgtir 17,
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Hiicre aracilikli immiinite:

Lenfositlerin Candida enfeksiyonlarindaki rolti tam anlagilmig
degildir. Aktive lenfositlerden salinan lenfokin benzeri maddelerin C. albicans
iizerinde toksik etkisi bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Candida Antijenlerine kars: T-
lenfosit yamitinin baslamasinda ve makrofajlar ile lenfositlerin aktivasyonunda
lenfosit-makrofaj etkilesimi 6nemlidir. Kronik mukokutandz kandidozlu
hastalarda hiicre aracilikli immunite bozukluklarinin bulunusgu, hiicre aracilikh
immunitenin Candida enfeksiyonlarina karsi direngte Onemli oldugu

diigiindiirmektedir'*' 7.

Patoloji

Yapilan ¢alismalar C. albicans’in hem maya hem de hif formunun
doku invazyonunu gergeklestirebildigini gOstermigstir. Isik mikroskobunda,
hemotoksilen-eozin boyali preparatlarda maya hiicreleri ve hifler soluk mavi veya
leylak renginde izlenir. Maya hiicreleri 3-5 um ¢apinda, yalanc hifler ise 3-5 pm
genigligindedir. “Owatrol aluminium stain” (OAS) teknigi ile Candida tiirleri

parlak kirmizi-mor renkte boyamrlar”.

Hastane enfeksiyonlan ve Candida albicans

Hastane enfeksiyonu hastaneye yatis sirasinda var olmayan veya
kulugka siiresi iginde bulunmayan, ancak hastanede kalma siirecinde baslayan
enfeksiyon olarak tammlanmaktadir. Firsatg1 patojen mantarlarla olusan hastane

enfeksiyonlarimn goriilme siklig1 giderek artmaktadir '%.
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Son 20 yilda nozokomiyal mantar enfeksiyonlarinda 2-12 kat artig
goriilmistiir '°. "National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)" verilerine
gbre Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) 115 hastanenin dahil edildigi bir
calismada; 1980’lerde % 0.2 olan mikoz goriilme sikligy 1990'larda % 0.38'e
ylikselmistir 20 Mantarlar tiim hastane enfeksiyonlarinin %5'inden sorumludurlar
ve Candida tiirleri nozokomiyal mantar enfeksiyonlarimin % 80'ine neden
olmaktadirlar. Yapilan c¢aligmalara goére invaziv kandidoz morbidite ve
mortalitenin baslica nedenidir. Kandidemi hastanede kalig siiresini ortalama 30
giin uzatmakta ve 6liim oran1 % 40-60 arasinda gorilmektedir g

Bu artisin en dnemli sebebi; hastanede yatan hasta populasyonundaki
degisikliklerdir. Kanser ve bagigik yetmezlikli hastalarin seyrindeki diizelmeler,
organ nakillerinin daha fazla yapilmasi, yogun bakim tinitelerinin geliserek destek
tedavisindeki hastalarin artmasi bu hastalarin yagam siiresini uzatmig ancak bu
hastalarda mikoz gériilme sikligini da artirmigtir .4(")zellikle kemoterapiyi takiben
ciddi ve uzun siireli nétropeni gelismesi sistemik mantar enfeksiyonlarn igin
baglica risk faktorii olmaktadir 18,25

Nozokomiyal kandidoz etkeni olarak en sik goriilen tiir C.albicans'dir.
ABD’de yapilan bir ¢aligmaya gore 1980-1990 yillar1 arasindaki 24222 Candida
enfeksiyonunun % 76 s1 C. albicans ile olugsmustur. 1992 yilindaki verilere gére
Hollanda'da biitiin kandidozlarin % 73' C. albicans kaynaklidir '®. Slovakya'da
Ulusal Kanser Enstitiistinde 8 yillik bir siirede 51 C. albicans, 32 non-albicans
Candida fungemisi gériilmiistiir. Benzer oranlar Giiney Amerika, Kanada, Norveg

gibi iilkelerden de bildirilmistir "%,
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Mantarlarin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinin etkenleri
yoniinden iilkemiz, ABD ve Avrupa 1£ilkelerine benzerlik gdstermektedir. Yogun
bakim enfeksiyonlart ig¢inde mantarlarin bulunma siklig1 iilkemizde %6-19
arasinda degisen oranlardadir®®. Cesitli merkezlerin verilerine gore Candida'larin
hastane enfeksiyonlar1 i¢indeki oram1 % 0.4-18 arasinda degismektedir. C.
albicans'in ilk siray1 aldigi sonuglar bildirimler oldugu gibi, non-albicans

Candida'larin 6ne gegtigi sonuglarda vardir 2.

Laboratuvar Tanis1

Candida’lar iist solunum yolu ve gastro-intestinal sistemin normal
flora elemanlann olduklarindan dolay1 laboratuvarda izole edildiklerinde etken
patojen agisindan degerlendirilmeleri zordur. Bogaz stirtintiisii, balgam, trakea ve
brong salgilar, éastrik sivi, digki1 Ornekleri gibi normal florali bolgelerden
izolasyonu hastanin klinik durumu ile birlikte degerlendirilmelidir. Normalde
steril olan kan, beyin omurilik sivisi , eklem, plevra ve perikard sivilarindan izole

edilmeleri enfeksiyonu gosterir '/ '°.

Mikroskobik inceleme:

Boyasiz 1slak preparatlarda, hiflerin ve tomurcuklanan maya
hiicrelerinin  gériilmesiyle ¢ok ¢abuk sonug¢ alinabilmektedir. Florasan
mikroskobunda Kalkoflor beyazi1 (Calcoflour White) boyasi ile inceleme boyasiz
preparatlardan daha iyi sonug¢ vermektedir. Gram boyas: ile boyanan sitoloji

preparatlari, Giemsa veya Wright boyas: ile boyanan fungemili hastalarin kan
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yayma preparatlari, Gomorinin metanamin giimiis boyas1 ile boyanan histoloji
preparatlar1 duyarl1 direk inceleme yontemleridir'2. Preparatlarda yalanci hiflerin
goriilmesi Candida’nin dokuya girdiginin, baska bir deyisle, enfeksiyonun isareti

olarak kabul edilir '

Kiiltir:

Tiim Ornekler antibiyotikli SDA besiyerine ekilerek oda 1sisinda
(22-26 °C) ve 37 °C inkiibe edilirler. Candida tirleri genellikle 24 saat igersinde
koloni olustururlar ancak 48 saatte kolonileri daha belirgindir. Tween 80
besiyerine ekim yapildiginda yalanct veya gergek hif yapip yapmadigi,
blastokonidyumlarin biiyiikliigii, sekli ve dizilimleri ayrica klamidospor olusturup
olusturamadiklar1 saptanabilir'®.

Candida normal kosullarda agiz ve gastro-intestinal sistemin
normal florasinda yer aldig: icin balgam ve gaita 6rneklerinden izolasyonu
enfeksiyon tanisi i¢in yeterli degildir. Bu nedenle Candida’nin bulundugu floray:

iceren 6rneklerden yapilan kiiltiirler dikkatle yorumlanmalidir B,

Serolojik testler:

Derin kandidoz kuskusunda Candida antikor ve antijenlerini
aramaya yonelik serolojik testler kullanmllmaktadir. Ancak bu testlerin duyarhlig:
ve dzgiilliigl distiktiir 2.

Candida’lar normal florada bulunduklarindan, saghkl kisilerde de

antikor cevabt gelismesine neden olmakta bu ise 6zgiil antikorlarin serolojik
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testler ile saptanmasinin degerini azaltmaktadir. Kolonizasyon veya ylizeysel
enfeksiyona baghh olarak olugsmus antikorlar derin kandidozda olugsmus
antikorlardan ayirt edilemezler. Ayrica bagigik 6diinlii hastalarda antikor yaniti
zayif olabileceginden hatali negatifliklere yol agabilir >". Antikor dlgen
testlerden 6zgiilliik ve duyarlilifi en yiiksek olan testler, immunoblot ve enzim
immiinoassay (EIA) yontemlerine dayali testlerdir. Yapilan bir ¢alismada EIA
yontemiyle Candida antikorlar1 %94 6zgiillik ve %53 duyarlilik ile saptanmigtir.
12,27

Antikorlarin saptandif1 serolojik tanmmin bu dezavantajlarindan
dolayi, konak bagisiklik durumunun etkilemedigi, antijen aramaya yonelik testler
daha 6nemli duruma gelmistir. Ozellikle bagisik diinlii hastalarda antijen
saptayan testler daha fazla 6nem kazanmistir. C. albicans’1n 47 ve 48 kDa protein
antijenlerini Slgen testlerdeki gelismeler umut vericidir. Bunun yam sira mannan

antijeni EIA ile %65-70 duyarlihkta ve %100 zgiilliikte saptanabilmektedir '2.

Molekiiler yontemler:

Mantarlarin izolasyon ve tiir tamsinda uzun siireye gereksinim
olmast, taniy1 gabuklagtiracak molekiiler yontemleri glindeme getirmistir.

Klinik Orneklerden Candida izolasyonu ve  Candida
enfeksiyonlarinin erken tanist i¢in PCR yo6ntemi kullanilmaktadir. Geleneksel
kiiltiir yontemlerinde fungal yiikiin ¢ok az oldugu balgam, BOS ve kan gibi
Orneklerden dissemine fungal enfeksiyon tamisinda PCR testi kiiltiir

yontemlerinden daha duyarh bulunmustur 2. Yeni gelistirilen kiiltiire dayal: liziz-
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santrifiigasyon yontemi ile yapilan kargilastirilmali ¢aligmalarda, bu yéntemin
duyarlilign %25-73 arasinda bulunmustur *. Yapilan galigmalarda, 1 ml kamn 100
ul’sinde +10 Candida hiicresini saptanabildigi rapor rapor edilmistir 7°°. PCR
temelli taninin geleneksel kan kiiltlir yonteminden daha duyarli oldugu ve
nétropenik hastalarda yapilan bir calismada ise %97.5 gibi yiiksek negatif
prediktif degere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle fungal yiikiin ¢ok az
olmasi sebebiyle kiiltlir ve serolojik tamimin yetersiz oldugu durumlarda PCR
yonteminin gok etkin oldugu goriilmektedir. *'. Buna gore PCR testi optimal tan
yaklagimi olabilir; ¢ilinkii 1) halen gegerli olan kiiltlire dayali yontemlerden daha
duyarlidir, 2) bir ¢ok mantar tiirline uygulanabilir, 3) ¢esitli 6rneklerde ¢alisilabilir
12

Molekiiler yontemler sadece klinik drnekten mantar1 tanimlamak
i¢in degil ayrica tiir tayini, ila¢ direnci ve epidemiyolojik tiplendirme amaciyla da
kullamlmaktadir.

Mantarlarin  epidemiyolojik tiplendirilmeleri igin, genomik
DNA’nin restriksiyon endoniikleaz (RE) ile kesimini takiben PFGE, DNA’nin
dirck PFGE ile incelenmesi (elektroforetik karyotiplendirme), Southern
hibridizasyon analizi, AP-PCR gibi DNA bazli ve immunoblot finger printing,
hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektoroforezi, multilokus enzim

elektroforezi gibi protein bazl yontemler kullamlmaktadir.
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Tiplendirme yéntemleri

Mantar enfeksiyonlarimn klinik 6nemi bilinmesine ragmen mantar
ile kolonizasyon ve enfeksiyonun patogenezi, gecis sekli ve epidemiyolojisi
konusunda bilinenler sirlidir. Normal flora tiyesi olan C. albicans gibi
mikroorganizmalarin tir diizeyinde tamimlanmasi, etken organizmanin bulasg
kaynaginin izlenmesinde, kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimimn yapilmasinda
yetersiz kalir. Bu tiir organizmalar igin tiir diizeyinin de altinda tiplendirmeye
gereksinim vardir >,

Epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilis amaglar1 Tablo 2 ve ideal bir
epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin 6zellikleri Tablo 3‘de 6zetlenmistir

Tablo 2 . Epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin baslica amaglar1 >+

1- Salginin kaynaginin belirlenmesi

2- Gegis yollarini ve almacak dnlemlerin belirlenmesi

3- Re-aktivasyonun yeni bulastan ayirt edilmesi

4- Hastane enfeksiyonlar ve toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin belirlenmesi

5- Epidemiyolojik stirveyans ve kontrol yéntemlerinin degerlendirilmesi

Tablo 3. Ideal epidemiyolojik tiplendirme yonteminin dzellikleri *2.

1- Standardize olmal1
2- Dogru ve tekrarlanabilir olmah

3- Stabil olmal

4- Benzer ancak identik olmayan mikroorganizmalarin ayriminda yeterli
duyarliliga sahip olmali

5- Uygulanabilir ve ucuz olmali

6- Epidemiyolojik galigmalarda kanitlanmis degeri olmali
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C. albicans igin bu oOzelliklerin tamamim karsilayan ideal bir
tiplendirme yontemi heniiz yoktur. Her yOntemin avantajlar1 ve dezavantajlar
vardir 2.

Candida’lar1  tiplendirmede kullamlan fenotipik yontemler;
serotiplendirme, morfotiplendirme, rezistotiplendirme, biyotiplendirme, 6ldiiriicti
maya tiplendirilmesi, hiicresel proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi ile
analizi, immunoblot finger printing, multilokus enzim elektroforezi’dir. Genotipik
yontemler ise; genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleaz ile analizi, southern
hibridizasyon  analizi,  pulsed-field jel elektroforez  (elektroforetik

karyotiplendirme), niikleik asit ¢ogaltma ydntemleri, baz dizi analizi’dir 32

Fenotipik yontemler:
Serotiplendirme:

C. albicans suslariin  tiplendirilmesinde, serotiplendirme
yOnteminin ilk kez 1931 yilinda uygulandig: bilinmektedir. C. albicans ile diger
Candida tirleri arasinda c¢apraz reaksiyonlarn goriilmesi bu yOntemin
dezavantajidir. C. albicans suslan serotiplendirme ile énce A ve B serotipinde
ayrilmis daha sonra sik goriilmeyen C serotipi bunlara eklenmistir, Yapilan
caligmalarda A serotipinin flusitozine duyarli, B serotipinin ise direngli oldugu
gOriilmistiir. Serotiplendirme yontemi ayrilabilirlilik indeksinin diisik olmas:

nedeniyle C. albicans suslarim tiplendirmede iyi bir yontem olarak goriilmemistir

32
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Koloni morfolojisi ile tiplendirme:

C. albicans’m farkli koloni morfolojileri gosterebilecegi ilk kez
1935 yilinda tanimlanmustir. C. albicans’in morfolojik olarak tiplendirilmelerinde
farkli metodlar kullanilmustir. Ik calismalarda malt ekstrakt agara C. albicans
suslar1 ¢izgi seklinde ekilmis ve 15 ayr1 morfolojik tip tamimlanmigtir. Daha
sonralar1 bu ydntem gelistirilerek bir kodlama sistemi getirilmis, ¢izgi ekimde
koloniler kenar ve ¢izgi ylizeyi olarak baslica iki a¢idan degerlendirilmistir.
Koloni kenarlar1 dagilim, geniglik ve yap1 y6niinden, koloni ylizeyi ise; topografi,
kalite, derinlik-gevseklik Ozelliklerine gore degerlendirimistir. Bu y6ntemin
uygulandig1 bir ¢alismada 446 sus 50 farkli morfolojik tipe aynlmis ve
ayrilabilirlilik indeksinin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yine aym kaynak
da yapilan diger baz1 caligmalarda da ylizey goriinimii, rengi ve kenar

2 ¢ albicans’n

durumlarina gore tiplendirme yapilabilecegi belirtilmistir
morfolojileri genellikle sabit kaldigindan, ucuz, basit, 6zel alet ve ekipman
gerektirmeyen ve yoénteme gore degismekle birlikte 100°den fazla morfotip

ayrimina izin veren, bu tiplendirme yOntemi epidemiyolojik calismalar igin

onerilmektedir .

Rezistotiplendirme:

C. albicans’n rezistotiplendirme ile tiplendirilmesi ilk kez 1979
yilinda uygulanmigtir. Yo6ntemin esasi gesitli inhibitér maddelerin farkli
konsantrasyonlarinda hazirlanan kat1 besiyerlerinde, C. albicans’in tiremesinin

inhibisyonuna gére sus ayrminin yapilmasma dayamr. Inhibitér madde olarak
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malagit yesili, borik asit, sodyum arsenat, bakir siilfat, akrilamid, 4-klororesekinol,
sodyum selenit, giimiis nitrat, klorheksimit, 5-florositozin, tuz gibi kimyasallar
farkli konsantrasyonlar1 da kullamilmigtir. Bu yontemin ayrim giicii farkh

caligmalara gore degismektedir 36-38

Biyotiplendirme:

Hiicre dis1 enzim veya karbon kaynaklarinin asimilasyonunu esas
alan bir yontemdir ***. Farkli karbon maddelerinin asimilasyonuna dayanan
tiplendirme c¢aligmalarinin sonuglari kullanilan karbon maddelerine gore
degismektedir. Karbon kaynagi igeren ticari kitler kullanilarak yapilan
biyotiplendirme c¢alismalarinda aynlabilirlilik indeksinin  diisik  oldugu
goriilmiigtir *'. Enzim degisikligine gore yapilan biyotiplendirme ¢aligmalarinda
valin anil amilidaz, sistin anil amilidaz , alfa-glukozidaz, N-asetil-beta-glukoz
amnidaz gibi enzimlerin kullamilmig ve C. albicans A, B, C, D olmak iizere dort
degisik serotipe ayrilmigtir. Bu calismada ve bu konuyla ilgili yapilan benzer
calismalarda y6ntemin tekrarlanabilirligi yiiksek olmasina kargin ayrim giicii zayif

bulunmustur3 2,

Oldiiriicti Maya Tiplendirilmesi:

Oldiiriici mayalar duyarli mikroorganizmamn hiicre duvarina
spesifik baglanan ve antimikrobiyal etkili ekzotoksin salgilama &zelligindedir.
Oldiiriicti maya tiplendirilmesi C. albicans suslanmn tiplendirilmesinde ilk kez

Polnelli ve arkadaglan tarafindan 1983 yilinda tanimlanmistir. Bu ¢alismada 25
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farkli tip belirlenmistir. Oldiirtici maya tiplendirmesi ¢esitli bakterilerin

tiplendirilmesinde de kullanilmaktadir *.

Protein yapilarina gore tiplendirme:

Bir hiicrenin protein profilinin elektroforetik polimorfizmi ilk defa
1972 yilinda tammlanmistir. Bu ydntem maya proteinlerinin poliakrilamit jel
elektroforezi (PAGE) sonucu olusan farkli protein profillerinin gosterilmesine
dayanir. Bu yontem sadece serotip A ve B’nin ayriminda yardimci olmustur.
Yo6ntemin ayrim giicii farkln proteinlere kars: olusturulmus monoklonal antikorlar
kullanmlarak arttirtlmaya g¢alisilmistir 32 Daha sonra gelistirilen multilokus enzim
profili (izoenzim profili) yontemi ile her organizma igin hiicresel enzimlerin
elektroforetik protein farkliliklar1 gésterilmistir. Yapilan ¢alismalarda ydntemin

ayrim giicii yeterli bulunmustur *.

Genotipik Yontemler
Pulsed Field Jel Elektroforez Sistemi

Yaklagik bir megabazdan (Mb) daha biiyiik dogrusal ¢ift iplikli
DNA molekiilleri geleneksel agaroz jel elektroforezinde goriintiilenememektedir.
Bunun nedeni jelin por biiyilikligiiniin dogrusal DNA’nin jelde gé¢ edebilmesi
i¢in yeterli olmamasidir®. 1984 yilinda maya kromozomlarii ayirt etmek igin
gelistirilen PFGE yo6ntemi ile 5 Mb boyutundaki DNA parcalar1 jel iizerinde
goriintlilenebilmigtir. Bu yéntemde, DNA molekiilleri belirli zaman araliklarinda

birbirine farkli agida elektiriksel alanlarin etkisine brrakilir. Bliyiikk DNA
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molekiilleri farkli agilardan gelen elektirik akiminin etkisiyle agaroz jel {izerinde
¢ozilerek gog eder *°.

PFGE’nin tiirleri yiiksek ayrim giicii, tekrarlanabilirlilik 6zelligi ve
yorumlama kolaylig1 ile bugiin molekiiler tamda ve epidemiyolojide 6nemli bir
ara¢ olmustur. Bu yOntemle DNA’min elektroforetik karyotiplendirmesi,
restriksiyon analizi, ribotiplendirme yapilabilmektedir*®. Bununla birlikte PEFGE
yonteminin kiiltiirti yapilabilen organizmalara uygulanabildigi, yontemin oldukca
uzun siirdiigii (yaklagik4-5 giin) ve pahali 6zel araglara ihtiya¢ duyulan bir

uygulama oldugu unutulmamalidir 4

PFGE-Elektroforetik karyotip analizi:

Schwartz ve Cantor gelistirdikleri PFGE yontemi ile kromozom
biytkliigiindeki DNA  molekiiliinlin  genetik  ayrimimi  (elektroforetik
karyotiplendirme) basarmuslardir>. Elektroforetik karyotiplendirme metodu sus

ayrim igin yeterli gesitlilik gosterir.

PFGE-Restriksiyon Enzim Analizi:

“Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)” ¢ift iplikli
genomik DNA’nin bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra
agaroz jel elektroforezinde kesilen pargalarin ayrigtirilmasi ve jelde goriilen bant
paternlerinin kargilastirilmasi temeline dayamr46.

Bu yontemde, sivi veya katt  besiyerinde {iretilen

mikroorganizmalar, diigilk erime 1sil1 agaroza karngstinlip kiigiik kaliplar igine
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dokilmektedir. Agaroz i¢ine karigtirilan maya hiicreleri, deterjan ve enzim
yardimiyla pargalanarak (in situ-lysis) DNA izolasyonu yapilir. PFGE igin
genomik DNA tim olarak gerekli oldugundan, DNA’da kirilmalara yol agan
geleneksel DNA izolasyonu bu ydntem i¢in uygun degildir. Agaroz igindeki maya
DNA’s1 nispeten az sayida ve biiyiik pargalar olusturan bir restriksiyon enzimi ile
kesime ugratilir (in situ-digestion). Daha sonra bu DNA kaliplar1 agaroz jel
icersinde PFGE sistemi ile elektroforeze tabi tutulur. PFGE sistemi ile uygulanan
elektrik akimi ile 10-800 kilobazlik DNA pargalart net olarak ayurt edilmesine
imkan saglamaktadir 4. Bu yontemin aynm glicii kullanilan restriksiyon enzimine
baglidir. C. albicans igin en ¢ok kullamlan restriksiyon enzimleri Sfi I, EcoRlI,

Hinf Pdir %%,

Niikleik Asit Cogaltma Yéntemleri

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):

Restriksiyon enzimleri (RE), 0zgil - olarak DNA’y1 Dbelirli
bolgelerden keserek genellikle 1000-20.000 baz ¢iftlik pargalar olugturan
enzimlerdir. PCR-RFLP i¢in siklikla kullanilan enzimler arasinda Sfil, Sma, Apal,
Hind III sayilabilir. PCR-RFLP ile 6nce 6zel bir genomik bolge amplifiye edilir.
Daha sonra amplifiye edilen bu bolge restriksiyon enzimleri ile kesilir ve agaroz
jel’de geleneksel elektroforeze tabi tutulur. Bu yontemle alt-tipleme daha kisa

stirede ve yliksek glivenirlilikte yapilabilmektedir 30,



27-

“Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)” Analizi:

“Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) olarak da bilinen
bu yOntemin temel prensibi, hedef bolge olmaksizin rastgele seg¢ilmis kisa
primerler kullamilarak genomik DNA’daki benzer bélgelerin amplifikasyonunun
saglanmasidir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar1 agaroz
jelde saptanabilen farkli sayr ve uzunluktaki (baz ¢ifti) bantlarin olusmasina
neden olur. Kullanilan primerler genellikle 9-10 bazlik, kisa primerlerdir ve G-
C’ce zengindir. Primerlerin baglanma 1silart diigtiriilerek (40-50 °C) hem
kendilerine 6zgii bolgelere, hem de 6zgiil olmayan bdlgelere baglanmalar
saglanmaktadir. Aym tiir icindeki farkli suglarda baglanma yerlerinin sayist ve
birbirine olan wuzakliklar1 degisik olacagindan, agaroz jel elektroforezinde
amplifiye edilen parcalarin sayis1 ve biiyiikltigii de farklilik gosterecektir. Cogalan
tirlinlerin  gorintiilenmesi ile tiire 6zgli “finger print”ler olusur. Bu y&ntem
Candida’lann tiplendirilmesi i¢in ilk defa 1992 yilinda kullanilmigtir. Uygulama
kolayligi ve kisa siirede sonug verebilmesi yontemin avantajidir. En 6nemli
dezavantaj1 heniiz  standardizasyonun saglanamamis  olmas1t  ve

tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir *¢-°,

Candida albicans Enfeksiyonlariin Epidemiyolojisi

Yiizden fazlé tiirli bulunan Candida’lann bir kisminin insanlarda
hastalik olusturdugu bildirilmistir. Candida tiirleri normal kosullarda insanlarin
%30-50’sinin gastro-intestinal kanal ve kadinlarin %20-30’unun genital yol

florasinda bulunur. C. albicans normal florada en sik bulunan tiirdiir; agizdan
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izolasyonlarin %60-80’nin, genital yol izolasyonlarimin %80-90’nim1 olusturur.
Bununla birlikte deri florasinda C. albicans diger tiirlere oranla daha az rastlanur.
Cevre arastirmalarinda da C. albicans tiirii ender olarak izole edilirken, C.
tropicalis ve C. parapsilosis gibi diger patojen tiirler toprak ve bitkilerden izole
edilebilirler .

Kandidozlarda da en stk izole edilen tir C. albicans’tir.
Infeksiyolardan izole edilen diger Candida titleri, C. tropicalis , C. parapsilosis,
C. krusei, C. lusitaniae, ve C. glabrata’dir. Kandidozlarin biiyiik bir gogunlugu
endojen kaynakli olup kisi agiz, deri, vajen veya gastro-intestinal kanal floasinda
bulunan Candida’lar ile infekte olur. Bunu destekleyen bulgular pozitif basigh
odalarda ¢ok titizlik gosterilen ortamlarda gelisen kandidozlardir. Ayrica Candida
tirleri ile kolonizasyongn kandidoz i¢in Onemli bir risk faktérii oldugu
goriilmektedir’’. Bazi ¢aligmalarda hastanede yatan hastalarda, 6zellikle yeni
dogan servislerinde goriilen Candida salginlart bildirilmistir. Bu salginlardan
izole edilen suglarin tiplendirilmeleri sonucu, etkenin hastadan hastaya gegisi
kamitlanmugtir '2-°'32,

Mantar enfeksiyonlarin klinik énemi bilinmesine ragmen mantar
ile kolonizasyon ve enfeksiyonun patogenezi, bulag sekli ve epidemiyolojisi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Molekiiler tiplendirme yéntemleri, Candida
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin anlagilmasinda ve hastane enfeksiyonlarinin
Onlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Normal flora iiyesi olan C. albicans’in tiir

dizeyinde tanimlanmasi, etken organizmanin kaynagim izlemede, kolonizasyon



-29-

ve enfeksiyon arasindaki ayrimu belirlemede gok yetersiz kalir. Bu yiizden tiir
diizeyinin de altinda tiplendirmeye gereksinim vardir ',
Antifungaller ve Etki Mekanizmalar

Cesitli nedenlerden dolay: antibakteriyellerle karsilagtirildiklarinda,
antifungal ajanlara diren¢ mekanizmalar1 konusundaki bilgilerimiz oldukga
kisithidir. Bunun 6nemli nedenlerinden biri fungal etkenlerin yakin zamana kadar
Onemli patojenlerden kabul edilmemesidir.

Ornegin 1950-1970 yillar1 arasinda kandidoza bagl 6lim hiz1 sabit
kalmig ancak 1970’li yillardan sonra hasta yagamim uzatmaya yoénelik gelisen
tibbi uygulamalara bagh olarak bu enfeksiyonun goriilme sikhiginda 6nemli
oranda artig goriilmiistiir. Fungal enfeksiyonlardaki bu artis antifungallere kars:
diren¢ gelisimini ve bunlarin yol agtig1 toksik etkileri de beraberinde getirmistir.
Bunun sonucunda hayati tehdit eden fungal enfeksiyonlarla savasta etkili ve
giivenli yeni ajanlarin arastirlmasi iz kazanmugtir >,

Antifungal ilaglarin geliétirilmesinin temelinde iki 6nemli strateji
bulunmaktadir. Bunlardan biri kullanilan antifungallerin daha genis spektrumlu ve
daha diiglik toksisiteye sahip olan tiirevlerinin gelistirilmesidir. Diger onemli
nokta ise memeli hiicrelerine zarar vermeden segici toksisite saglayacak
hedeflerin bulunmasidir. Mantarlarin da okaryotik hiicre yapisina sahip olmasi
segici toksisitenin saglanmasim giiclestirmektedir>>' >,

Amfoterisin B yaklagtk 30 yil boyunca ciddi mantar

enfeksiyonlarinda tek segenek olarak kalmigtir. Ancak yol agtii siddetli

nefrotoksisite, bu antifungalin kullamimim kisitlamaktadir. 1980°lerin sonlan ve
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1990’larin baglarinda kullamima girmis olan imidazol ve triazol grubu ilaglar,
lokal ve sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde etkin ve giivenli (diigiik
toksisiteli) secenekler olarak karsimiza ¢ikmaktadir *°.

Antifungal ilaglar, mantar hiicresinin zarina, duvarina, sitoplazmasina,
mikrotiibiiller proteinlerine baglanarak toksik etki gosterirler. Bu etki
“fungustatik” (liremelerini durdurucu) veya “fungusit” (61diiriicti) olabilir .

Bugiine kadar klinik kullanima girmis olan antifungallerin 6nemli
bir boélimii ergosterol metabolizmasim ya da ergosterolin kendisini hedef
almaktadir >, Ergosterol fungal plazma membraninda bulunan majdr steroldiir.
Bagta hiicre zarmmin akigkanlii, biittinliigli, kitin sentezi gibi zarda bulunan

enzimlerin fonksiyonunun diizenlenmesi gibi hiicresel olaylarda nemlidir >,

Tablo 4. Antifungaller ve hedefleri.

y Hedef .- . . Kimyasal siif Ajan
DNA/RNA sentezi Pirimidin Flucytosine (5FC)
Membran bariyer fonksiyonu Polienler Iﬁm fot.erlsm B

1statin
Ergosterol biyosentezi Naftitin, terbinafin
Tolnaftat
Skualen epoksidaz Alilaminler Bifanazol,
Tiyokarbamat
Azoller
140-Demetilaz Imidazol Bifanazol,
(sitokrom p450-14DM) Klotrimazol,
Ekonazol,
- Triazoller Ketakonazol,
Mikanazol
Flukanazol,
itrakonazol,

y terkonazol
As_j{.eduktaz ve Morfolinler Amorfolin
A"'-1izomeraz

Mitoz (mikrotiibiiller) Griseofulvin
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Antifungallere Diren¢ Mekanizmalar:

Derin mikozlardaki artigla birlikte antifungallerin yaygin
kullanllmas1 sonucunda bu ilaglara direng gelistigi; direncin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasiyla direncin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasimi dnleyecek
stratejiler gelistirilmesi saglanabilecektir .

Antifungal ilaglara yamitta; klinik faktorler, mantar hiicresi ile ilgili
faktérler ve molekiiler faktérler olmak fizere ti¢ y6nii bulunmaktadir. Klinik
faktorler; hastanin bagisiklik durumu, ilacin farmakolojisi veya mikozun tipi ve
derecesi ile ilgili olabilir ve hastaligin tedavisinin basarisiz kalmasina yol agar.
Mantar hiicresi ile ilgili olanlar; dogal direngli tiirlerin gen ekspresyonu yoluyla
direng genlerinin duyarh kdkenlere aktarilmasi sonucu direngli fenotipler ortaya
cikar. Molekiiler faktorler; (i) sitoplazma zarinin engelleyici islevinin bozulmasi,
(ii) makromolekiil sentezinin baskilanmasi (iii) ergosterol sentezinin baskilanmast
veya (iv) mikrotiibiiller ile etkilesim bigimindedir. C. albicans ‘da gosterildigi gibi
efluks pompasinda degismeler, hedef enzimin biyosentezi sirasinda iglev goren
diger enzimlerde degismeler bu faktorler arasinda sayilmaktadir >3

Antifungal direng primer ve sekonder olarak da ifade edilir. C.
lusitaniae ve Pseudoallescheria boydii kokenleri amfoterisin B’ye; Mucoralles’de
yer alan mantarlar flukonazol’e dogal diren¢ gosterirler. Bu “primer direng”
olarak adlandinilir. Ancak bazi durumlarda antifungal maddeye baslangigta
duyarh olan mantarlarin duyarhiliklarinda daha sonra azalma ortaya ¢ikabilir veya

o antifungale karg1 direng geligebilir. Bu ise “sekonder direng” olarak adlandirlir.
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Bu durum klinik tedavi ve enfeksiyonun seyri agisindan ¢ok daha énemlidir.
Edinilmis direng klinik bagariy1 etkileyen 6nemli bir unsurdur.

Bazi mantarlar antifungal maddenin etkisine “tolerans” ad1 verilen
bir bagka direng gekli gosterirler. Toleransa sahip olan bir mantar fungusid olan
bir ilag tarafindan Oldiirlilmeyip tiremesi inhibe olan organizmadir. Diger bir
deyisle fungusid 6zellikteki antifungalin fungistatik &zellik tagir hale gegmesidir.
Dolayisiyla bazi mantarlar bu ilacin etkisini fungistatik oldugu noktaya kadar
tolere ederler.

Antifungaller etkili olduklar1 yere gore ii¢ grupta toplanabilirler; (i)
allilaminler, azoller, morfolinler; mantarin esas sterolii olan sentezini
baskilayarak, (ii) polienler, dogrudan hiicre zari ergosteroliin {izerinde hasar
olusturarak, (iii) S5-fluorositozin makro molekiillerin sentezini baskilayarak

antifungal etki gosterirler *°.
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MATERYAL METOD

Hastalar ve Candida albicans izolatlar:

Bu c¢alisma, 1150 yatakli Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesin’de yapilmistir. Hastanemizin Hematoloji-Onkoloji servisinde 03.2000-
12.2002 tarihleri arasinda toplam 43 hastadan, enfeksiyon etkeni olarak kabul
edilen 51 C. albicans susu izole edildi. Kolonizasyon suslan ig¢in, 26.02.2001 ile
30.05.2001 tarihleri arasinda, erigkin hastalarin takip edildigi yogun bakim
iinitelerinde yatan tiim hastalarin agiz, burun, cilt, perine, kateter olmak {izere
farkli viicut bolgelerinden ve varsa idrar sondasindan, yara ylizeyinden stiriintii

ornekleri alinds.

Epidemiyolojik Iliski ve Risk Faktorlerine Ait Bilgilerin Toplanmasi:
Calismaya alinan her hasta i¢in epidemiyolojik c¢aligma formu

dolduruldu. Hastalarin adi-soyadi, cinsiyeti, hastaneye yatis-¢ikis tarihleri, altta

yatan hastalik, C. albicans’in izole edildigi tarih, izole edildigi 6rnek caligma

formuna kayidedildi.

Kiiltiir ve Suslarm identifikasyonu:
Steril ekiivyonlar ile alinan 6rnekler Sabouraud dekstroz agar
(SDA) plaklarmna ekildi ve plaklar 48 saat 35°C’de inkiibe edildi. Olusan maya

kolonilerinden “gimlenme borusu” olusumuna bakildi. Cimlenme borusu pozitif
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olan 6rnekler C. albicans olarak ayrilip, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

Ozgiil primerler kullamlarak molekiiler olarak da C. albicans dogrulamas yapildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile C. albicans’n tespiti:

C. albicans’a 6zgii primerlerin segimi:

Miyakawa ve arkadaslariin® C. albicans’in EO3 gen bolgesinden
sectikleri, 105 baz ¢iftlik C. albicans’a ozgiil bolgeyi hedef alan primerler
kullanldi.

Primer 1: 5'--CAC CAA CTC GAC CAG TAG GC--3'

Primer 2: 5'--CGG GTG GTC TAT ATT GAG AT--3’

DNA ekstraksiyonu:

I-Gerekli ¢gozeltiler

-Lizis tamponu
10 mM Tris (pH 7.6), 10 mM EDTA (pH 8.0), 50 mM NaCl,, % 0.2 SDS,
200 pg/ml proteinaz K

-Sferoblast parcalama tamponu
Ornek bagina 2 U/ml lyticase,
50 mM Tris (pH 7.6), 1 mM EDTA, % 0.2 B-merkaptoetanol

-%10’luk SDS

- 4 M Sodyum asetat
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II-Yontem
-Maya hiicreleri 1ml lizis tamponuna McFarland 0.5 olacak sekilde slispanse
edilip, 65 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
-Inkiibasyondan sonra 500 ul sferoblast olusturma tamponu eklenip 37 °C’de
30 dakika inkiibe edildi.
-5 dakika kaynatmadan sonra SM potasyum asetat eklenerek buzda 25 dakika
bekletildi. Daha sonra 13.000Xg’de 10 dakika santrifiij edilip tist stvi yeni bir
tiipe alind1.
-Isopropil alkol ve %70 etanol kullanilarak sirasyla, DNA ¢ktiirme ve yikama

islemi gergeklestirildi. Coktiirtilen DNA 30 pl distile su ile sulandirildi.

PCR reaksiyon kartgima:
Son Konsantrasyon
PCR 10 X buffer 1X 5ul
MgCl, 2.5 mM Sul
Primer 1 50 pmo]/ul lp.l
Primer 2 50 pmol/pl 1ul
Taq DNA polimeraz) 2.5U/ul 0.5 ul
DNTP’s 200 uM 1ul
Ekstrakte DNA . Sul
Su 315 u
Toplam Hacim 50l
Amplifikasyon programa:

Denaturasyon igin 94 °C’de 4 dakika

Denaturasyon igin 94 °C’de 30 saniye

Primer baglanmasi i¢in 56 °C’de 1 dakika 35 siklus
Primer uzamasi i¢in 72 °C’de 2 dakika

Primer uzamasi i¢in 72 °C’de 5 dakika
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Amplifikasyon iriinleri %2’lik agaroz jelde, 1X TBE tamponunda,
1 saat, 100V elektroforeze tabi tutuldu. Etidyum bromiirle ile boyanarak UV

transliiminat6r altinda bantlar goriintiilendi.

Molekiiler Tiplendirme:
AP-PCR:
C. albicans’n tiplendirilmesinde M13 primerleri kullanilarak AP-
PCR ile genotiplendirme yapildi.
I-Gerekli ¢ozeltiler:
%1 SDS
TE tamponu; 10 mM Tris, ImM EDTA (pH:8.0)
Fenol
Kloroform
%70-100liikk Etanol
II-Yontem:

Ekstraksivon (DNA eldesi):

AP-PCR i¢in C. albicans DNA’larinin izolasyonunda, Akada ve
arkadaglarmm® PCR i¢in uyguladiklan ve sadece %0.025°lik SDS kullanarak
maya kolonilerinden DNA eldesi saglayan protokolleri, asagida gosterildigi gibi
modifiye edilerek kullamldi:
a-izolatlarm hazirlanmas:

1-C. albicans izolatlar’min SDA besiyerine pasajlar1 alinip, 24 saat 35 °C’de

tiretildi.
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2- Saf kiiltiir halinde iireyen koloniler (plagin yaklagik dortte biri) 1.5 ml %1°lik
SDS igersinde stispanse edildi.

b-DNA’nin izolasyonu ve saflagtirilmasi:
1-1.5 ml’lik Eppendorf tiipde, %1’lik SDS igerisinde hazirlanan maya
stispansiyonlar en az 30 saniye vortekslendi.
2- 3000 X g’de 5 dakika santrifiij edildi.
3- Ust fazin 600 pl’si yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine, 600 ul fenol eklenip
vortekslendi ve 13.000 X g’de 5 dakika santrifijj edildi.
4- Ust faz yeni bir tiipe aktanldi. 600 pl kloroform eklenip, vortekslendi ve
13.000 X g’de 5 dakika santrifiij edildi.
5- Ust faz yeni bir tiipe alinip ve iizerine 1ml, %100 liik etanol eklenip —70
°C’de 2 saat bekletildikten sonra, sogutmali santrifiijde 13.000 X g’de 15 dakika
santrifiij edildi.
6- Ust stv1 atik kabina dokiildiikten sonra tizerine 1 ml sogutulmus %70 etanol
eklenip 10 dakika santrifiij edildi ve {ist kisimdaki alkol tamamen bosaltildi.
7-DNA pelletleri oda 1sisinda kurutulduktan sonra, 50 pl TE tamponu ile
sulandirildi.
8-UV spektrofotometre (GeneQuant, Pharmacia Biotech) kullanilarak DNA
konsantrasyonlan 6l¢iildii. DNA siispansiyonlari, konsantrasyonlar1 50 ng/pl

olacak sekilde sulandirild1.
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AP-PCR i¢in Durmaz ve arkadaslann tarafindan daha Once

bakteriler i¢in standardize edilmis olan, M13 primerinin kulanildig

uyguland.

61,62 srotokol

[- 2X amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi:

10 X Amplifikasyon tamponu 200 pl
dNTP miks (2 mM) 200 pl
MgCl, (25 mM) 320 ul
Steril DNaz ve RNaz icermeyen su 280 ul
Toplam Hacim 1000 pl

I1- 50 pl olan amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi:

2 X Amplifikasyon karigimi 25 ul
Primer M13 (100 pmol/ul) 1ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5l
Steril Dnaz ve Rnaz igermeyen su 21.5pul
Toplam Hacim 50 pl

Primer: M13: 5'--GAG GGT GGC

II- Amplifikasyon programi

Denaturasyon i¢in 94 °C’de S dakika

GGT TCT--3'

Primer baglanmasi igin 40 °C’de 5 dakika > 2 siklus

Primer uzmasi i¢in 72 °C’de 1 dakika
A

Denaturasyon igin 94 °C’de 1 dakika

Primer baglanmas: i¢in 40 °C’de 1 dakika > 40 siklus

Primer uzmasi igin 72 °C’de 2 dakika

—
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d-Sonuglarin gézlenmesi:

12 pl amplifikasyon iirlinline % oraninda brom fenol mavisi
eklendikten sonra %2 agaroz jel iginde 1x TBE buffer ile, 6nce 1 saat 100 V’ta
sonra 1 gece 50 V’da elektroforeze tabi tutulup, agaroz jel etidyum bromid ile

boyandi. Bantlar UV transliiminaté6r ile goriintiilenip fotograflan g¢ekildi.

e-Bantlarin yorumlanmasi:

M13 primerleri ile AP-PCR’da genotip ayrimi igin, GelCompar
bilgisayar programi kullanildi. Benzer genotiplerin belirlenmesi igin “Dice
similarity coefficient” (benzerlik katsayisi) esas alindi®® . Buna gére benzerlik
katsayr %70’in alt1 olan izolatlar ayn genotip, benzerlik katsayist %70-90 arasi

olainlar'alttip, %95-100 olanlar aym genotip olarak degerlendirildi.

PFGE-Elektroforetik karyotiplendirme:
[-Gerekli ¢gozeltiler
- 75 mM NaCl + 25 mM EDTA (pH 8)
- 125 mM EDTA (pH 7.5)
- 0.5 mM EDTA (pH 9) + %7.5 B-merkaptoetanol
- 50 mM EDTA (pH 7.5)
- ES (0.5 M EDTA pH 9-9.5 +%]1 Sarcosine)+ 1 mg/ml proteinaz K

-0.5 MEDTA (pH 9)
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II-Yontem

a-Diskin hazirlanigt

1- SDA’da 48 saat 30 °C’de {ireyen maya hiicreleri 2 ml 75mM NaCl ve
25 mM EDTA (pH:8) tampon solusyonunda siit bulanmkligi olacak sekilde
stispanse edildi.

2- Maya siispansiyonu 230 x g’de 5 dakika santriflyj edildi.

Siipernatan atilip, pellet 2 ml NaCl ~-EDTA solusyonunda siispanse edildi.

3- 125 mM EDTA (pH 7.5) iginde %1.5’1uk diisiik erime 1s1h agaroz hazirlandi
ve 37 °C’deki hiicre siispansiyonuna eklendi (1:1 olacak sgekilde 250 pl
alinarak eklenir.). 2000 U Zymolyase 20T’den 50 ul/ml olacak sekilde ilave
edildi. Hiicre-Agaroz-Zymolase karisimindan diskler hazirlanip, 1 saat +4
°C’de buzdolabinda bekletildi.

4- Diskler donduktan sonra 5 ml 0.5 mM EDTA (pH 9.0) %7.5 B-
merkaptoetanol siispansiyonuna alindi ve 37 °C’lik su banyosunda yavas
sekilde ¢alkalayarak bir gece inkiibasyona kaldirilda.

5- Svi dokiildikten sonra plaklar 5 ml 50 mM EDTA (pH 7.5) ile 1 kez
yikandi.

6- Yikamadan sonra 5 ml ESP (0.5 mM EDTA, pH 9-9.5, %! sarcosine,
Img/ml proteinaz K soliisyonu) soliisyonunda 50 °C’de sicak su banyosunda
kuvvetle calkalayarak bir gece inkiibe edildi.

Diskler 0.5 M EDTA’ya (pH 9) transfer edildi ve +4 °C ‘de saklandi.
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b-Pulse-Field Gel Electrophoresis

Cihaz: CHEF DR II (Biorad)

Agaroz jel: %0.7 (Seakem Agar)

Tampon solusyonu: 1 X TBE (0.1 M Tris, 0.09 M Boric acid, 0.01 M EDTA)

Elektroforez kosullar::

0.5X TBE Buffer

Baglangi¢ zamani: 90saniye

Bitis zamam: 360 saniye

Toplam stire: 36 saat

3.5V/em?, 12 °C
e-Bantlarin yorumlanmasi:

Cekilen resimler GelCompar (Applied Maths) bilgisayar programina

aktarilarak bantlarin analizi yapildi. Bir veya daha fazla bant farklilig1 gdsteren

izolatlar farkli tip olarak yorumlanda.

Yintemlerin ayrim giicii (Diskriminasyon):
AP-PCR ve PFGE-EK ile suslarin ayrilabilirlilik indeksini
belirlemek ve ydntemin ayrim giiciinii tespit i¢in Hunter ve Gaston® gelistirdikleri

matematiksel formiil kullanildi.

S
D= 1-1/N(N-1)Xnj(nj-1)
I=1

D : Aynlabilirlik indeksi

N : Caligmada test edilen sug sayis1
s : Belirlenen toplam tip sayisi

nJ : J inci tipe ait sug sayisi
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Bu formiilde D degeri 0 ile 1 arasinda degisebilir. Bir tiplendirme

y6teminde bulunan ,D degerinin 1’e yakinlig1 tiplendirme yonteminin ayrim

glicliniin yiiksek oldugunu gosterir 32
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BULGULAR
I-Hasta ve C. albicans izolatlari

Hematoloji-Onkoloji servisinde toplam 43 hastadan izole edilen 51
C. albicans izolati caligmaya alind1. Izolasyonu yapilan 6rneklerin 20’si agiz ici
plak, 10’u balgam, 8’i idrar, 5°i gaita, 2°si BAL (Bronkoalveoler lavaj), 3’ii yara,
1’1 ETA (endotrakeal aspirat), 1’i katater ucu, 1°’i intra abdominal mayi idi. C.
albicans suslarinin izolasyon tarihleri tablo 5°de go6sterilmistir.

Tablo 5. Hematoloji-Onkoloji servisinde izole C. albicans suglarinin aylara gére
dagilimi.

ABIZiGi  pooam  idrar  Gaita  BAL  Yara ETA  Kateter 1MAD
plak mayi

05.2000 18
06.2000
07.2000
08.2000 19
09.2000 4
10.2000 11,9 50 12 51
11.2000 8 5 7
12.2000  15,14,6, 16 17 10
01.2001 2, 13,1
02.2001 24
03.2001 27,23,25 45 28 21
04.2001 39 22
05.2001
06.2001 26,3
07.2001
08.2001
09.2001
10.2001  33,31,32
11.2001 46 47 48 20 29
12.2001 49
01.2002 38 43 37
02.2002 44,42 30 34,36 41
03.2002 40
04.2002
05.2002
06.2002
07.2002
08.2002
09.2002
10.2002
11.2002
12.2002 35
Not: Rakamlar sug numaralarim géstermektedir.
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Cesitli yogun bakimlarda yatan 21 hastanin farkli wviicut
bélgelerinden almman toplam 105 Ornegin 32’sinde C. albicans iretildi. Bu
orneklerin 11°1 agiz i¢i, 6°s1 perine, 3’1 cilt, 4’ yara, 2’si sonda ucu, 2’si burun
mukozasi, 1’1 nazofarenks, 1’i katater, 1’i idrar ve 1°i agiz kenarindan izole
edildi. C. albicans izolatlarinin izole edildikleri yogun bakimlar ve tarihleri tablo

6 ve 7’de gosterilmektedir.

Tablo 6. Izole edilen C. albicans suslarnin yogun bakimlara gére dagilim.

Agizigi  Perine Cilt Sggga Burun Nazofarenks Katater Idrar Yara Toplam
GCYB 65,6966 70 67 68 6
KVCYB 79’77%61’ 81 82 60,80 8
BCYB 52,71,57 55 5359 58 56 5462 10
Reanimasyon 73 72”7757’83 76 63 64 ' 8
Toplam 11 6 30 2 2 1 1 1 5 32

GCYB: Genel cerrahi yogun bakim KVCYB: Kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakim
BCYB: Beyin cerrahi yogun bakim
Not: Rakamlar sug numaralarin1 géstermektedir.

Tablo 7. Yogun bakimlardan izole edilen suslarin aylara gére dagiluma.

Agizi¢i  Perine Cilt Sonda Burun Nazofarenks Katater Idrar Yara
02.2002 (1);:;? 52,57 55 53,59 58 56 54,62
032002 0 60
042002 0122 ®
01-15 ML 9 67 68
$2002 15 S PR 1eme 64 80

Tiplendirme ¢alismalarina her iki gruptan epidemiyolojik,
demografik ve klinik bilgilerine ulagabildigimiz, 51’1 hematoloji onkoloji servisi,

32’si yogun bakimlardan olmak {izere toplam 83 C. albicans izolat1 dahil edildi.
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I1I-Epidemiyolojik iligki ve risk faktorlerine ait bilgilerin toplanmasi

Hematoloji-Onkoloji servisinden 33 aylik periyotta 51 C. albicans
susu izole edildi. Hastalarin 24’t erkek, 19’u kadin olup yaglar1 38-75
arasindaydi. Hastalarin yatis siireleri 21-83 giin arasinda degismekteydi.
Hastalarin tiimiine ¢esitli invaziv girisimler uygulanmistir. Hastalarin klinik,
demografik, epidemiyolojik verileri ve risk faktorleriyle ilgili ayrintili bilgiler
tablo 8’de gosterilmigtir.

Kolonizasyon suslarinin genotipik farkliligini ve enfeksiyonla
iligkisini ortaya koymak igin 21 yogun bakim hastasindan 02.2002-05.2002
tarihleri arasinda 32 C. albicans susu izole edildi. Bu hastalarin 13’1 erkek 8’i
kadin olup yaslann 35-76 arasinda degismekteydi. Izole edilen C. albicans
suslarinin h1g: biri enfeksiyon etkeni olarak kabul edilmedi ve hastalar antifungal
ila¢ kullanmadi. Yogun bakim hastalarinin klinik, demografik ve risk faktorlerine

ait bilgiler tablo 9 yer almaktadir.
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II-Cevre ve Hastane personelinden Izolasyon Calismalan

C. albicans izolatlarimin izole edildigi donemde, hastalarin
¢evresinden (hava, masalar, ilag dolabi, lavabo, yatak ve musluklar) ve ilgili
saglik personellerinin agiz, el ve burunlarindan aliman Orneklerin yapilan

izolasyon ¢aligmalarinin hig birinde C. albicans izole edilemedi.

IV-Suslarmn identifikasyonu

Toplanan tiim 6rneklerin SDA besiyerine ekimleri yapilip 48 saat
35 °C’de inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden ¢imlenme borusu testi yapilarak
pozitif sonug veren Ornekler olas1 C. albicans izolat olarak saklandi. Daha sonra
bu Orneklerin C. albicans’a 6zgii primerler kullamlarak PCR ile dogrulamasi
yapildi. 105 bp’lik bolgede bant gozlenen Srnekler kesin C. albicans olarak

tanimland.

Sekil2. 2, 6 ve 9. 6rnekler C. albicans pozitif. Marker: Haelll (Fermentas, MBI)
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V-Suslarin antifungal duyarhlik profili

Hematoloji-Onkoloji hastalarindan enfeksiyon etkeni olarak izole
edilen 51 C. albicans izolatinda NCCLS M27A belgeseline uygun olarak in vitro
sivi mikrodiliisyon yontemi ile flukonazol duyarliliklar1 aragtirild % Bu

Orneklerin 12’si flukonazole direngli olarak bulundu.

VI-Alt tiplendirme
A-Epidemiyolojik Gruplama

Calismaya alman suslar epidemiyolojik verilerine gore
gruplandirildi. Ayrica suslar, izolasyon dénemlerine gore (bir aylik periyot) alt
gruplara aynldi. Bir aylik periyotta izole edilen C. albicans izolatlar1 ayni
epidemiyolojik gruba dahil edildi (Tablo 10). (Tablo da her bir harf
epidemiyolojik olarak farkli bir susu temsil eder)

Tablo 10. Hematoloji-Onkoloji suslarinda klasik epidemiyolojik gruplama.
Sus Epidemiyolojik grup

18

19

4

11,9,50,12,51
8.5,7
15,14,6,16,17,10
2,13,1

24
27,23,25,45,28,21
39,22

3,26

33,31,32
46,47,48,20,29
49

38,43,37
44,42,30,34,36,41
40

35

wn|(@ FOIZ|Z || A=~ |nm|C|O|=|>
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Yogun bakim hastalarindan izole edilen C. albicans izolatlarinin
klasik epidemiyolojik verilerine gére gruplandirilmas: tablo 11°de gosterilmigtir.
Yogun bakim iiniteleri, hastane i¢ersinde aym koridor tizerinde yer almaktadirlar.
Bu yilizden yogun bakim iinitelerinin farklilift epidemiyolojik gruplamaya
yansitilmamugtir. Bir aylik periyotta yogun bakim hastalarindan izole edilen C.
albicans izolatlar ayn1 epidemiyolojik gruba dahil edilmistir.

Tablo11. Yogun bakim suslarinda epidemiyolojik gruplama

Sus Epidemiyolojik grup
52,57,55,53,59,58,56,54,61,62 A
60 B
63 C
65,66,71,69,70,67,68 D
78,79,74,72,75,81,83,76,77,82,64,80,73 E

B-Molekiiler Tiplendirme
I-AP-PCR

Amplifikasyon driinlerinin agaroz jel elektroforezinden sonra
“Nikon coolpix 995 dijital kamera ile ¢ekilen fotograflar GelCompar programina
aktarilarak analizleri yapildi. Marker olarak 1Kb DNA Leader (Promega)
kullanildz.

Hematoloji-Onkoloji  izolatlarinin AP-PCR ile tiplendirme
sonuglar1 sekil 3 (1-17 numaral izolatlar), sekil 4 (18-34 numarali izolatlar), sekil
5’de (34-51 numaral izoltalar), yogun bakim izolatlar1 ise sekil 6 (42-68 nolu

izolatlar) ve 7°de (69-83 numarali izolatlar) gsterilmigtir.
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17 nolu izfatlar).

larinin AP-PCR sonuglari 1-

i sus

.

9

1

c

il 3. Hematol

Sek

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 M 27 28 29 30 31 32 33 34 M

Sekil 4. Hematoloji-Onkolop suglarinin AP-PCR sonularl (18-34 nolu izolatlar).
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M 35 36 37 44 M 45 46 47 48 49 50 51 M

e

Sekil 6. Y n bakim sularlm AP-PCR snuglarl (52-68 nolu izolatar). -
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70 71 72

Hematoloji-Onkoloji ve yogun bakim izolatlarimin GelCompar
sistemiyle “Dice similarity coefficient” (benzerlik katsayis1) esas alinarak yapilan
analizleri sekil 7 ve sekil 8 *de goriilmektedir. Benzerlik oran1 %90-100 arasinda

olan suglar ayni, %70-90 arasinda olan suslar iliskili, kabul edilmigtir.
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Dica (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

AP-PCR

AP-PCR

Sekil 8. Hematoloji-Onkoloji izolatlarmin GelCompar ile “Dice Similarity

Coefficient” esas alinarak elde edilen dendograma.



AP-PCR
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Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) (0.0%-100.0%]

AP-PCR

Sekil 9. Yogun bakim izolatlarmin GelCompar ile “Dice Similarity Coefficient™ esas

alinarak elde edilen dendograma.
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Tablo 12. Hematoloji-Onkoloji suglarinin AP-PCR ile genotiplemesi sonucu
klonal iligkili suslar.

. IzolatNo Genotip - fzolatNo Genotip
S R 1 a4 18
39 la o e 182
45 10 31 18b
a7 10 24 18¢c
a8 10b L2623 19
- 51,50 11 2029 192
13 13 o 19b
2 13a e 20
7 13b o188 20a
8 13c 241 22
6,10 15 Ay 22a
11 15 SR 24
13 16 LAY 24a
15 16a '
4 16b

Hematoloji-Onkoloji hastalarindan elde edilen, toplam 43 hastaya
ait 51 izolat AP-PCR ile tiplendirilmistir. Bu yoéntemle 24 farkli genotipte izolat
tanmimlanmigtir. Genotipik olarak aym yada benzer olan suglar tablo 12’de
goOsterilmistir.

AP-PCR Ile tiplendirme sonucunda %90-100 arasinda benzerlik
gosteren; 51=50 (genotip 11), 1=3 (genotip 13), 6=10 (genotip 15), 26=23
(genotip 19), 20=29 (genotip 19a) ve 42=41 (genotip 22) numarah izolatlar aym
genotip olarak tammlanmugtir (Sekil 8, Tablo 12). Bu izolatlardan 20=29 (genotip
19a) hari¢, aym grupta yer alan izolatlar aym hastamin farkh 6rneklerinden izole

edilmis suglardir. AP-PCR ile %70-90 arasinda benzerlik gosteren suslar klonal
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iligkili olarak degerlendirilmigtir. 18-18a-18b-18c ve 19-19a-19b-19¢ genotipleri
klonal iligkili bulunan en kalabalik gruplardir.

Tablo 13.Yogun bakim suglarinin AP-PCR ile genotiplemesi sonucu klonal
iliskili suglar.

Izolat Genotip - lzolat Genotip
70 1 e 7
o la 66 7a
72 3 65 7b
4 3a 63 7c
B 3b 5756 3
0 4 e 10
g 4a e 10
B 6 - 59-58 1
76 6a - s 1a
L O 54 16
55 16a
61 16b

Yogun bakim hastalarindan izole edilen 32 C. albicans izolat1 AP-
PCR ile 16 farkli genotipe ayrilmistir (Sekil 9). Genotipik olarak aym yada benzer
olanlar tablo 13°de gosterilmistir.

57=56 (genotip 8) ve 59=58 (genotip 11) numaral: suslar %90-100
arasinda benzerlik gosterdiklerinden aym grupta yer almiglardir. Genotip 8’e dahil
olan suslar aym hastanin idrar ve agiz i¢i stiriintti 6rnekleridir. Genotip 11°de yer
alan suglar aymi hastanin burun siiriintiisii ve sonda ucundan izole edilmistir.

AP-PCR sonuglarina gére %70-90 arasinda benzerlik bulunan en
kalabalik grup, genotip 7, 7a, 7b, 7c’dir. Bu izolatlarin hi¢ biri aym hastaya ait

degildi.



-61-

II-PFGE- Elektroforetik Karyotiplendirme

C. albicans izolatlarimin jel igerisinde ekstraksiyonlarindan sonra,
PFGE sistemiyle elektroforez i¢in kaynaklar gézden gegirilerek verilen akimm
farkla baslangi¢-bitis zamanlari, akim ve elekroforez siireleri denendi. Kaynaklar
goz Oniine alinarak yapilan 48 saatlik, 90-300 saniye, 6 V/em?, 0.5X’1lik TBE (0.1
M Tris, 0.09M Boric acid, 0.01 M EDTA) tamponundaki (sekil 10a) ve 53 saatlik
(130 saniye 140 V 20 saat, 300 saniye 150 V 14 saat, 300 saniye 110 V 22 saat
olmak iizere) 0.5X’lik TBE (0.089 M Tris, 0.089 M Boric acid, 0.0025 M EDTA)
tamponundaki elektroforez sonuclarinda bantlarin fotograflanamayacak kadar

silik oldugu gozlendi (Sekil 10b).

Sekil 10. a- 48 saatlik, 90-300 saniye, 6 V/em?
b- 130 saniye 140 V 20 saat, 300 saniye 150 V 14 saat,
300 saniye 110 V 22 saat olmak iizere toplam 56 saat

Bunun {izerine kaynak bilgileri modifiye edilerek -elektroforez

kosullari; 90-360 saniye (baslangi¢-bitis zamani), 3.5V/em® akimda, 36 saat
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olarak degistirildi. Elektroforezden sonra, jel 0.5 pg/ml’lik etidium bromid ile 15
dakika boyandi. Karyotiplendirme i¢in en iyi sonug bu kosullardaki elektroforezde
elde edildi. Bant biiyiikliiklerinin kargilagtinlmas: i¢in 50-2250 Kb’lik Pulse
Marker (Sigma) kullanild.

Daha sonra Nikon Coolpix 995 ile fotograf g¢ekildi ve resimler
GelCompar II programmna aktarilarak bant analizleri yapildi. Elektroforetik
karyotiplendirmede izolatlar, tek bir bant farkinda bile ayn sug olarak
degerlendirildi.

Hematoloji-Onkoloji ve yogun bakim suslarmin, PFGE
kullanilarak yapilan elektroforetik karyotiplendirme sonuglan sekil 11, 12, 13, 14,

15 ve 16’da gosterilmistir.

Sekl 11. Hematoloji-Onkoloji sulmln PFE—Katlplendle sonuglari
(1-14 nolu izolatlar)
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15 16 17 18 19 20 31 32 33 34 35 36 37 38 M

(15-20 ve 31-38 nolu izolatlar)

22 23 24

T

25 26 27 28 29 30 79 80 81 8 83 M

-~ L - S »: . e
Sekil 13. 22-10 arasi nolu izolatlar Hematoloji-Onkoloji suslarinmn,

79-83nolu izolatlar Yogun Bakim suglarinin PFGE-Karyotiplendirme sonuglari.
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30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 M

e
L

3 %
L
.

Lt

SL(lsl‘armm ‘karyotiplendi sonuglari.

Sekil 14. Hematolop-Onkoloj;
(39-52 nolu izolatlar)
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66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 7778 M 22
N e " ‘

Skil 16. YogunBaklm suslarinin PFG-Karyotiplendirme soug:larl
(66-78 nolu izolatlar) (22 nolu izolat Hematoloji-onkoloji susu)

Tablo 14. PFGE-EK ile ayn1 olan Hematoloji-Onkoloji suslari.

{zolat ‘ Genotip
51=50 1
2597 7
41=42 ey 26
13 = 29
1516 33
3637 42

PFGE-EK tiplendirme yontemi ile aym1 bulunan suslar tablo 14’te
goOsterilmigtir. Buna gére 51=50 (genotip 1), 25=27 (genotip 7), 41=42 (genotip
26), 1=3 (genotip 29), 15=16 (genotip 33) ve 36=37 (genotip 42) numaral

izolatlar aym1 olarak bulunmustur.
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Tablo 15. PFGE-EK ile ayni olan yogun bakim suglari.

- Izolat Genotip
75-76 I 1
53-54 | 4
- 83-82 | 10
64-65 i 11

PFGE-EK tiplendirme ile ayn1 bulunan yogun bakim suslar tablo
15°de gosterilmistir. Yogun bakim hasatlarindan izole edilen 75-76 (genotip 1),
53-54 (genotip 4), 83-82 (genotip 10) ve 64-68 (genotip 11) numaral izolatlar

aym bulunmustur.

III-Klasik epidemiyolojik bilgiler, AP-PCR ve PFGE-EK yontemlerinin
karsilastirilmasi
Incelenen suslarin AP-PCR, PFGE-EK ve klasik epidemiyolojik
gruplandirma sonuglar1  karsilagtinlldi (Tablo 16). Klasik epidemiyolojik
gruplandirma, farkli hastalardan izole edilen C. albicans suslann igin
degerlendirilmigtir.

Hematoloji-Onkoloji hastalarinda EK ile ayni genotipte ¢ikan 50-
51, 1-3 ve 41-42 numaral: izolatlar AP-PCR ile de aym genotip igerisinde yer
almiglardar.

41 ve 42 (genotip 22) numarah izolatlar ayn1 hastaya ait farkls
Orneklerdir. AP-PCR ile farkli hastalara ait 37, 38 ve 40. numaral1 (genotip 22a,
22b, 22c¢) izolatlar, 41 ve 42 numaral1 izolatlarla iligkili bulunmusgtur. Bu izolatlar
klasik epidemiyolojik gruplandirmada da aym grup iginde yer almiglardir. Ancak
PFGE-EK ile 37, 38 ve 40 numarah izolatlar 41=42 numaral1 izolatlardan
genotipik olarak farkli bulunmugtur (Tablo 16).

PFGE-EK ile aym genotipte yer alan ve aym hastalarm farkli
Omeklerinden izole edilen 25=27, 37=36 numarali izolatlar AP-PCR ile
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birbirlerinden tamamen farkli bulunmugtur. EK ile aym bulunan 15 ve 16
numarali suglardan 16 nolu susg yeterli bant saglanamadigindan AP-PCR ile

tiplendirilememistir.

Tablo 16- Hematoloji-Onkoloji izolatlarimn AP-PCR, PFGE-EK ve klasik
epidemiyolojik gruplandirma sonuglarinin karsilagtinimasi.

. AP-PCR PFGE-EK Klasik epidemiyolojik
Izolat . .
Genotip Genotip gruplandirma
25 1 7 |
39 la 28 J
45 10 27 I
47 10a 13 M
48 10b 3 M
51 o 11 o | . 1 D
50 | 1. 1 D
1 13 29 = G
3 13 29 - K
2 13a 30 G
7 13b 14 E
8 13¢c 18 E
6 15 15 F
10 15 19 F
11 15a 20 D
13 16a 23 G
15 16b 33 F
14 16¢ 21 F
34 18a 40 P
33 18b 8 L
31 " 18¢ 41 L
24 18d 2 H
23 19 31 I
26 19 37 K
29 19a 4 M
27 19b 7 I
19 20a 9 A
18 20b 10 B
o = 26 P
42 f 2 260 P
37 22a 42 P
38 24a 43 P
40 ‘ 24b 32 R
16 - 33 F
36 4 42 P
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Yogun bakim izolatlar incelendiginde, 53 ve 54 numarali izolatlar
PFGE-EK ve AP-PCR ile ayn1 genotipte bulunmuglardir. PFGE-EK ile genotipik
olarak aym bulunan 75 ve 76 numarali suslar AP-PCR ile klonal iligkili
bulunmugtur. PFGE-EK ile ayn1 genotipte yer alan 82 ve 83 numarali izolatlardan
83 numarali izolat yeterli bant sayis1 elde edilemediginden AP-PCR ile
tiplendirilememigtir. AP-PCR ile genotipik olarak ayni bulunan 57 ve 56, 59 ve 58
numaral: izolatlar PFGE-EK ile farkli bulunmuslardir.

Tablo 17- Yogun Bakim izolatlarimn AP-PCR, PFGE-EK ve klasik
epidemiyolojik gruplandirma sonuglarinin karsilagtirilmasi.

. AP-PCR PFGE-EK Klasik epidemiyolojik
Izolat . r
Genotip Genotip gruplandirma
70 1 21 D
71 la 23 D
72 3 2 E
74 3a 3 E
73 3b 6 E
78 4 13 E
80 4a 8 E
75 6 1 E
76 6a 1 E
64 7 11 E
66 Ta 29 D
65 7b 16 D
63 Tc 11 C
57 8 14 A
56 8 15 A
62 10 18 A
67 10a 24 D
59 11 17 A
58 11 19 A
52 11a 25 A
53 16 4 A
54 16 4 A
55 16a 5 A
61 16b 26 A
83 10 E
82 13 10 E
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Yointemlerin ayrim giicii (Diskriminasyon):

Hunter ve Gaston’un * gelistirdikleri matematiksel formiil
kullanilarak, AP-PCR ve PFGE-EK yontemlerinin aynm giigleri hesaplandi.
Yapilan hesaplama sonucunda her iki yontemin ayrim giicii de yiiksek bulundu

(AP-PCR D=0.999, PFGE-EK D=0.999).
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TARTISMA

Candida tirleri insanlarda enfeksiyon olusturabilen en yaygn
fungal patojendir. Bu organizmalar invaziv olmayan ylizeysel enfeksiyonlardan,
derin dokular1 tutan sistemik enfeksiyonlara kadar genis hastalik spektrumuna
sebep olurlar. Yiizeysel kandidoz agiz boslugu, farinks, 6zafagus, barsaklar,
mesane ve vajinaylr kapsayan mukozalar ve epidermis ile ilgiliyken; derin
kandidozun sikhikla g6zlendidi organlar bbrekler, karaciger, dalak, beyin, gézler
ve kalptir .

Ikiytizii askin Candida tirii igerisinde, enfeksiyonlardan en sik
izole edilen tiir C. albicans’tir. Enfeksiyonlardan izole edilen diger tiirler ise C.
guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C.
lusitanie, C. dublinensis ve C. glabrata’dir ® .

Nozokomiyal enfeksiyonlar igersinde Candida’lar 6nemli bir yer
tutar ve yiiksek morbidite ve mortalite nedenidirler 21,8248 - Candida
enfeksiyonlarinin  klinik 6neminin bilinmesine ragmen kolonizasyon ve
enfeksiyonun patogenezi, gecis sekli ve epidemiyolojisi konusunda bilinenler
sinirlidir °. Normal florada yér almayan etkenleri epidemiyolojik ¢aligmalarda tiir
diizeyinde saptamak genellikle yeterli olmaktadir. Ancak normal flora veya
gevrenin iiyesi olan C. albicans gibi mikroorganizmalar: tiir diizeyinde
tanimlamak, etken organizmanin kaynagini izlemek, kolonizasyon ve enfeksiyon
arasindaki ayrnim ig¢in olduk¢a yetersiz kalir. Bu yiizden bu tiir organizmalarin
epidemiyolojik ¢aligmalan i¢in tiir diizeyinin de altinda tiplendirmeye gereksinim

vardir 2.
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C. albicans igin ideal bir tiplendirme yOntemi heniiz yoktur.
Kullanilan y6ntemlerin avantajlani ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Kullanilan
tiplendirme yonteminin basarisi tekrarlanabilirlifine ve ayrim giictintin yiiksek
olmasina baghdir. C. albicans i¢in bir ¢ok tiplendirme yontemi olmasina karsmn
heniiz standart bir yontem bulunmamaktadir.

Candida’lann  tiplendirmede kullamilan fenotipik yOntemler;
serotiplendirme, morfotiplendirme, rezistotiplendirme, biyotiplendirme, Sldiiriicii
maya tiplendirmesi, hiicresel proteinlerin analizi, immunblot fingerprinting ve
multilokus enzim elektroforezidir’ > 3:43:%:70 " Ancak bu yontemlerin ayrim
giicli cogunlukla yetersiz kalmakta ve izolatlarin birbiri ile genetik olarak iligkili
olup olmadigin1 ayirt edememektedir .

Molekiiler ve genetik tiplendirme yontemlerinin uygulama alanina
sokulmas: ile fenotipik yontemlerin yetersiz ayrim gliclinden kaynaklanan
dezavantajlar1 ortadan kaldirlmistr®, C. albicans’n tiplendirilmesinde genotipik
yontemler oldukga basarili bulunmustur B

Molekiiler tiplendirme yo6ntemlerinin sayis1 her gecgen giin
artmaktadir. Fakat “altn standart” denilebilecek bir yontem belirlenememistir’>.
Siklikla kullanilan y6ntemler, AP-PCR (RAPD), PFGE-EK, PCR-RFLP, PFGE-
REA, Sourthen hibridizasyon analizleridir. Bu y6ntemler arasindan hangisinin
kullamlacagi, yOntemin ayrim giicli, tekrarlanabilirligi, kullamm kolayhig,
kuruluma maliyeti, testin siiresi ve yorumlama kolaylig1 gibi baz1 kriterler goz

oniinde bulundurularak karar verilir . Bununla birlikte epidemiyolojik ¢aligmalar
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i¢in birden fazla molekiiler yontemin birlikte kullanilmasim &neren yayimnlar da
bulunmaktadir 27,

Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla en ¢ok bagvurulan
yontemlerden biri olan AP-PCR tekniginde mikroorganizma genomu, bir veya
daha fazla primerle rastgele ¢ogaltilir ve ortaya ¢ikan patern farkliliklar:
degerlendirilir. Kullanilan primerler genellikle 9-10 bazlik kisa primerler olup G-
C’ce zengindir *"%. Kullamlan primerler tiplendirilecek mikroorganizmamn
genom bilgisine gerek olmadan rastgele secilebilecegi gibi, genom tizerindeki
belli bolgelere yonelik bilingli olarak da segilebilir. C. albicans’in
tiplendirilmesinde AP-PCR yo6ntemi, kolay uygulanabilir olmas: ve kisa slirede
sonu¢ vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle diger yontemlere gore daha avantajhi
gozikmekte ve siklikla kullamldig: bilinmektedir %6 7,

AP-PCR ile tiplendirmede yontemin ayrim gilicii kullamlan
primerlere gére degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda Candida’larin tiplendirilmesi
i¢in siklikla kullanilan primerler, OBU1-OBU-2-OBU3, RSD11-RSD-12, ERIC1-
ERIC2, OPBO1-OPBO20-OPG10, PC1-PC2 ve MI3 primerleridir '-767,
Ulkemizde yapilan iki ¢aliymada Cnd3-Cnd-4 ve ERICI-ERIC-2 primerleri
kullanilmigtar”* Biéde bu ¢alismamizda C. albicans suslarim tiplendirmek igin
ayrim giicii yiiksek olarak bildirilen®' ~** M13 primerini tercih ettik.

AP-PCR uygulamasi1 i¢in farkli DNA ekstraksiyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bu y6ntemlerde mantar hiicre duvarini pargalamak i¢in Lyticase
ve Proteinaz K gibi enzimler kullanmilmakta, bu da hem siireyi hem de maliyeti

60

arttirmaktadir 2%, Caliymamizda, Akada ve arkadaslarmun® mantarlarin
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PCR’1 igin kullandiklann ekstraksiyon yontemini modifiye ederek ilk kez
epidemiyolojik bir ¢aligmada kullandik. Bu y6ntemde mantar hiicre duvarim
parcalayarak genomik DNA’y1 tahrip etmeden elde etmek i¢in %1°lik SDS
kullandik. DNA saflagtirmasi i¢in fenol-kloroform, ¢oktiirme ve yikama igin
etenol kullanilmigtir. Herhangi bir enzim kullanmadifimiz igin y6ntemin
uygulama siiresi kisa ve maliyeti oldukga diigiiktiir. Buna kargin ekstraksiyondan
sonra Sl¢tiigiimiiz DNA miktarlar1 AP-PCR uygulamast igin yeterli diizeyde (500-
1000 ng/ml) bulunmustur.

C. albicans’1n tiplendirilmesi i¢in M13 primerleri ile yapilan AP-
PCR calismalarinda ortalama 7-15 bant elde edildigi belirtilmektedir 81,85,86
Yaptigimiz ¢alisgmada 10-16 arasinda bant elde edilmis ve elde edilen bant say1si
suslan tiplendirmek igin yeterli bulunmugstur. 4,5,12,21,83 numarali izolatlar, iki
kere calisilmasina ragmen yeterli y bant sayisi elde edilemediginden g¢alismaya
dahil edilmemistir.

Hematoloji-Onkoloji hastalarmdan elde edilen toplam 43 hastaya
ait 51 izolat AP-PCR ile tiplendirilmistir. Bu y6ntemle 24 farkli genotipte izolat
tammlanmistir. Yogun bakim hastalarinin AP-PCR ile tiplendirilmesinde ise 32
izolat 16 farkli genotipe ayrilmisgtir.

Caligmamuzda bir diger molekiiler tiplendirme yéntemi olarak da
elektroforetik karyotiplendirme kullamilmustir. Elli kilobaz iizerindeki DNA
elektroforetik olarak ayrilmaz olarak bilinirken, 1984 yilinda gelistirilen PFGE
sistemi ile kromozom biiyiikliigiindeki DNA molekiiliiniin genetik ayrimi

32

(elektroforetik karyotiplendirme) gosterilebilmistir *“. Elektroforetik karyotip
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analizi (EK), kromozomlardaki biiytikliik degisimlerinin pulsed field.elektroforez
ile degerlendirilmesi temeline dayamir. Elektroforetik karyotip analizi, C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. galbarata, C.
neoformans, C. immitis ve H. capsulatum i¢in kullanilmigtir 8,

Magee ve arkadaglarimin 1987 yilinda yaptiklar: bir ¢galigmada dort
C. albicans susunu karyotiplendirdiklerinde 5-7 DNA bandi elde etmigler ve her
sugun farklh DNA paternini gdstermislerdir 88 Yapilan bir bagka ¢ahsmada 17
hastadan izole edilen C. albicans suglarimin karyotiplendirilmesinde 6-9 band elde
edilmis ve 14 farkli karyotip belirlenmigtir % Biitlin bu ¢alimalarin sonucunda
elektroforetik karyotiplendirme yonteminin sus ayrimu igin yeterli varyasyon
gosterdigi ve epidemiyolojik ¢aligmalarda kullamlabilecegi bildirilmistir. Yapilan
karsilagtirmali  ¢aligmalarda  elektroforetik  karyotiplendirme  analizinin,
tekrarlanabilirliligi yiiksek, duyarli ve yorumlamasi kolay bir yéntem oldugu
bildirilmistir ¢ .

PFGE-Karyotiplendirme analizlerinde yeterli sayida bant
saglanabilmesi igin belirleyici unsurun elektroforez sartlar1 ve siiresinin oldugu
belirtilmektedir. Ayrica elektroforez kosullar igin herhangi bir standart protokol
de yoktur. Bu ¢aligmada, en iyi sonucu 90-360 saniye, 3.5 V/em?, 0.5X TBE ve 36
saatte elde ettik. Tiplendirme sonucunda siklikla 4-9 bant elde edilmigtir.
Elektroforetik karyotiplendirmede suslar arasindaki tek bir band farklilif1 bile,
suslarin birbirlerinden tamamen farkli oldugunu gostermektedir 87,90

Bu ¢alismada; PFGE-Karyotiplendirme yontemi ile Hematoloji-

Onkoloji hastalarindan izole edilen 51 sus 45 farkli genotipe, yogun bakim
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hastalarindan izole edilen 32 sus ise 28 farkh genotipe ayrlmugtir. Elektroforetik
karyotiplendirme ve AP-PCR’mn ayrim giicii yiiksek bulunmugtur. Her iki
yontemin de ayrlabilirlilik indeksi D=0.999 olarak bulunmustur. Hematoloji-
Onkoloji hastalarinda EK ile aynt genotipte ¢ikan 50=51, 1=3 ve 41=42 numarali
izolatlar AP-PCR ile de aym genotip igerisinde yer almislardir (Tablo 16).

Her iki yontemle de ayn1 bulunan bu izolatlar incelendiginde; 50 ve
51 numarali izolat aym hastaya ait aym zamanda alinmig balgam ve gaita
orneklerinden izole edilmis suslardir. Bir bagka hastadan elde edilen 1 ve 3
numarali izolatlar hastanin 5 ay arayla alinmug agiz i¢i plak ve balgam
orneklerinden izole edilmis suglardir. 41 ve 42 numaral izolatlar da bir hastanin
yara (protez) ve agiz i¢i plak drneklerinden izole edilmis suslardir.

EK ile aym bulunan 15 ve 16 numaral suslardan 16 nolu sus
yeterli bant saglanamadigindan AP-PCR ile tiplendirilememistir. Bu suslar ayn1
hastamn ag1z i¢i plak ve balgam numunelerinden izole edilmistir.

Buna kargin EK ile ayn1 genotipte yer alan 25 ve 27, 37 ve 36
numaralr izolatlar AP-PCR .ile birbirlerinden tamamen farkli bulunmustur. Bu
izolatlar birbirinden farkli hastalardan elde edilmigtir. 25 ve 27 numarali izolatlar
agz i¢i plak numunelerinden, 37 numarali izolat yara (anal siirlintii) ve 36
numarali izolat ise gaita 6rneklerinden izole edilmigtir.

AP-PCR ile ayni bulunan 6 ve 10, 23 ve 26 numaral: izolatlar EK
ile farkla genotipte bulunmuglardir. 6 ve 10 numaral izolatlar aym hastadan izole
edilmis ag1z i¢i plak ve gaita numunelerine aittir. 23-26 numarali izolatlar ise yine

ayni1 hastadan izole edilmis balgam ve ag1z i¢i plak numunelerine aittir.
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Yogun  bakim hastalarindan  izole edilen  suslarin
karsilastirilmasinda EK ile aym genotipte yer alan 53 ve 54 numaral1 izolatlar AP-
PCR ile de aym bulunmuglardir. EK ile aym1 genotipte bulunan 75 ve 76 numarali
suglar AP-PCR ile klonal olarak iligkili bulunmustur. EK ile aym genotipte yer
alan 82 ve 83 numarah izolatlardan 83 numarali izolat yeterli bant sayis: elde
edilemediginden AP-PCR ile tiplendirilememigtir.

AP-PCR ile aym bulunan 57=56 ve 59=58 numarali izolatlar
PFGE- EXK ile farkli genotipte bulunmuglardir.

Hem Yogun Bakim hastalarindan hem de Hematoloji-Onkoloji
izolatlarmin AP-PCR ile tiplendirilmesinde, aym olmayan fakat klonal olarak
iligkili suglar bulunmugtur (Tablo 16, 17). Klonal olarak iligkili bulunan suslarin
biri disinda hepsi EK ile farkli bulunmuslardir.

Her iki yontemin de ayrim giicti yiiksek olarak bulunmustur. Ancak
her iki grup da, EK yontemi ile daha fazla genotipe ayrilmistir. Bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak, EK analizi ile AP-PCR’in karsilastinldiga bir
calismada EK analizi ile daha fazla genotip tamimlanmis ve EK Candida suslan
arasindaki degigiklikleri belirlemede faydali bir yontem olarak tanimlanmistir o
Bizim de kullandijimiz M13 primeri ile yapilan AP-PCR ve EK analizinin
karsilagtirildign diger bir ¢aliymada yine EK’nin aynm giicli daha yliksek
bulunmustur’®. Elektroforetik karyotiplendirmenin RFLP ile karsilagtiriimasinin
yapildiga bir ¢aligmada, EK tekrarlanabilirliligi yiiksek, yorumlamas: RFLP’den
daha kolay bir yontem olarak tanimlanmigtir % Barton ve arkadaglarinimn yaptig:

calismada da EK’min epidemiyolojik ¢aligmalarda tek bagmna kullamlabilecegi
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belirtilmigtir °>. Buna ragmen PFGE-EK, AP-PCR ve RFLP’nin karsilastirildigt
bir ¢aligmada, en diisiik ayrim derecesine sahip yontem olarak EK bulunmustur.
Otuz sekiz izolatin tiplendirildigi bu ¢alismada, RFLP ile 22, AP-PCR ile 34 ve

8%  Bunun yaninda her iki yontemin

EK ile 19 farkli sus tamimlanmistir
sonuglannin uyumlu oldugunu bildiren ¢aligmalar da vardir 81 Aile tiyelerinden
izole edilen C. albicans izolatlarinin benzerliginin aragtirildig: bir calismada REA,
AP-PCR ve PFGE-EK kullanilmig ve her ii¢ yonteminde ayrim giictiniin yiiksek
ve sonuglarin benzer oldugu belirtilmigtir 9.

Elektroforetik karyotiplendirme ve AP-PCR’in ayrim giigleri ile
ilgili farkli sonuglar elde edilmesinin nedeni, her iki yontemin de standardize
olamayisindan kaynaklaniyor olabilir. AP-PCR yénteminin dezavantaji, saedece
laboratuvarlar arasi degil, aym laboratuvar iginde dahi tekrarlanabilirliginin diisiik
olmasidir. Primer Kkalip konsantrasyonlarindaki farkliliklar, amplifikasyon
reaksiyonlarindaki 1s1 ve MgCl, miktar1 degisiklikleri ve thermocycler cihazi
farkliliklar1 gibi nedenler AP-PCR paternlerini etkileyebilir 7 Buna karsin bir ok
calismada EK tekrarlanabilirligi ve ayrim giici yiiksek bir metod olarak
tanmlanmugtir® 8790 9395
Candida tiirlerinin tiplendirilmesinde kullanilan DNA tabanl
tiplendirme yontemlerinin laboratuvarlar arasi uyumunun incelendigi bir
caligmada, 3 farkli laboratuvarin EK analizi sonuglar1 C. albicans igin %87
uyumlu bulunmustur *®. Ancak AP-PCR ile yapilan galismalarda, basta primer

se¢cimi olmak tlizere yOntemin ayrim giiciinii degistirecek bir ¢ok farkliliklar

gbzlenmisgtir.
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Ancak yapilan bir ¢alisgmada EK analizinde goriilen bant
farkliiklarimin her zaman farkli bir susu gostermeyecegi bildirilmistir. Bu
calismaya gore, ayni susuﬁ kromozomlarinin yeniden diizenlenmesi ile de farkl
EK paternleri olugabilir. Bu tip durumlarda EK analizinden sonra, klonal iliskileri
gosterebilen AP-PCR yonteminin kullanilmasi dnerilmektedir 2,

Nozokomiyal kandidozun kontrolinde ve  Onlenmesinde
enfeksiyonun endojen veya ekzojen kaynakh oldugu goz 6niine alinmasi gereken
onemli bir noktadir 2*. Cogu nozokomiyal kandidozun endojen kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Ozellikle apiz, barsak, vajen veya deri gibi kaynak olabilecek
yerlere kolonizasyon s6z konusudur. Candida tiirleri ile kolonizasyon olmasi,
invaziv kandidoz gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak gosterilmigtir o,

Calismamizda, AP-PCR ve EK ile yaptigimiz tiplendirme
sonuglarina gore C. albicans enfeksiyonlarinda endojen flora ile bulagin oldukga
6nemli oldugu gortilmiigtiir.

Hastanede yatan hastalarda endojen kaynakli Candida
enfeksiyonunun delili, hastanin farkli viicut bolgelerinden aynt C. albicans
izolatinin izole edilmesidir **. Yaptigimiz ¢alismada tiplendirme yontemleri ile
ayni bulunan 50-51, 41-42 ve 6-10-11 numaral izolatlarin sonuglar1 endojen flora
ile enfeksiyonu dogrulamaktadir.

Hemotoloji-Onkoloji ~ hastalarinin ~ sonuglar1  incelendiginde;
genotipik olarak aym olan 50 ve 51 numaral izolatlar, aym hastanin balgam ve

gaita 6rneklerinden izole edilmistir. Yine bir hastanin, yara yeri ve protezinden
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tiretilen C. albicans (izolat 41) ile ag1z i¢i plagindan tiretilen C. albicans (izolat
42) aym genotipte bulunmustur.

AP-PCR ile aym genotipte bulunan 6 ve 10 numarali izolatlar aym
hastaya ait agiz i¢i plak ve gaita drneklerinden elde edilmistir. Yine bu hastanin
yaklasik iki ay onceki agiz i¢i plagindan iiretilen C. albicans susu (izolat 11) bu
izolatlar ile klonal olarak iliskili bulunmugtur.

Her iki tiplendirme ydntemiyle de genotipik olarak ayni olan 1 ve 3
numarali izolatlar, yaklagik 5 ay arayla alinmig agiz i¢i plaktan tretilmis C.
albicans suslaridir. Yine AP-PCR ile yapilan tiplendirmede aym hastanin 3 ay
arayla agiz i¢i plagindan iiretilen C. albicans suslann genotipik olarak aym
bulunmustur (23-26 numarali izolatlar-genotip 19). Bu sonuglara gére normal
flora iiyesi ve kalic1 olan C. albicans susu, sartlar olustugunda yeniden enfeksiyon
gelistirebilmektedir.

Genotip 19 ile klonal iligkili olan, farkli hastaya ait 27 (genotip
19a) numarali izolat, klasik epidemiyolojik bilgilere goére de aym grupta yer
almaktadir. Bu da bu hastalar arasinda ¢apraz gegisin olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Yogun bakim hastalarinda C. albicans kolonizasyonunu incelemek
icin hastalarin gesitli viicut bolgelerinden, varsa yara, katater ve sonda ucundan
105 6rnek almmis ve bunlann 35’inden C. albicans tiretilmistir. Ureyen C.
albicans izolatlarmn hig biri etken olarak kabul edilmemis ve hastalar antifungal

ila¢ kullanmamuglardir.
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Yogun bakim hastalarindan birinin, agiz iginden, cildinden, sonda
ucundan ve yarasindan C. albicans izole edilmistir. Bu suglarin tiplendirilmesinde
sonda ucu ve yaradan iiretilen suglar AP-PCR ve EK analizi ile ayni, ciltten
tiretilen sug ise AP-PCR ile bu suslarla klonal iligkili bulunmustur. Ag1z i¢inden
tiretilen sugun ise bu suglardan tamamen bagimsiz oldugu goriilmiistiir.

Yine bir hastanin burun (izolat 78) ve agiz i¢inden (izolat 80) izole
edilen C. albicans suslan klonal olarak iligkili iken, perine (izolat 81) ve cildden
(izolat 82) izole edilen suglar birbirlerinden genotipik olarak farkli bulunmugtur.
Bunun gibi bir ¢ok hastanin farkli viicut bolgelerinden izole edilen C. albicans
suslarmin genotipik olarak farkli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, kolonizasyona
neden olan suslarin farkli genotiplerde olabilecegini gostermistir.

Yogun bakim hastalarindan birinin ag1z i¢inden (izolat 57) ve
idrarindan (izolat 58) aym genotipte C. albicans susu izole edilmistir. A1z igi
florasinin iiyesi oldugundan buradaki C. albicans izolasyonu dikkati ¢ekmezken,
aym susun idrar gibi normal florasi olmayan bdlgeden izolasyonu ve burada
hastalik olusturmadan kolonize olarak bulunmas: dikkat ¢ekicidir. Yapilan
calismalarda yogun bakim hastalarinda, Candida kolonizasyonunun derecesi,
enfeksiyon i¢in en giiclii risk faktériinii olusturdugu bilinmektedir ?7. Bu hastamin
perine ve cilt bélgesinden alinan siiriintii rneklerinde C. albicans tiretilememistir.

Yine bir hastada, burun mukozasindan (izolat 58) ve sonda
ucundan (izolat 59) izole edilen C. albicans suslar1 genotipik olarak aym
bulunmustur. Bu hastamn da cilt ve perine bélgesinde C. albicans izole

edilememistir. Bu sonug, burun mukozasindan, sonda ucuna aym genotipteki C.
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albicans susunun tagindigini gostermektedir. Taginma saglik c¢alisanlarimin elleri
ile veya hastaya temas eden aletlerle ger¢eklesmis olabilir.

Nozokomiyal kandidozun gelisiminde cesitli risk faktorleri rol
oynar. Bu risk faktorleri igerisinde yogun bakim hastalarimn sik¢a karsilagtiklar,
parenteral beslenme, malignite, immunosiipresif tedavi, iiretral kataterler, cerrahi
ve ¢esitli invaziv girisimler kandidoz riskini arttiran faktérlerdir. Buna ragmen
yogun bakim hastalarindan izole ettigimiz 32 C. albicans izolatinin hi¢ biri
enfeksiyon olusturmamistir. Bunun yaninda kolonizasyon suslar1 arasinda klonal
olarak iliskili baskin bir genotip dikkati gekmemistir.

Flukonazol farmakokinetik 6zelliklerinden ve iyi tolere
edilebilmesinden dolay1 iyi bir antifungal ilagtir . Candida tiirlerinde gozlenen
azol direnci birkag farkli mekanizma ile olugmaktadir. Bu mekanizmalar;
ergosterol sentezinde gorev alan enzimlerde yapisal degisiklige neden olan yapisal
mutasyonlar, ergosterol sentezinde gorev alan enzimlerin asin miktarda
iiretilmeleri ve azollerin hiicre digina atilmasim saglayan pompa fonksiyonunu
kontrol eden genlerin agir1 ekspresyonudur. Flukonazol ile tedaviye yanitta
basarisiz olmanin iki nedeni olabilir. Bunlardan biri; C. albicans susunun
flukanozole diren¢ kazanmasi, digeri ise yeni bir susla enfeksiyonun
gerceklesmesidir %,

Yaptigimiz ¢aligmada Hematoloji-Onkoloji hastalarindan izole
edilen 51 izolattan 12’si flukonazole direngli bulunmustur. Flukonazole direngli
suslar ile duyarh suslar arasindaki farkliligy gosterecek klonal bir iligki

bulunamamigtir. AP-PCR ile klonal iligkili suslar gosterilebilirken EK analizi
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yalnizca aym suslar1 tanimlayabilmektedir. Bu yiizden flukanozole direngli ve
duyarh suglar arasindaki klonal iligki incelenirken AP-PCR sonuglar1 dikkate
alinmigtir.  Yapilan ¢aligmalarda flukonazole direncin epidemiyolojisinin
aragtirilmasinda, EK, AP-PCR, PFGE-REA ve DNA prob analizleri kullanilmigtir
76,85,86,98,99.

Calismamizda flukonazole direngli suslar arasinda klonal bir iliski
bulunamamugtir. Bunun yaninda direngli ve duyarli suslar arasinda baskin bir
genotipik patern de tespit edilememistir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, antifungal ajana duyarli ve direngli
izolatlarin gostermis olduklar1 mutasyona bagh genomik farkliliklarin, AP-PCR
yontemi veya ¢ogaltilan bir gen bolgesinin “single strand comformational
polymorphisim” (SSCP) analizi ile degerlendirilebilecegi bildirilmektedir. Bu
yontemin klasik antifungal duyarhilik testlerine gereksinimi ortadan kaldirdigim
iddia eden c¢alismalar da mevcuttur. Ancak Ozellikle AP-PCR yonteminin
tekrarlanabilirlifinin diisiikliigii ve antifungal dirence neden olan genler disindaki
her tirlii mutasyondan etkilenerek bant paternlerinin degisebilecegi

unutulmamabidir %677

. Aynica AP-PCR yonteminde kullanilan primerler ve
reaksiyon Karakteristikleri de standart degildir. Bu yiizden direngli ve duyarh
suslarin AP-PCR profillerinin degerlendirilebilecegi bir veri tabani olusturulmasi
oldukga zordur .

Kandidoz, ¢ogunlukla bireyin kendi agiz veya gastrointestinal

sistemindeki maya florasinin agir1 iiremesi sonucu, endojen florayla meydana gelir
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Candida enfeksiyonlarimn ¢ogunlukla endojen kaynakli oldugu bildirilmektedir
21,24,100  Ancak yapilan yayinlarda hastalar aras: ve fomitlerle bulag bildirilmistir.
Yaptigimz ¢aligmada gapraz bulag1 ve ¢evresel kaynaklardan bulag: tespit etmek
icin, hastalarin ¢evresinden (hava, masalar, ilag dolabi, lavabo, yatak ve
musluklar) ve ilgili saglik personellerinin agiz, el ve burunlarindan &rnekler
alinmigtir. Alinan Srneklerin hig birinde C. albicans iiretilememistir. Buna kargin,
uyguladipimiz tiplendirme yontemleriyle aym susun izole edildigi hastalar
arasinda ¢apraz bulagin oldugu diistiniilebilir. Ancak muhtemel bulag kaynagi
tespit edilememistir.

Yapilan ¢aligmalarda  bardaklardan, yatak  Ortiilerinden,
damlaliklardan, tansiyon aletlerinden, elektrokardiograf cihazindan potansiyel
enfeksiyon kaynagi olarak C. albicans tretilmigtir 1 yYopun bakimlarda yapilan
bir ¢aligmada C. albicans ile enfeksiyonun baglica nedeni olarak endojen flora
gosterilirken, eksojen bulag kaynaklar1 olarak da kontamine parenteral nutrisyon
veya intravaskiiler cihazlar gosterilmistir 10" Capraz bulagda saglik personelinin
elleri ve hastalar tarafindan paylagilan fomitler 6nemli rol oynamaktadir. Saglik
calisanlarinin elleri ile gapraz bulas bir ¢ok yayimnda bildirilmistir >*. Yapilan bir
calismada tansiyon aletleri ve tek kullammlik cihazlarin yeniden kullanilmas ile
hastadan hastaya bulag oldugu bildirilmistir**. Yine ¢apraz bulasin aragtirildig bir
calismada, hemsgirelerin giysilerinden C. albicans izole edilmis ve en az bir
hastaya bulag1 gosterilmistir 2l Direngli suslarn yayilminn incelendigi bir
calismada, flukonazole direngli hastayla ilgilenen hemsirenin ellerinden direngli

C. albicans susu izole edilmistir.
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Sonug olarak, AP-PCR ve PFGE-EK analizleri C. albicans’in
molekiiler tiplendirilmesinde kullanigh, ayrnim giicti yliksek yontemler olarak
bulunmuglardir. Buna ragmen, ¢alismamizda PFGE-EK metodu ile daha fazla
genotip belirlenmistir.

Calismamizda baskin bir salgin  susu tespit edilmemigtir.
Enfeksiyon etkeni olarak izole edilen suglarin tiplendirme ¢alismalarinda endojen
kaynakli C. albicans enfeksiyonlarnn tanimlanmistir. Bunun yaninda tekrarlayan
enfeksiyona neden olan suglarin 5 ay kadar degismedigi gortilmiistiir. Hastadan
hastaya C. albicans gegisini diigiindiirecek bulgular elde edilmistir. Ancak saghk
caliganlarindan ve hastalarin gevrelerinden alinan Srneklerde C. albicans izole
edilememistir,

Flukonazole direngli veya duyarli suglar arasinda klonal iligki veya

baskin bir genotip bulunamamagtir.
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OZET

Mantar enfeksiyonlarmnin klinik 6nemi bilinmesine ragmen mantar
ile kolonizasyon, enfeksiyonun patogenezi, gecis sekli ve epidemiyolojisi
hakkinda bilinenler oldukga sinirlidir. Molekiiler tiplendirme y6ntemleri Candida
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin degerlendirilmesinde énemlidir.

Calismamizin amaci; enfeksiyon etkeni olarak izole edilen C.
albicans suglan ve Kkolonizasyon suglarindaki genotipik farklilik oranlarm,
enfeksiyonun kaynaginin endojen mi veya ekzojen mi oldugunu arastirmaktir. Bir
diger amacimiz da flukonazol direngli ve duyarh suslar arasinda klonal iliski olup
olmadigim arastirmaktir .

Bu amagla Hematoloji-Onkoloji hasatlarindan enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen 51 C. albicans susu ve Yogun bakim hastalarindan izole edilen
ve etken kabul edilmeyen 32 kolonizasyon susu ¢alismaya alinmustir.

C. albicans’n tiplendirilmesinde AP-PCR ve PFGE-EK analizi
metodlanr kullamlmastir. 51 Hematoloji-Onkoloji izolati AP-PCR ile 24 genotipe,
EK ile 45 genotipe aynlmistir. Yogun bakim hastalarindan izole edilen 32
kolonizasyon susu AP-PCR ile 16 genotipe, PFGE-EK ile 28 genotipe ayriimstir.
Sonuglar Kkarsilagtirildiginda PFGE-EK ve AP-PCR’in ayrlabilirlik indeksleri
yiiksek bulunmugtur. Ancak PFGE-EK ile daha fazla genotip tanimlanmistir.

Enfeksiyon  etkeni  suslarin  tiplendirilmesi  sonucunda,
enfeksiyonlarin endojen kaynakli oldugu goériilmiistir. Bunun yaninda capraz

bulasla ilgili bulgular da vardir. Capraz gegisin ve ekzojen kaynakli bulagin tespiti
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icin ¢evre ve saghk personelinden Ornekler almmug ancak C. albicans
tiretilememistir.
Kullandigimiz tiplendirme yontemleriyle flukonazol direngli ve
duyarh suglar arasinda klonal bir iligki ya da baskin bir genotip bulunamamugtir.
Sonu¢ olarak AP-PCR ve PFGE-EK analizi C. albicans’in
tiplendirilmesinde bagarilh bulunmustur. Enfeksiyonlarin ¢ogunun endojen flora
kaynakh oldugu gorillmiis ancak hastalar arasinda ya da hastalarla saglik personeli

arasinda ¢apraz gegisin olabilecegi diistintilmiistiir.
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SUMMARY

Although the clinical importance of fungal infections is well known
there is limited knowledge about the colonization with the fungi, pathogenesis of
infection, route of transmission and the epidemiology. Molecular typing methods
are important for evaluating of Candida infections.

The aim of our study is to search the genotypic relation between
C. albicans strains isolated as infection agents and to search the origin of infection
is either exogenous and endogenous. Another aim of this study is to search clonal
relation between fluconasole resistant and susceptible strains. 51 C. albicans
strains isolated from haematology-oncology patients and 32 colonization strains
that are not accepted as infecting agents were taken into this study.

We used AP-PCR and PFGE-EK analysing methods for molecular
typing of C. albicans. 51 strains taken from Haematology-Oncology patients
revealed 24 different genotypes by AP-PCR and 45 genotypes by PFGE-EK. 32
colonization strains isolated from intense care units revealed 16 genotypes by AP-
PCR and 28 genotypes by PFGE-EK. Discrimination indexes for both of the
methods were high, but PFGE-EK identified more genotypes than AP-PCR.

After the molecular typing of infecting strains we realized that
these infection were endogenous. Besides, findings about cross transmission were
noted. We colected environmental materials and materials from health workers in
order to detect the origin of exogenous tranmission and cross transmission but any

C. albicans strain was not isolated.
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We could not find any clonaly related or dominant genotype
between fluconasole resistant or susceptible strains with the molecular typing
methods we used.

As a result, AP-PCR and PFGE-EK analysing methods are found
successful methods for the molecular typing of C. albicans strains. We
determined that most of the infections originated from the endogen flora but cross
transmission between patient to patient or health workers to patients could also be

possible.
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